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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

POLIMERIK NANOPARCACIKLARIN KANSERDE IKIiLI ILAC TEDAVISINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Didem KESGIN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dali
Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Sadik KAGA

Kanserin tedavisinde kemoterapi yaygin olarak kullanilan bir tedavi yontemidir. Ancak
spesifik olmayan biyodagilimi ve yan etkilerinden Otiirii antikanser ilaglarinin
uygulamalarinda ¢esitli kisitlamalar bulunmaktadir. Kemoterapinin bu dezavantaji pasif
ve aktif hedefleme mekanizmalarini kullanabilen nanotasiyict sistemler ile
giderilebilmektedir. Ayn1 zamanda klinikte kanser tedavisinde iki antikanser ilacin
birlikte kullanilmasi etkin yontemlerden biridir. Kanser tedavisindeki ikili ilag
uygulamalarinda c¢ogu kez ilaglarin hedef tiimoér dokusuna birlikte ulasmalari
istenmektedir. Ancak geleneksel ilag uygulamalariyla farkli farmakokinetik ve
biyodagilim profillerine sahip ilaglar1 tiimér dokusunda birlikte ve benzer oranlarda
hedeflemek miimkiin degildir. Bu nedenle ikili ila¢ sistemlerinin ideal nanotasiyicilar
kullanilarak hedefe yonlendirilmesi uygun bir stratejidir. Biyobozunur ve biyouyumlu
polimerik nanopargaciklar bu amacla kullanilabilecek yapilardir. PEG-PLGA gibi
amfifilik blok-ko-polimerler misel tipi polimerik nanoparcacik iiretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, PEG-PLGA bazli ila¢ tasima sistemlerinin Kombrestatin
A4 ve Dosetaksel ilaglar1 i¢in uygunlugu in vitro testlerle belirlenmeye calisilmistir.
Enkapsiilasyon verimi, ila¢ salimi ve sitotoksisite agisindan PEG-PLGA

nanopargaciklarinin bu iki ilag¢ i¢in uygun bir tagima sistemi oldugu belirlenmistir.
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Chemotherapy is a widely used treatment method in the treatment of cancer. However,
there are various limitations in the application of anticancer drugs due to their non-
specific biodistribution and side effects. This disadvantage of chemotherapy can be
overcome by the use of nanocarrier systems that can use passive and active targeting
mechanisms. At the same time, the use of two anticancer drugs together is one of the
effective methods in cancer treatment in the clinic. In dual drug applications in cancer
treatment, it is often desired that the drugs reach the target tumor tissue together. However
in conventional free drug applications, it is not possible to target drugs with different
pharmacokinetic and biodistribution profiles together and at similar rates in tumor tissue.
Therefore, targeting dual drug systems using ideal nanocarriers is an appropriate strategy.
Biodegradable and biocompatible polymeric nanoparticles are structures that can be used
for this purpose. Amphiphilic block-co-polymers such as PEG-PLGA are widely used in
the production of micelle-type polymeric nanoparticles. In this study, the suitability of
PEG-PLGA-based drug delivery systems for Combrestatin A4 and Docetaxel drugs was
tried to be determined by in vitro tests. It has been determined that PEG-PLGA
nanoparticles are a suitable transport system for these two drugs in terms of encapsulation

efficiency, drug release and cytotoxicity.
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1. GIRIS

Kanser, viicutta hiicre boliinmesi esnasinda olusan mutasyonlu hiicrenin
baskilanamamasi durumudur. Bu mutasyonlu hiicre kontrolsiiz olarak biiyiimeye ve
cogalmaya devam ederek kanser hiicrelerini meydana getirmektedir. Kanser hiicreleri
bulunduklar1 dokuda kalmaya devam etmekle birlikte ¢ogu zaman kan ve doku sivilari
yoluyla bulunduklar1 boélgeden uzaklasarak yayilma gostermektedirler (Hanahan ve
Weinberg 2011). Kanserin en ¢ok 6liime sebep olan hastaliklar arasinda ikinci sirada yer
almasi ve yakalanma siklig1 ile 6liim oranlarmin giderek artmasi kanseri ciddi bir saglik
sorunu haline getirmektedir. Her yasta, her bolgede goriilen ve 6liimciil olabilen kanserin
Diinya Saglik Orgiitii (DSO 2021) verilerine gre 20 yil i¢inde en ¢ok 6liime sebep olan

birinci hastalik olacagi 6ngoriilmektedir.

Kanser hastaliginin geleneksel tedavisinde; cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi,
immunoterapi ve hormon tedavisi gibi yontemler kullanilmaktadir. Bu tedavi yontemleri
tek basma kullanilabilecegi gibi ¢ogu zaman birlikte de kullanilabilmektedir. Kanserin
metastaz yapmadigi durumlarda cerrahi tedavi ve radyoterapi ile kanser daha basarili bir
sekilde kontrol altina alinabilirken metastaz yaptigi durumlarda tedavi potansiyelleri
azalmaktadir (Kalyane vd. 2019). Geleneksel kemoterapi tedavisinde kanserli hiicrelere
0zgii hedefli bir tedavi yapilmamasi geleneksel tedavinin en biiyiik dezavantajlarindan
biridir. Terapdtik ajanlar, boliinen hiicreleri 6ldiirme mekanizmasiyla galistigl icin
kanserli hiicreleri dldiirmesinin yaninda siklikla bdliinen saglikli doku ve hiicreleri de
Oldiirmektedir. Bunlara 6rnek olarak; bagisiklik sisteminde kan hiicresi olan 16kositler,
kan pihtilasmasini saglayan trombositler ve sag¢ folikiilleri verilebilir (Kakde vd. 2011).
Geleneksel kemoterapi ilaglarinin diisiik suda c¢oziiniirlik, dolasim sistemindeki
stabilitesinin  zayif olmasi, toksisitesinin yiiksek olmasi, tlimoér dokularini
hedefleyememesi, ¢oklu ilag direnci gelistirmesi ve kemoterapdtik ajanin hidrofobik
olmas1 gibi dezavantajlar1 vardir (Mattheolabakis vd. 2012). Son yillarda geleneksel
kanser tedavisinin bu yan etkilerini azaltmak ve tedaviyi iyilestirmek amaciyla kanser

hiicrelerini hedef alan nanoteknolojik yaklasimlar gelistirilmistir.

Nanoteknoloji, nanometre boyutlarinda yapilan miihendislik ve teknolojik ¢aligmalarin



olusturdugu bir alandir. Nano boyutlara inildikge malzemelerin mekanik, elektriksel,
kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinde degisimler meydana gelmektedir. Boyut degisimi
sayesinde kazanilan bu yeni Ozellikler nanoyapili malzemelerin bircok alanda
kullanilmasina olanak saglar (Tekade vd. 2017). Nanoyapili malzemeler Tip ve Saglk
alaninda; tibbi goriintiileme, gen tedavisi, in vitro hedefleme, yara sargisi, implant ve ilag

tasima sistemi olarak kullanilmaktadir (Ramos vd. 2017).

Tip ve Saglik alaninda kullanilan nanoyapili malzemeler, kanser tedavisi i¢in de umut
vadeden uygulamalari igermektedir. Arttirilmig yilizey alanina sahip nanoparcaciklar daha
diisiik dozlarda etken madde kullanimina olanak saglayarak kemoterdpatik ilaglarin yan
etki riskini azaltmaktadir (Danhier vd. 2010). Ilag tasiyici sistem olarak kullanilan
nanoparcacik yapilari kanserli dokularin damar gegirgenliginin fazla olmasi, diizensiz kan
damarlarina sahip olmasi ve yapist bozulmus epitel hiicrelerden olugmasi sebebiyle pasif

olarak kanser hiicrelerini hedefleyebilir (Matsumura ve Maeda 1986).

Geleneksel kemoterapi tedavisinde tek bir ilacin kullanildig1 durumlarda bazi sorunlarla
karsilagilmaktadir; hiicre ve doku diizeyinde ilag direnci, bazi tiimor dokularinin
heterojenitesi, sert timor dokularinda ilag girisinin ve etkinliginin diigiik olmasi ve
toksisite olusturmamasi i¢in dozun sinirli olusu bu sorunlardan bazilaridir (Gong vd.
2019). Bu sebeplerle uzun yillardir klinikte iki veya daha fazla kemoterapi ilaci birlikte
kullanilmaktadir. Teoride kombinasyon kanser tedavisinin ilave toksik etkiler olmaksizin
yiiksek tedavi edici oranlara sahip olmasi beklenirken pratikte cogu zaman daha yiiksek
toksisite ile karsilagilmakta ve beklenen sonuclar elde edilememektedir (Lee ve Nan
2012). Kombinasyon tedavisindeki bu beklenmeyen etkileri azaltmak amaciyla; timor
dokusunun yapisi, tiimdriin ¢cevresi ve timor yollar: gibi bilgilerin artmasi sayesinde yeni

kombinasyon tedavileri gelistirilmeye baglanmistir.

Kombinasyon kemoterapi tedavisindeki temel noktalardan biri ilaglarin dogru zamanda
ve aynit anda kanserli dokuya ulagmasidir. Ancak, ilaglarin farmakokinetik ve
fizikokimyasal 6zelliklerinin birbirinden farkli olmasi1 sebebiyle ortak bir tasiyici ile
kanserli dokuya tasinmadig siirece bu ¢ok miimkiin degildir (Zhang 2016). Ilag tasiyic

sistemler olarak kullanilan nanoyapili malzemelerin, kanserde kombinasyon tedavinin



coklu ilag direnci, artan toksisite ve ayni anda kanserli dokuya ulagma gibi yan etkilerini

ortadan kaldirabilecegi umut edilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, Dosetaksel ve Kombrastatin A4 kemoterapi ilaglar1 PEG-PLGA
polimerik nanoparcacik yapisinin igerisine yiikklenmis ve in vitro sitotoksisite testleri

gergeklestirilmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Kanser

Kanser, kayith tarihlerden giliniimiize kadar insanlarda ve hayvanlarda siklikla rastlanan
hastaliklardan biridir. insanda kanserin kayitli tarihine bakildiginda ilk kanser taniminin
(kanser kelimesi birebir kullanilmasa dahi) M.O 3000 yilina ait oldugu gériilmektedir. Ilk
kayith kanser tanist Edwin Smith papiriisiinde yer almakta olup bir meme kanseri
vakasidir. M.O 1500 yilinda yazilmis Ebers Papiriisiinde ise cilt, rahim, rektum ve mide
kanserlerinin kayitli oldugu goriilmektedir (Lonardo vd. 2015). Kayith kanser vakalari
M.O 3000 yillarina dayanmasina ragmen kanser kelimesi ilk defa M.O 400°de Yunan
hekim Hipokrat tarafindan kullanilmistir. Hipokrat tiimdrlerin iglerini yengeglere
benzeterek Latince yenge¢ anlamina gelen karsinos ve karsinoma kelimelerini

kullanmistir (Papavramidou vd. 2010).

Kanser, bir hiicre hastaligidir. Viicudumuzda trilyonlarca hiicre vardir, bu hiicreler hiicre
boliinmesi adi verilen bir siirecle olusur, biiylir ve artik boliinemeyecek duruma
geldiginde ya da hasar gordiigiinde oliirler. Viicudumuzda her an hiicre boliinmesi
gerceklesmekte ve viicudun ihtiyacina gore yeni hiicreler olusmaktadir. Hiicrenin
boliinmesini, biiylimesini ve farklilasmasimi saglayan mekanizmalardaki kontroliin
kayboldugu durumlarda hiicre stirekli olarak biiyiimeye ve ¢ogalmaya baslar, bu durum
sonucunda kanser geligmektedir. Hiicre biiylimesini kontrol eden bu mekanizmanin
bozulmasmin sebebi, bazi genlerdeki normal dis1 fonksiyonlardir. Bu fonksiyon
bozukluklar1 genlerle ilgili oldugundan kanser olusumundaki ilk sebep genetik
bozukluklardir. Kanser hastaligina sebep olan bazi durumlara; proto-onkogenler, p53
tiimor baskilayict geni, DNA yapisinin onarimini saglayan genler ve apoptoz diizenleyici

genlerdeki hasarlar 6rnek olarak verilebilir.

Kanser olusumuna sebep olan bir dizi sebep Hanahan ve Weinberg (2011) tarafindan
aciklanmistir. Bu sebepler; P53 ad1 verilen tiimor baskilayict genlerin inaktive olmast,
kontroliinii kaybeden onkogenlerin aktive olmasi, anjiyogenezde artig, epigenetik

modifikasyonlarin sebep oldugu genetik degisiklikler olarak siralanabilir. Normal hiicre



ve dokular, hiicre bdliinmesi ve biiylimesi i¢in salgilanan sinyalleri dikkate almakta ve
aldig1 sinyaller sonucu hareket etmektedir. Olugan bu hasarli hiicreler ise alinan bu
sinyalleri kontrol ederek istenmeyen sekilde kontrolsiiz biiyiimeye ve ¢ogalmaya devam
ederler (Hanahan ve Weinberg 2011). Sekil 2.1 de normal ve kanserli hiicrelerin
cogalmasi1 gosterilmistir. Bu hasarli hiicreler kanser hiicresi olarak isimlendirilir. Bu
kanser hiicrelerinin kontrolsiiz olarak biiyliylip hizla boliinmesi sonucunda olusturduklari

kati, diizensiz yapiya ise timor adi verilmektedir.
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Sekil 2.1 Normal ve Hasarli Hiicre Boliinmesi.

Normal hiicreler, islevlerine gore farkli goriintiilere ve boyutlara sahiptirler. Ayni
islevdeki hiicreler birbirine benzer goriintiilerde ve boyutlarda olurken, kanser hiicreleri
tamamiyla birbirinden farkli goriintiilerde ve boyutlarda olmaktadir (Hanahan ve
Weinberg 2011). Saglikli hiicreler gorevli olduklar1 bolgede kalma egiliminde iken
kanser hiicreleri tiimdr dokusundan ayrilarak kan ya da lenf dolagimia dahil olabilir.
Viicut s1vilari ile tasinan bu kanserli hiicreler farkli dokulara giderek yayilma gosterir, bu

yayillmaya metastaz denir.



2.1.1 Kanser Istatistikleri

Diinya Saglik Orgiitiine (DSO) bagl Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansinin (IARC)
15.12.2020 tarihinde yayinladig: istatistiklere gére 2020 yilinda kanser vakalarinin sayisi
19,3 milyon iken kanser nedeniyle dlen insanlarin sayisi ise 9,96 milyondur. IARC
verilerine gore diinya ¢apinda her 5 kisiden 1 tanesi kansere yakalanmakta ve erkeklerin

8 de 1’i ile kadimlarin 11 de 1’i kanser sebebiyle hayatin1 yitirmektedir (DSO 2020).

DSO verilerine gére bulasici olmayan hastaliklar sebebiyle olan &liimler tiim dliimlerin
%71’ini olusturmaktadir. Bulasici olmayan hastaliklar kronik hastaliklari igerir ve uzun
bir siirece yayilir. Bu 6liimlere ilk sirada kardiyovaskiiler hastaliklar sebep olurken en ¢ok
6liime sebep olan ikinci hastalik ise kanserdir. Kanser, 172 iilkenin 91 tanesinde 70 yas
ve alt1 dliimlerde birinci ya da ikinci sirada gelmektedir, 22 iilkede ise ii¢iincii ya da

dordiincii 6liim nedeni olarak gelmektedir.

Degisen diinya diizeni ile birlikte yeni kanser vakalarinin ve kanser sebepli dliimlerin
artacag1 ongoriilmektedir. [ARC verilerine gore 2040 yilinda diinya capinda tespit edilen
kanser vakasi sayisinin 2020 yilina gore %47 oraninda artarak 28,4 milyon olacagi
diisiiniilmektedir. 2020 yilinda 9,96 milyon olan 6liim sayisinin ise artarak 2040 yilinda
16,3 milyonu bulacagi tahmin edilmektedir (int. Kyn. 1). Diinya ¢apinda kanser
vakalarina ve oliimlere bakildiginda; en ¢ok tespit edilen kanser tiirleri sirasiyla meme
kanseri (%12), akciger kanseri (%]11) ve koleraktal kanserdir (%10). En ¢ok 6liime sebep
olan kanser tiirleri ise akciger kanseri (%18), koleraktal kanser (%9), mide kanseri (%8)

ve karaciger kanseridir (%8) (int. Kyn. 1).

2.1.2 Kanser Tedavisi

Kanser tedavisi kanserin tipine, yapisina, bulundugu yere ve hastanin saglik durumuna
gore degisiklik gostermektedir. Kanser tedavisinde; cerrahi yontem, kemoterapi,
radyoterapi ve hormon tedavisi yontemleri en sik kullanilan tedavi yontemleridir. Bu
tedavi yontemleri tek bagina uygulanabildigi gibi birlikte de uygulanabilmektedir. Kanser

tedavisinde en sik kullanilan tedavi yontemleri alt bagliklar halinde detaylica anlatilmistir.



2.1.2.1 Cerrahi Tedavi

Cerrahi tedavi, kanser tedavisinde kullanilan en eski ve ana tedavi yontemlerinden biridir.
Cerrahi tedavi, kanserin belirli bir bolgede toplandigi durumlarda tiimorlic dokunun

cerrahi islemlerle viicuttan ¢ikarilmasi islemidir (Wyld vd. 2014).

Cerrahi islem; kanser tanist1 koymak i¢in biyopsi islemi uygulanmasinda, tiimoriin
boyutunun tespit edilmesi ve yayilip yayilmadiginin anlasilmasinda, tiimor ve tiimorli
dokunun bazen tamaminin bazen bir kismmin viicuttan uzaklastirilmasi isleminde,
palyatif amacli kanser yan etkilerinin giderilmesinde, viicudun iglevini geri kazandirma

amagch kullanilmaktadir (Sullivan vd. 2015).

Cerrahi tedavinin kiiratif amach kullanimi genellikle bolgesel olmakta ve kanserin
yaytlim yapmadigi, ilk evresinde oldugu durumlarda tercih edilmektedir. Cerrahi

islemden Once veya sonra cerrahi isleme ek tedaviler de kullanilabilmektedir.

Cerrahi islem bolgesel tiimorlerin ¢ikarilmasinda avantaj saglayan bir tedavi yontemidir.
Ancak kanserin metastaz yaptig1 durumlarda tercih edilememesi, cerrahi islemin narkoz
altinda gerceklesmesi ve komplikasyon gelisme riski barindirmasi, bazi durumlarda
kanserin tamamiyla viicuttan uzaklastirilamamasi, islem esnasinda saglikli doku ve
hiicrelere de bir Ol¢lide zarar vermesi ve cerrahi islemle viicuttan kanserli organin

c¢ikarilmasi gibi durumlar dezavantaj olusturmaktadir (Chu vd. 2015).

2.1.2.2 Kemoterapi

Kanser kemoterapisi antikanser ilaglari ile kanser tedavisi olarak tanimlanir. Antikanser
ilaglar genellikle cerrahi ve radyoterapiyle birlikte multimodal tedavinin bir parcasi
olarak yer almaktadir. Kemoterapi, kendi i¢inde uzun bir doneme sahip, tek ya da ¢oklu
kemoterapi ajanlarinin kombinasyonlu ve dongiilii olarak kullanildigi bir siirectir

(Altmann vd. 2009).

Kemoterapi kavraminin kokeni Birinci Diinya savisinda kullanilan hardal gazinin



antikanser 0zelliginin fark edilmesiyle baslamistir (Papac 2002). Berenblum (1929)’un
yaptig1 calismada hardal gazinin farelerde anti-kanserojen oldugunu tanimlamistir
(Berenblum vd. 1929). Adair ve Bagg (1931)’in yaptig1 ¢aligmada cilt kanseri bulunan
farelere lokal olarak hardal gazi uygulamis ve yaptiklar1 histopatolojik gozlemler
sonucunda kanser dokusunun azaldigini raporlamiglardir (Adair ve Bagg 1931).
Goodman ve Gilman, non hodgkin lenfomaya sahip bir hastada hardal gaz1 tedavisi
deneyerek ve Birinci Diinya Savasinda hardal gazi zehirlenmesi nedeni ile hayatini
kaybeden askerlerin otopsi raporlarina dayanarak hardal gazinin, savasta bir silah olarak
kullanilmast fikrinden ziyade antikanserojenik etkisinin sistemli bir gekilde
farmakodinamik ve farmakokinetik etkilerinin arastirilmasint  Onerip modern

kemoterapinin ilk adimlarinin atilmasini saglamiglardir.

Lucy Wills (1937)’in Harvard Tip Fakiiltesi Cocuk Hastenesinde folik asitin kanser
hiicresi prolifersayonu iizerinde etkili olabilecegini kesfetmiglerdir. Akut lenfoblastik
16semi hastasi cocuklarda folik asit eksikligi nedeniyle takviye sonucu akut lenfoblastik
16semi (ALL) hiicrelerinin proliferasyonunu uyardigini tespit etmislerdir (Farber vd.
1948). Bunun {iizerine Farber ve arkadaglar1 folat analogu olan aminopterin ve
amethopterin (methotrexate)’i sentezlemislerdir. Bu analoglar folat gerektiren enzim
mekanizmalarin1 bloke ederek akut lenfoblastik 10semi hastasit ¢ocuklarda malignant
hiicre proliferasyonu engelleyerek normal kemik iligi dokusunun gelismesine yardimci
olmustur. Bu sayede kemoterapiye vitaminler ve hiicre fonksiyonlar: {izerinden yeni bir

bakis acis1 kazandirilmistir (Farber vd. 1948, Chabner ve Jr 2005).

Modern anlamda kemoterapinin baglangici 1950’11 y1llarda George Hitchings ve Gertrude
Elion’un caligmalar1 ile olmustur. Hitchings ve Elion, piirin analogu olan 6-mercap-
topurine (6-MP) sentezleyerek de novo sentez basamagini baskilamistir. Bu yolla
bliylimeye c¢alisan tiimor hiicrelerinin DNA ve RNA sentezinin 6n basamaklarini kontrol
altina alinip proliferasyonlarin1 baskilanmistir (Hitchings ve Elion 1954). Eli Lilly,
antidiyabetik ilag olarak kullanilan Vinca alkoloidinin tiimdr hiicrelerinin proliferasyonu
baskiladig1 gozlemlemistir. Sonrasinda yapilan caligmalar ile Vinca alkoloidinin
mikrotiibiil polimerizasyonunu engelleyerek hiicre boliinmesini inhibisyonunu sagladigi

gosterilmistir (Chabner ve Jr 2005).



Hiicre biyolojisinin gelismesi ve hiicre sinyal yolaklarinin tanimlanmasi sayesinde hedef
odakli kemoterapi konsepti ortaya ¢ikmustir. Renal hiicreli karsinom, VHL geninin
mutasyonu ve kaybiyla ortaya c¢ikan bir tiimor tiiriidiir. VHL geni normal hiicrelerde
anjiyogenezi diizenleyerek hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesini engellemektedir. Sherwood
ve arkadaglar1 (1971)’nn yaptig1 ¢alismada PDGF ve VEGF biiylime faktorlerinin
anjiyogenezi diizenledigini tanimlanmis ayrica SU-11248, Bayer 43-9006 gibi molekiiller
ile VEGF-2 reseptorii baskilanmasi ile anti-anjiyogenik etki mekanizmasi kullanilarak

anti-tiimor ilac olarak kullanilabilecegi gostermistir (Sherwood ve Folkman 1971).

Ancak kemoterapi de tam anlamiyla etkin sonuglar elde edilememesinin en temel sebebi,
mevcut antikanser ajanlarinin nonspesifik yapilari sebebiyle kanser hiicrelerine zarar
verdigi gibi saglikli doku ve hiicrelere de zarar vermesidir. Antikanser ajanlar1 bdliinen
hiicreleri 6ldiirme mekanizmastyla calisir ve bu durum siklikla boliinen saglikl
hiicrelerinin de Olmesine sebep olmaktadir. Bu hiicrelere Ornek olarak ldkositler,
trombositler ve sac¢ folikiilleri verilebilir (Kakde vd. 2011). Geleneksel kemoterapi
ilaglarinin diisiik suda ¢oziiniirliikk, dolasim sistemindeki stabilesinin zayif olmasi,
toksisitesinin yliksek olmasi, tiimor dokularini hedefleyememesi, ¢oklu ilag direnci
gelistirmesi ve kemoterapdtik ajanin hidrofobik olmasi gibi dezavantajlar1 vardir

(Mattheolabakis vd. 2012).

2.1.2.3 Radyoterapi

Radyasyon, kanser hiicrelerini 6ldiirmek amaciyla kullanilan fiziksel bir tedavi
yontemidir. Ik olarak bir tip &grencisi olan Emil Grubbe tarafindan klinikte
uygulanmistir. O tarihten bu yana, radyasyon tedavisi teknolojiyle paralel bir sekilde

gelismis ve kanser tedavisinde siklikla kullanilmaya baglanmistir.

Radyoterapi ilk olarak ilacin yetersiz oldugu durumlarda tercih edilmis ve radyoterapi
amacl radyoaktif radyum kullanilmistir. Tedavinin ciddi yan etkileri tespit edildikten
sonra radyoaktif radyum kullanimma smirlamalar ve bazi kurallar getirilmistir

(Beyzadeoglu vd. 2010).



Radyoterapi sirasinda iyonlastirici radyasyon kullanilmaktadir (Baskar vd. 2012).
Iyonlastiric1 radyasyon icinden gectigi dokuda enerji birikmesi yaparak hiicrenin DNA
yapisina zarar verir bu durum hiicrenin boliinme ve ¢ogalmasini engelleyerek hiicrelerin
Olmesini saglamaktadir (Jackson ve Bartek 2009). Radyasyon tedavisinin kanserli
hiicrenin DNA’sina zarar verip kanser hiicresini 6liime gotiirmesi giinler veya haftalar
stirebilmektedir. Radyasyon tedavisi bittikten sonra dahi kanser hiicreleri 6lmeye devam

etmektedir (Brady vd. 2006).

Radyoterapi, kanser tedavisinde cerrahi tedaviden sonra en ¢ok kullanilan tedavi
yontemidir. Kanser vakalarinin %50-60’1na radyoterapi uygulanmaktadir (Delaney vd.
2005). Tahmini olarak radyoterapinin kiiratif tedaviye katkis1 %40 kadardir (Barnett vd.
2009).

Radyoterapi, i¢ ve dis olmak iizere iki temel tedavi yaklasimi1 sunmaktadir. Hangi tedavi
yonteminin uygulanacagi ise, tlimoriin tiiri, boyutu, viicutta bulundugu yer, saglikli
dokularla olan yakinlig1 ya da kisinin genel saglik durumu gibi bir¢ok parametreye gore
degisiklik gostermektedir. Dis radyoterapi, viicudun disindan tiimoriin bulundugu
konuma gore bir radyoterapi cihazindan bolgesel radyasyon tedavisi uygulanmasidir. ¢
radyoterapi ise s1v1 veya kat1 kaynak kullanilmasina gore bolgesel ya da sistemik olarak
uygulanabilmektedir. Kat1 kaynak kullanilarak uygulanan yontemde kanserli bolgenin
yakinina bir radyasyon kaynagi yerlestirilerek bolgesel bir tedavi uygulanirken, sivi
kaynak kullanilarak uygulanan yontemde damar ici ya da yutma yoluyla sivi kaynagin

sistemik bir tedavi uygulanmasi saglanmaktadir (Baskar vd. 2012).

Radyoterapi, kiiratif amach kullanilabilecegi gibi kanserin sebep oldugu bazi yan
etkilerin azaltilabilmesi amaciyla palyatif olarak da kullanilabilmektedir. Radyoterapi tek
basia ya da cerrahi yontem, kemoterapi ve immiinoterapi gibi tedavi yontemleriyle
birlikte kullanilmaktadir. Radyoterapi, cerrahi islemden Once tiimoriin kiigiiltiilmesi,
cerrahi islem esnasinda deriden gegmeden tiimor dokusuna direkt radyasyon verilmesi ya
da cerrahi islemden sonra kalan mikroskobik boyuttaki kanser hiicrelerinin

Oldiiriilmesinde kullanilabilmektedir (Baskar vd. 2012).
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Radyoterapi uygulamasinin bazi dezavantajlar1 da mevcuttur. Radyoterapi uygulamasi,
kanserli hiicrelerin DNA yapilarina zarar verirken saglikli bazi hiicrelere de zarar
vermektedir. Radyasyon sonrasinda interfaz evresinde bulunan hiicreler apoptoza
ugrayarak oOlebilirler (Hendry ve West 1997). Baz1 kok hiicreler ise radyasyona maruz
kaldiktan sonra farklilagir bu durum dokular arasinda fibréz birikmesine ya da yara izi
olusumuna sebep olabilmektedir (Gordon Steel 2009). Radyasyon viicutta, iltihaplt s1vi
birikmesine, inflamasyona, eriteme, kafa i¢i basing artisina ve pulmoner fibrozise sebep

olabilmektedir (Chen vd. 2002).

2.1.2.4 Hormon Tedavisi

Hormonlar, endokrin sistemi tarafindan iiretilen kan yolu ile doku ve organlara taginarak
doku ve organlarin calismalarini diizenleyici sinyaller veren kimyasal bilesiklerdir.
Hormonlar yavas ve zamanla etki eden bir mekanizmaya sahiptir. Hormonlar viicutta;
bliylime ve gelisme, iireme, metabolizma gibi bir¢cok farkli islemin diizenlenmesini
saglamaktadirlar. Bazi hormonlar gen ekspresyonu ve hiicre ¢ogalmasinda giiclii etkilere
sahiptirler. Bu hormonlarin normalden fazla olmasi kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasina ve
kanserli hiicrenin olusumuna neden olabilmektedir. Hormonal diizensizliklerden
kaynaklanan tiimorlere hormona bagimli maligniteler denir ve bu tiimdrler normalden

fazla hormon reseptor ekspresyonuna sahiptirler (Henderson ve Feigelson 2000).

Meme, prostat, yumurtalik, rahim veya tiroit kanseri gibi hormona bagli kanser tiirlerinin
tedavisinde hormon tedavisi kullanilmaktadir. Hormon tedavisi, hormona bagli olarak
biiyiiyen ve gelisen kanser tiirlerinin biiylimesini yavaglatmak ya da tamamen durdurmak
icin kullanilmaktadir. Hormon tedavisinde amag viicuttaki bu hormonlarin iiretimini
engellenmek ya da hormon reseptdrleri tizerinde degisiklere sebep olarak yayilmalarim

yavaglatmak veya durdurabilmektir (Fairchild vd. 2015).

Hormon tedavisi, kanserin tiirii, yayilimi, yayildigi uzakligi, biiylimenin hormonlar ile
iliskisi olup olmadig1 gibi etkenlere bagli olarak tercih edilmektedir. Hormon tedavisinin
genellikle diger kanser tedavileriyle birlikte kullanilmasi oOnerilmektedir. Hormon

tedavisi, ameliyattan Once tlimoriin kiiciiltiilmesinde, uygulanan birincil tedavi
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yonteminden sonra tiimoriin geri gelme riskinin azaltilmasinda ya da tekrar olusan kanser
hiicrelerinin yok edilmesinde kullanilabilmektedir. Hormon tedavisi oral yolla,
enjeksiyon ile ya da cerrahi (hormon iireten organlarin viicuttan ¢ikarilmasi) yontemle

uygulanabilmektedir (Mitra vd. 2022).

Hormon tedavisi sistemsel bir tedavi yontemidir ve diger kanser tedavilerinde oldugu gibi
bazi yan etkilere sahiptir. Hormon tedavisinin yan etkileri cinsiyete, aliman hormon
miktarina, hormon tiirline ve hastanin genel saglik durumuna gore c¢esitli farkliliklar
gostermektedir. Bazi olasi yan etkiler su sekilde siralanabilir; sicak basmasi, cinsel
isteksizlik, osteoporoz, viicuttaki kas erimesine bagli olarak yag oraninda artis ve
tilkenmislik. Yan etkiler tedavi siiresince devam etmektedir, genellikle tedavi bitiminde

ortadan kalkmaktadir (int. Kyn.2).

2.1.3 Kanserde Hedeflendirme

Geleneksel tedavi yontemlerindeki kanserli dokularin hedeflenememesi ve yiiksek
terapotik etkinin olusturdugu yan etkiler geleneksel tedaviyi kisitlamaktadir. Bunun
yerine son yillarda, nano teknolojik yaklasimlar kullanilarak terapotik etki arttirilip yan
etkinin en aza indirilmesi ve ilgili kanser dokularinin hedeflenmesi amag¢lanmakta ve

calismalar bu kapsamda gerceklestirilmektedir (Tekade vd. 2017).

2.1.3.1 Pasif Hedefleme

Kanserli hiicrelerden olusan dokularin damar yapist saglikli dokulardaki damar
yapisindan oldukca farklidir. Kanserli dokular saglikli dokulara gore kontrolsiiz olarak
bliyliyen ve ¢ogalan yapilar olduklari i¢in besin alim1 ve oksijen gibi hiicre biiyiimesine
katki saglayan bilesenlere daha fazla ihtiyag duymaktadirlar. Bu ihtiyacin
karsilanabilmesi i¢in anjiyogenez adi verilen yeni damar olusumlari meydana

gelmektedir (Kalyane vd. 2019).

Normal kilcal damarlar kanser damarlarina gore sirali, diizenli ve hasarsiz bir yapiya

sahipken, kanser dokularindaki damar sistemi asir1 gegirgenlik, bazal membran yoklugu
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ve kivrimlilik gibi saglikli dokularda olmayan anormal 6zelliklere sahiptir (Matsumura
ve Maeda 1986). Saglikli dokulardaki bu sik1 yap1 sebebiyle 2 nm’den daha biiytik yapilar
endotel hiicreler arasindan giremezler. Ancak kanser dokularindaki kan damarlar1 farkl
caplara, endotel hiicreleri arasindaki genis agikliklara, diizensiz sekillere ve anormal
girintili ¢ikintili yapilara sahiptir. Bu durum, kanser dokularindaki genis endotel
acikliklardan 10 ile 500 nm arasindaki yapilarin kanserli dokuya girebilmesine olanak
vermektedir. Bu durum arttirllmis gegis etkisi olarak adlandirilmaktadir (Kalyane vd.

2019).

Kanserli dokularda ayni zamanda damar sistemi igerisindeki bilesenlerin bosaltimini
devre dis1 birakan ve bu bilesenlerin tiimor dokusu icerisinde birikmesine yol acan
lenfatik sistem zayiflig1 mevcuttur. Kanserli doku igerisine giren bir yapi1 lenfatik sistem
azlig1 sebebiyle kolayca disariya c¢ikamaz bu etki ise alikonma etkisi olarak

adlandirilmaktadir (Byrne vd. 2008).

Kanserli dokulardaki bu damar gecirgenligi ve diisiik lenfatik bosaltim sayesinde kanserli
dokularin hedeflenmesine pasif hedeflendirme ‘‘EPR etki: arttirilmis gecirgenlik ve

alikonma’ denmektedir. Sekil 2.2 Pasif hedefleme mekanizmasini sematik olarak

gostermektedir.
Timor dokusu
Nanotasiyici
Zayif Endotel
4 5 Baglantilar
eI E T ce g e W meomerme e
@ " -
@ i Kan akisi

e e e s e Ty o O O S ot TRy TS Ry O s O e Oy e O e o Sy
Siki Endotel
Baglantilar

Sekil 2.2 Pasif hedefleme mekanizmasi sematik gdsterimi.
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2.1.3.2 Aktif Hedefleme

Kanser hiicrelerin yiizeyinde normal hiicrelerden farkli olarak asir1 eksprese olan yiizey
molekiilleri bulunmaktadir (Shi vd. 2011). Nanotasiyicilar, kanserli hiicrelerin yilizeyinde
bulunan molekiilleri ya da reseptorleri spesifik olarak taniyarak baglanan ligandlarla
modifiye edilebilmektedir (Yu vd. 2010). Kanser hiicrelerinin spesifik olarak
hedeflenmesine aktif hedefleme denmektedir. Sekil 2.3 de Aktif hedefleme mekanizmasi

sematik olarak gosterilmistir.

Nanotastyicilar iizerindeki ligandlar kanser hiicrelerin yiizeyinde bulunan reseptorlere
baglanarak reseptor aracili endositozun gergeklesmesini saglamaktadir. Bu sekilde hiicre
igerisine giren nanotastyicilar antikanser ilaclarini kanser hiicresi igerisinde salmaktadir

(Bertrand vd. 2014).

Nanotastyicilarin spesifik olarak kanserli dokuyu hedeflemesi ile saglanan bazi avantajlar
su sekilde siralanabilir; farmokokinetik ve farmakodinamik profillerin iyilesmesi, ilag
saliminin kontrollii ve siirekli olmasi, arttirilmis 6zgiilliik, hiicre ici i¢sellestirmede artis,

diisiik sistemik toksisite (Bae 2009).

Hedeflenen molekiiller arasinda monoklonal antikorlar, niikleik asitler, peptitler,
aptamerler, karbonhidratlar, amino asitler ve vitaminler bulunmaktadir (Danhier vd.
2010). En c¢ok hedeflenen reseptorler arasinda transferrin, folat reseptorleri,
glikoproteinler ve epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) bulunmaktadir (Pietersz

vd. 2017).
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Reseptor

Farkllagmis ,_,_,\\;;.
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Baglayici
zincir

Kemoterapdtik

Sekil 2.3 Aktif hedefleme mekanizmas1 sematik gosterimi.

Antikor Bazli Hedefleme; antikorlar, nanotasiyicilarin spesifik olarak hedeflemesi igin
kullanilan ilk molekiillerden biridir (Steinhauser vd. 2006). Kanserli hiicre antijenine
baglanan ilk monoklonal antikor 1975 yilinda gelistirilmistir (Kohler ve Milstein 1975).
Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan klinik uygulamalar i¢in onaylanan ilk monoklonal

antikor ise fare monoklonal antikoru Muromonab CD3’tiir (Thistlethwaite vd. 1984).

Gilinlimiizde klinik deneylerden basariyla gecen ve FDA tarafindan onaylanan
monoklonal antikor tedavileri mevcuttur. Monoklonal antikor aracili hedefleme i¢in
potansiyel molekiiller arasinda insan epidermal biiylime faktorii reseptorii (HER2),
epidermal biiylime faktorii reseptdrii EGFR ve prostota 6zgii olan membran antijeni

bulunmaktadir (Bazak vd. 2015).

HER?2, ekspresyonu meme kanserinde asir1 olan molekiillerden biridir ve meme
kanserlerinin yaklasik %25’inde bulunmaktadir (Nahta vd. 2006). HER2, kanserli
hiicrelerdeki ekspresyonu ve nanotasiyiciya antikor baglanmasindan sonra hiicre igine
alinmasi gibi 6zellikleri sayesinde meme kanserinde hedefli nanotasiyici sistemleri i¢in
uygun bir hedef olarak gorilmektedir (Wartlick vd. 2004). Monoklonal antikor
trastuzumab HER?2 reseptdriinii hedefler ve HER2 pozitif meme kanserinde temel tedavi

yontemidir (Spector ve Blackwell 2009). Trastuzumab baglanan nanotastyicilarin HER2
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pozitif kanserde kanser hiicrelerine spesifik olarak hedefleyebildigi caligmalarla
gosterilmistir (Steinhauser vd. 2006). Trastuzumab bagli nanotastyicilar HER2 pozitif
meme kanserinin erken teshisi i¢in goriintiileme ajani olarak arastirilmis ve umut vadedici
sonuglar elde edilmistir (Adolphi vd. 2012). Goriintiiliime i¢in kullanilmasinin yaninda
aynt zamanda antikanser ilaglarin verilmesinde kullanilan nanotasiyicilara da

baglanmistir (Day vd. 2010) .

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii, epitelyal kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gore
daha fazla ekspresyon gostermektedir. Cetuximab, epidermal biiyiime faktori
reseptoriine ylksek secicilik ile baglanan ve kanser tedavisinde potansiyel olarak

kullanilmasini saglayan monoklonal antikorlardan biridir (Harding ve Burtness 2005).

Prostota 6zgili membran antijeni, prostat kanseri hiicrelerinin yani sira timorlerin cogunda
asir1 bulunmaktadir (Hrkach vd. 2012). Anti- Prostota 6zgii membran antikoru olan J591,
spesifik hedefleme, manyetik rezonans goriintiilime ve prostat tedavisi igin

nanotastyicilara konjuge edilmektedir.

Aptamer Bazli Hedefleme; aptamerler, ikincil ya da iiciinciil iic boyutlara katlanabilen
tek sarmalli yapidan olusan oligoniikleotitlerdir. Proteinlere baglanabilme yetenegine
sahiptirler (Ni vd. 2011). Aptamerler, yiiksek duyarliliga ve 6zgiilliige sahip hedefleme
ajanlaridir ve antikorlara es deger sayilirlar. Aptamerler, spesifik olarak bir hedefe 6zgii

olacak bigimde sentezlenmektedir.

Ligand Bazli Hedefleme; kanser hiicrelerini hedeflemek i¢in, kanserli hiicrelerde asiri
eksperese olan yiizey reseptorlerine kars1 yiiksek segicilide sahip ligandlar
kullanilabilmektedir. Transferrin gibi peptitleri ve folik asit gibi molekiilleri hedeflemek

i¢cin nanotastyici yiizeyleri spesifik ligandlarla konjuge edilmektedir.
Transferrin, hiicrelere demir tastyan bir tiir glikoproteindir. Transferrin reseptorii kanser

hiicrelerinde asir1 eksprese olmaktadir ve bu sebeple hedefleme i¢in siklikla tercih

edilmektedir (Amreddy vd. 2015, Santi vd. 2017).
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Niikleotid sentezi kullanilan bir vitamin tiirii olan folik asit folat reseptorii ile spesifik
olarak baglanmaktadir. Folat reseptoriiniin alfa izoformu olan FR-a kanserli hiicrelerin
yaklasik %40’inda asir1 eksprese olurken FR- B izoformu da kanser hiicrelerinin
yiizeyinde eksprese olmaktadir (Low ve Kularatne 2009). Bu nedenle folat reseptdrlerinin
hedeflenmesi i¢in folat konjuge edilmis nanotastyicilar kanser tedavisi i¢in siklikla

kullanilmaktadir (Muralidharan vd. 2016, Samadian vd. 2016).

2.1.4 Kanserde Kombinasyon Tedavi

Kombinasyon kemoterapi, kanser tedavisi i¢in birden fazla anti-kanser ilacin ayni anda
kullanilmasidir. Kombinasyon tedavinin klinikte kullanimi 50-60 yil kadar ge¢cmise
dayanmaktadir (Pritchard vd. 2012). 1960’larda kombinasyon kemoterapinin akut
lenfositik 16semiyi tedavi etmesi ile kemoterapide yeni bir ¢ag baslamistir. 1970
yillarinda akciger kanseri hastalarinda kombinasyon kemoterapi ¢aligmalar1 yapilmus,
tedavinin tek ve sirali ila¢ kullanimindan daha basarili oldugu bulunmustur (DeVita ve
Chu 2008). Yapilan calismalar ile genellikle kombine kemoterapi tedavileri hem
metastatik kansere karsi hem de birincil cerrahi tedaviden sonra yiiksek tekrar riski
tagiyan hastalarda tekli ila¢ kullanimindan daha etkili oldugu kanitlanmistir (Chabner ve

Jr 2005).

Antikanser ilaglarinin ¢ogunun terapotik araliklart oldukca dardir. Coklu ilag¢ direnci
gelismesine sebep olurlar ve biyolojik dagilimlart spesifik degildir. Bu durum saglikl
doku ve hiicrelerde agir yan etkilere sebep olmaktadir (Mayer vd. 2006). Kemoterapi
ilaclar1 kanserli hiicreleri hiicre boliinmesinin farkli sathalarinda etkilediginden bir arada
kullanilmas: ilaglarinin basar1 oranlarimi arttirmakta ve direncin 6nlenmesine yardimci
olmaktadir (Musgrove vd. 2011). Ornek olarak ilaglardan biri DNA replikasyonunu

bozarken, diger bir ilag anjiyogenezi durdurabilmektedir.

Mevcut kombinasyon kemoterapide, diisiik ila¢ dozlar1 verilerek sistemik toksisitenin
azaltilmas1 ve ilag etkinliginin arttirllmast amaglanmaktadir (Mayer vd. 2006).
Kombinasyon kemoterapi ile ¢oklu ilag direncinin iistesinden gelinmesi ya da
geciktirilmesi, ilag dozunun azalmas: ile saglikli doku ve hiicrelerdeki toksisitenin

azalmasi gibi avantajlar elde edilmektedir (Chou 2010).
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Kombinasyon kemoterapi yapilirken dikkat edilmesi gereken bazi unsurlar su seklide
siralanabilir; kullanilan ilaglarin toksisitelerinin birbiriyle Ortlismemesi, ¢oklu ilag
direncinin ortaya ¢ikmasini engellemek i¢in farkli etki mekanizmasina sahip ilaglarin
birlikte kullanilmasi, kombinasyon tedavinin kanserin erken evrelerinde kullanilmasi

(Harasym vd. 2007).

Kombinasyon tedavide ilag etkinliklerinin iyi bilinmesi ve tasarlanmasi gerekmektedir.
Belirli ilaglar birlikte belirli oranlarda kullanildiginda sinerjistik etki olusturabilirken

bazilar1 yan etki olusturabilir ya da antagonistik etki yaratabilmektedir (Pinto vd. 2011).

Gelisen teknoloji ile bu sinirlamalar1 ortadan kaldiran ilag tasima sistemleri
gelistirilmistir. Nanotasiyic1 sistemler ilaglari yiiklenen oranlarda kanserli hiicrede
toplayabilmektedir. Nanotasiyici ilag sistemleri, antikanser ilaglarin yari Omriinii ve
stabilligini arttirmakta, hidrofobik ve hidrofilik ilaglarin farmakokinetik etkilerini
arttirarak kanser dokusunda toplanarak ilaglarin kontrollii salimini saglamaktadir

(Amirsaadat vd. 2021).

2.1.4.1 Kombrestatin A4

Kombrestatin A4 vaskiiler bozucu ajan olarak kullanilan bir antikanser ilacidir.
Kombrestatin A4, Pepptit (1989) tarafindan Giiney Afrika agaci olan Combretum caffrum
kabugundan izole edilmesiyle elde edilen dogal bir bilesiktir (Pettit vd. 1989).

Kombrestatin A4 normal kan damarlar1 ile kanser damarlar1 arasinda ayrim yaparak
kanser damarlarin1 bozar ve vaskiiler damar bozulmasi saglayarak kanser hiicrelerinin

apoptozunu saglamaktadir (Patterson ve Rustin 2007).

Kombrestatin A4 ayni zamanda tiibiilin polimerizasyon inhibitoriidiir. Mikrotiibiiller,
hiicrenin seklinin korunmasi, hiicre boliinmesi ve hiicrenin hareketliligi gibi bir¢cok
goreve sahip olmakla birlikte en 6nemli gorevleri mitoz boliinme esnasinda mitotik

iplikcikleri olusturmaktir (Ems-McClung ve Walczak 2010). Mikrotiibiillerin yapisi
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bozuldugunda ig iplikgikleri anormal bir hal almaya bagslar ve hiicre boliinmesi
engellenmis olur (Kaur vd. 2014). Mikrotiibiillerin bu 06zelligi sayesinde kanser
hiicrelerinin boliinmesi engellenerek hiicre Sliimii saglanabilmektedir. Mikrotiibiillerin
yapisinda baglanma i¢in 3 bolge bulunmaktadir, bunlar kolsisin, takson ve vinka
bolgeleridir (Guan vd. 2014). Kombrestatin A4 kolsisin bolgesine baglanarak tiibilin
polimerizasyonunu inhibe ederek mitoz boliinmeyi durdurmaktadir (Chang vd. 2006).
Kombrestatin A4, mitoz boliinmeyi durdurarak hiicrelerin bdliinmesini ve ¢ogalmasini
engellemektedir. Mitoz boéliinmenin durmasi hiicrelerin 6liimiine sebep olmaktadir.
Kombrestatin A4, anti mitotik etki mekanizmasiyla kanserli hiicrelerin 6lmesini saglayan
antikanser ilaglarindan biridir. Kombrestatin A4’iin kimyasal yapisi Sekil 2.4 de

gosterilmistir.

H,CO

H,CO

OH

OCH;

Sekil 2.4 Kombrestatin A4 kimyasal yapisi.

2.1.4.2. Dosetaksel

Dosetaksel, taksan grubu ailesinin iiyesi olan bir antikanser ilacidir. Vrupa porsuk
agacinin yaprak 6zlerinden elde edilen paklitakselin daha gii¢lii yar1 sentetik bir tiirevidir.
(Du vd. 2018). 1980 lerde kesfedilmis, 1986 da patenti alinmis ve 1995 yilinda tibbi
kullanimi i¢in FDA’dan onay almistir (Kenmotsu ve Tanigawara 2015) . DSO’ niin temel

ilaclar listesinde bulunmaktadir (DSO).
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Basta meme kanseri olmak {izere bas ve boyun kanserleri, mide kanseri, yumurtalik,
prostat ve akciger kanserlerinin tedavisinde kullanilmaktadir (Lyseng vd. 2005). Tek
basina kullanilabildigi gibi diger kemoterapi ilaglariyla birlikte kombinasyon seklinde de

kullanilabilmektedir.

Sisplatin ile kombinasyon halinde prostat kanseri tedavisinde birinci tedavi adimi olarak
onay almistir. Kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri hastalarinda Dosetaksel birinci basamak
tedavidir (Du vd. 2018). Meme kanseri tedavisinde, yiiksek riskli hastalar i¢in 6nemli
derecede sag kalim orani gostermektedir (Kim vd. 2016). Dosetaksel, oksaliplatin ve
kapesitabin ile birlikte ti¢lii kombinasyon seklinde ileri mide kanseri hastalarinin tedavisi

i¢cin de kullanilmaktadir (Ostwal vd. 2018).

Dosetaksel, mikrotiibiillerin toplanmasini arttirarak mikrotiibiil polimerizasyonuna tegvik
eder. G2/M fazinda hiicre boliinmesini durdurur. Bdylece kanser hiicresinin mitozunu ve
hiicre ¢cogalmasini engellemis olmaktadir (Ringel ve Horwitz 1991). Ayrica, kanserli
hiicrelerde asir1 eksprese olan BCL2 geninin ekspresyonunu da azaltir, bu geni asagiya
regiile edilmesi kanserli hiicrelerin apoptozunu arttirmaktadir. Dosetaksel bilesiginin

kimyasal yapis1 Sekil 2.5 de gosterilmistir.

Sekil 2.5 Dosetaksel kimyasal yapisi.
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2.2 Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, modern bilimin ve miihendisligin genis bir alanidir. Nanoteknoloji terimi,
boyutu nanometre diizeyinde yapilarin olusturulmasi ve kullanilmasini ifade etmektedir.
Bu yapilar genellikle 1-100 nm (¢ogunlukla birka¢ yiiz nm'ye kadar) civarinda ¢apa
sahiptirler (Tekade vd. 2017). Nanoteknoloji fikri ilk defa Feynman tarafindan ‘There’s
Plenty of Room at the Bottom’ baslikli konferans konusmasinda dile getirilmistir.
Feynman nanoteknoloji konseptini atomik diizeyde manipiilasyonlar yapmak olarak ele

almustir (Hulla vd. 2015).

Nanoteknoloji terimi ilk olarak 1974 yilinda Japon bilim adami Norio Taniguchi
tarafindan kullanilmigtir. Taniguchi, nanoteknoloji terimini yart iletken tiretimi stirecinde
kullanmis olup malzemelerin nanometre mertebesinde iiretim yapilmasi, ayristirilmas,

saglamlastirilmasi ve deformasyonu iizerinde durmustur (Bhatia, 2016).

Nanoteknoloji glinlimiizde savunma sanayi, enerji, tarim ve saglik gibi bir¢cok alanda
genis capl olarak yer almaktadir. Ornegin farmasétik uygulamalarda nanoteknoloji;
tanisal biyosensorler, ila¢ dagitim sistemleri ve goriintiileme problari gibi tibbi cihazlar
tizerinde derin bir etkiye sahiptir. Gida ve kozmetik endiistrisinde nanomalzemelerin
kullanimi ile {iretim, paketleme, raf dmrii ve biyoyararlanim iizerindeki iyilestirmeler

onemli olgiide artmistir (Jin vd. 2009).

Karbon nanotiipler, nanoteknolojinin 6nemli arastirma alanlarindan biridir. En basit
haliyle karbon nanotiipler grafen yapisindaki karbon atomlarmin bir silindir olacak
sekilde kendi iizerine katlanmasiyla olusmaktadir. Hilbert ve arkadaslar1 (1958)
transmisyon elektron mikroskopisindeki ilerlemeleri sayesinde aslinda iiretilen
nanofilamentlerin karbon nanotiipler olduklarin1 kesfetmislerdir. Daha sonra karbon
nanotiiplerin sentezi konusunda c¢ekirdek olusturma ve biiylitme islemlerinin anlagilmasi

saglanmistir.

Nanoteknolojinin baslangi¢ donemlerinde karbon nanotiipler ve diger yapisal destek

malzemesi tizerinde ¢alisilmistir. 1900°1lerin sonunda ise medikal cihazlarin daha hassas
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olarak gelistirilmesinden ziyade direkt olarak kendisi medikal tedavinin igerisinde yer

alan bir nanoform olan nanopargaciklar ortaya ¢ikmistir (Debbage, 2009).

2.2.1 Polimerik Nanoparc¢aciklar

Polimerik nanoparcaciklar, boyutlar1 genellikle 1 ile 100 nm arasinda degisen kati
parcaciklar olarak tanimlanmaktadir. Dogal, sentetik ya da yar1 sentetik polimerlerden
elde edilebilirler ve biyolojik olarak parcalanan ya da parcalanmayan polimerlerden

olusabilmektedirler (Sur vd. 2019).

flk polimerik nanoparcaciklar 1994 yilinda kullanima girmistir ve ilk polimerik
nanopargaciklarin yapiminda biyolojik olarak parcalanamayan polimerler kullanilmistir.
Ancak biyolojik olarak parcalanamayan polimerik nanoparcaciklarin sistemik toksisite
olusturmasi, yiiksek bagisiklik sistemi tepkisi olusturmasi, alerjen olmasi sebebiyle tercih
edilmemektedirler (Ramkumar vd. 2017). Biyolojik olarak parcalanabilen ve toksik
olmayan polimerlerler viicut i¢inde bozundugunda viicuttan atilmasia gerek olmamasi
durumu biyobozunur polimer kullanimini arttirmis ve nanoparcacik sistemleri i¢in tercih

edilir hale getirmistir (Wen vd. 2019).

Polimerik nanoparcaciklar diger nanoparcacik sistemleri ile kiyaslandiginda bazi
avantajlari sebebiyle ilag tasiyict sistemler i¢in siklikla tercih edilmektedirler. Polimerik
nanopargaciklarin genis yiizey alanina sahip olmalar1 ve boyutlarinin kii¢liik olmasi
sebebiyle hiicreleri daha kolay bir sekilde hedefleyebilme yetenekleri polimerik
nanopargaciklari tercih edilen ilag tagima sistemlerinden biri yapmaktadir (Dey vd. 2016).
Diger nanopargaciklara gore daha yiiksek terapotik etkinlik gosterirler ve bu durum daha
az toksisiteyi, daha az ila¢ kullaniminin yeterli olmasini saglar. Polimerik nanopargaciklar
kolayca modifiye edilerek uyarlanabilir ve kontrol edilebilirler. Ilag yiiklenmesi nispeten

kolay ve ilag yiikleme kapasiteleri yiiksektir (Ruiz-Gaton vd. 2018).
Polimerik nanopargaciklarin hazirlanmasima bagli olarak ilag tasiyict sistemler

nanokiireler ya da nanokapsiiller olarak ifade edilmektedirler. Nanokiire yapilarina ilaglar

adsorbe edilerek, disperse olarak ya da polimerik matris igerisinde ¢oziindiiriilerek ilave

22



edilebilirler. Nanokapsiillerde ise ilaclar polimerik membran ile ¢evrelenmistir, sulu ya
da yagh bir ¢ekirdek yapi igerisinde bulunmaktadirlar (Kakde vd. 2011). Nanokiire ve
nanokapstil yapist Sekil 2.6 da gosterilmistir. Nanokiire ve nanokapstillere ila¢ eklenmesi

Sekil 2.7 de gosterilmistir.

Nanokure Nanokapsul

Sekil 2.6 Nanokiire ve nanokapsiil yapilarinin sematik gésterimi.

Enkapstle edilmis

/v ilag

L ) { ]
\ y 8 « Ylzeye adsorbe
Y i T i
° ) ) \ L ettirilmis ilag
Y ... ” Nanokapsiil -
o
. . - . .
llag :'.'. Enkapsiile edilmis
/ 0 ilag
° L ]
L] L]
\ 4 « Yiizeye adsorbe
Nanokiire o ettirilmig ilag
L J
P

Sekil 2.7 Nanokiire ve Nanokapsiil yapilarina ilag eklenmesi.

Polimerik nanopargaciklar, nanoteknoloji, nanotip, biyonanoteknoloji gibi alanlarda
aragtirtlmakta ve siklikla kullanilmaktadir. Tip alaninda kullanimlarina; antikanser

ilaclari, antiparaziter ilaclar, peptitler ve proteinler gibi molekiilleri tasiyict olarak, ayni
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zamanda asilarda ve tanida kullanilmaktadir (Roco 2003).

2.2.1.1 Polimerik Nanoparcaciklarin Uretilmesinde Kullamlan Polimerler

Polimerik nanoparcacik iiretiminde dogal ya da sentetik polimerler kullanilmaktadr. ilk
tiretilen polimerik nanoparcaciklar dogal bir protein olan albiiminden ya da poliakrilamid,
polimetil metakrilat gibi biyolojik olarak parcalanamayan sentetik polimerlerden
tiretilmistir. Polimerik nanoparcacik sentezinde kullanilan polimerlerin listesi Cizelge 2.1

de verilmistir.

Cizelge 2.1: Polimerik nanoparcacik sentezinde kullanilan polimer érnekleri

Polimer Tipi Polimer ismi

Dogal Polimerler Alblimin
Kitosan
Jelatin
Aljinat

Poli(laktik asit) (PLA)
Poli(glikolik asit) (PGA)
Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)
Poli(epsilon-kaprolakton) (PCL)
Poli(izoheksilsiyanoakrilat)
Poli(n-biitilsiyanoakrilat)
Poli(akrilat)

Poli(metakrilat)

PLA-PEG

PCL-PEG

Poli(Etilen glikol) (PEG)

Sentetik Polimerler

Tez kapsaminda kullanilan PEG, PLGA ve PEG-PLGA polimerleri hakkinda detayl1 bilgi

asagida verilmistir.

2.2.1.2 Poli (laktik-ko-glikolik asit)

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), laktik asit ve glikolik asitin polimerizasyonu ile

24



olusan poliester grubuna ait sentetik bir polimerdir. PLGA, laktik asit ve glikolik asit
monomerlerinin  halka a¢ma kopolimerizasyonu ile olusmaktadir. PLGA’nin
polimerizasyonu esnasinda monomer birimleri (laktik asit ve glikolik asit) birbirlerine

ester baglariyla baglanarak alifatik polyester olusturmaktadir (Astete ve Sabliov 2012).

PLGA monomerlerinde ki (laktik asit ve glikolik asit) oranlarin degisimi polimerin
kristalligini, mekanik mukavemetini, sisme davranisini, biyolojik bozunma oranini,
hidrofilikligini ve salim profilini etkileyebilmektedir. Poliglikolik asit (PGA), suda diisiik
¢Oziiniirliik gosteren bir polimerdir. Polilaktik asit (PLA) ise PGA’nin aksine hidrofobik
bir polimerdir. PGA ve PLA’nin bir kopolimeri olan PLGA, Laktik asit ve Glikolik asit
orani ve molekiiler agirligina bagli olarak polimerin bozunma hizi, ilag salimi1 gibi

ozelliklerini degistirmektedir.

PLGA biyolojik olarak parcalanabilir ve pargcalanma iirlinleri viicuttan dogrudan
atilabilen ve toksik olmayan (COz ve H2O) yapilardir. PLGA, parcalanma iiriinleri Sekil
2.8 de gosterilmistir. PLGA, ester baglarinin bozulmasiyla laktat ve glikolat olusturur. D-
laktat atimindan Once tekrar metabolize olmazken, L- laktat CO> doniistiiriilerek akciger
ile atilabilmektedir. Glikolat ise direkt bobrek yoluyla atilabildigi gibi glioksilata
oksitlenerek glisine, serin veya piruvata doniistiiriilebilir. Tekrar krebs dongiisiine girerek

CO2 ve H20 ya doniisebilmektedir (Danhier vd. 2009).

r o
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PLGA Takitk Astt Glikolik Asit

Sekil 2.8 PLGA pargalanma iirtinleri.

PLGA, biyouyumlu olmasi, biyobozunur olmasi, parcalanma {iriinlerinin toksik
olmamasi, diger polimerler ile karistirilabilmesi ve hidrofilik ya da hidrofobik
molekiilleri kapsiilleyebilmesi, etken maddenin bozunmadan korunabilmesi, gizlilik

olusturmak i¢in yilizeyinin modifiye edilebilmesi, siirekli salim yapabilmesi gibi
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ozellikleri sebebiyle ilag bazli polimerik tasiyici sistemlerde tercih edilen bir polimerdir
(Xu vd. 2017). PLGA, ila¢ dagitim sistemleri i¢in tibbi kullanim onaymi FDA ve Avrupa
[lag Ajansindan almistir (Semete vd 2010).

2.2.1.3 Polietilen Glikol

Poli (etilen glikol) (PEG), 1859 yilinda etilen glikol ile 1,2- dibromoetan bilesiginin
1isitilmasiyla etilen glikollerin ayrismasi sonucunda ortaya g¢ikmistir (Fordtran ve
Hofmann 2017). PEG, etilen glikol molekiillerinin eter baglariyla birbirlerine
baglanmasiyla ile ortaya ¢ikan non-iyonik, biyouyumlu, sentetik, hidrofilik bir
polieterdir. PEG sentezi 300 Da ile 100.000 Da arasinda genis bir molekiiler agirlik
araliginda olabilmektedir. PEG sentezi icin en etkili yontem, etilen oksidin asidik ya da

bazik sartlarda polimerize edilmesidir (Thompson vd. 2008).

PEG, basit yapisi, iyonik olmamasi, yiliksek stabilitesi, suda ve organik ¢oziiciilerin
cogunda yiiksek ¢oziiniirliige sahip olmasi, toksik olmamasi gibi 6zellikleri sayesinde
basta tip alaninda olmak tiizere bir¢cok alanda siklikla kullanilmaktadir (Kolate vd. 2014,
Giorgi vd. 2014). PEG, toksik olmamasi sebebiyle FDA tarafindan insanlarda kullanimi
onaylanmis polimerlerden biridir (Harris vd. 2001). Polietilen glikolun kimyasal yapisi

Sekil 2.9 da gosterilmistir.

Sekil 2.9 Polietilen glikol kimyasal yapisi.
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2.2.1.4 Poli (l1aktik-ko-glikolik asit)- blok- poli (etilen glikol)

Poli (laktik-ko-glikolik asit)- blok- poli (etilen glikol) (PEG-PLGA), ilk olarak Gref ve
arkadaslar1  (1994) tarafindan sentezlenmis ve PEG ile kaplanan PLGA
mikropartikiillerinin 6zellikleri arastirilmistir. PEG-PLGA misellerinin yar1 omriinde
artis meydana geldigi ve sadece %30’nun karaciger tarafindan yakalandigi tespit

edilmistir (Gref vd. 1994). PEG-PLGA kimyasal yapis1 Sekil 2.10 da gosterilmistir.

"CH,

Sekil 2.10 PEG-PLGA kimyasal yapist.

PLGA, biyobozunur ve biyouyumlu olmasi, kolayca modifiye edilebilmesi, sulu ortamda
nano boyutta misel yapilar1 olusturabilmesi, igerisine etken madde yiiklenebilmesi gibi
ozellikleri sebebiyle ilag tasiyici sistemlerde siklikla kullanilan polimerlerden biridir.
Ancak viicudun hidrofobik yapilar1 yabanci olarak gérmesi ve retikiilo- endotelyal sistem
(RES) tarafindan taninarak dalak ya da karacigerden atilmasi PLGA polimerlerin
oniindeki en biiyiik sinirlamadir (Mirakabad vd. 2014). Bu smirlamanin ortadan

kaldirilabilmesi i¢in bir¢ok yiizey modifikasyonu gelistirilmistir.

PLGA hidrofobik yapis1 hidrofilik yiizey kaplamasi ile gizlenerek biyolojik yart omrii
arttirilabilmektedir. Bunun i¢in en ¢ok kullanilan yontem hidrofilik ve non- iyonik olan

PEG ile kaplanmasidir (Mirakabad vd. 2014).
PEG-PLGA sulu ortamda kendiliginden bir araya gelerek polimerik miselleri

olusturabilme 6zelligine sahiptir. Amfifilik PEG-PLGA kopolimeri, hem hidrofilik hem
de hidrofilik etken maddelerini ylikleyebilmektedir (Mares vd. 2021). PEG’in hidrofilik
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yapisi sayesinde misel olusturdugunda uzun siireli kan dolasimi saglar ve ilag etkinligini
arttirtr. Bu durum PEG-PLGA’nin EPR etki ile kanserli dokuda toplanmasini ve toksik

ilag dozunun azalmasina yardimci olmaktadir (Thi vd. 2020).

Misel yapilar1 yiizey aktif olan maddelerin polar yapidaki bir ¢6ziicii icerisinde bir araya
gelerek olusturdugu yapilardir. Yiizey aktif maddeler bir sivinin yiizey gerilimini azaltan,
yapisinda hem hidrofilik (polar ug) hem de hidrofobik (apolar ug) bilesikleri bir arada
bulunduran ve amfifilik olarak adlandirilan maddelerdir (Hartley 1936). Yiizey aktif
maddelerin hidrofilik ucu su gibi polar bir ¢oziicii igerisindeyken su icerisinde kalip
onunla etkilesim halinde iken hidrofobik u¢ ylizeye dogru ¢ikma egilimindedir. Coziicli
icerisine yiizey aktif madde ilave edildik¢e hidrofobik kisimlar yiizeyde toplanmakta ve
suyun yilizey gerilimini diislirmektedir. Suyun yilizey gerilimi belli bir orana kadar
diismeye devam eder ve hidrofobik yapilar yiizeyde toplanir. Bu durum ylizey aktif
madde belli bir konsantrasyona ulastiginda durur, hidrofobik kisimlar yiizeye dogru
cikmaz ve kendi i¢lerinde misel yapisi olusturmaya baslarlar (Marangoni vd. 1991). Misel
ve misel benzeri yapilarin olugsmaya basladigi bu minimum konsantrasyon diizeyine ise
Kritik Misel Konsantrasyonu denilmektedir. Misel olusumu sematik gosterimi Sekil 2.11

de gosterilmistir.
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Amfifilik polimerler Misel Yapisi

Sekil 2.11 Misel Olugumu Sematik Gdsterimi.

PEG-PLGA kopolimeri PEG hidrofilik ve PLGA hidrofobik olmak iizere amfifilik bir

bilesiktir ve polar ortamda PEG-PLGA konsantrasyonu kritik misel konsantrasyonun
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tizerindeyken misel olusumu gostermektedir. Misel yapilari olugsmaya basladiginda
ortamdaki hidrofobik yapilar miselin hidrofobik kisminda kalip hapsolurken hidrofilik

yapilar polar ¢oziicli i¢inde kalmaya devam etmektedir.

Bu degisimlerin dl¢lilmesinin yani sira organik boyalar kullanilarak floresan degisiminin

tespit edilmesi ile de kritik misel konsantrasyonu degeri dl¢tilebilmektedir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Kullamilan Kimyasal Malzemeler

Bu aragtirmada kullanilan tiim kimyasal malzemeler ve malzemelerin firmalar1 Cizelge

3. 1 de verilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan kimyasal malzemeler ve markalar

Kimyasal
Kimyasal Malzemeler Malzemelerin

Markalan
Poli(etilen glikol) metil eter- Merck
blok- poli (laktik- ko- glikolik)
(PEG Mn: 5000 ve PLGA Mn: 7000)
Aseton Merck
Nile Red Merck
Sodyum Asetat Trihidrat Riedel de Haen
Asetik asit Sigma
Monosodyum Fosfat Sigma
Disodyum Fosfat Sigma
Oil Red O Sigma
Ethanol Sigma
PBS kristali Merck
Thiazolyl blue tetrazolium bromide Sigma
RPMI Biowest
DMSO Sigma
MCF-7 Hiicre hatt Merck
Fetal Bovine Serum (FBS) Merck
Tripsin-EDTA Biowest
Tripan Blue Biowest
Streptomisin Sigma
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3.2 Kullanilan Cihazlar

Bu tez ¢alismasi siirecinde kullanilan tiim cihazlar ve cihazlarin markalar1 Cizelge 3.2 de

gosterilmistir.

Cizelge 3.2: Kullanilan cihazlar ve markalari

Kullanilan Cihazlar Cihazlarin Markalar
Vorteks Dlab

Orbital Calkalayici fldam
Gecirimli Elektron Mikrokobu JEM

Uv-Vis Spektrofotometre Shamadzu
Hassas Terazi Radwag
Isiticili Manyetik Karistirict Dlab

Etiiv Elektromag
pH metre Mettler Toledo
Buzdolab1 Argelik
Inkiibator Nuve
Otomatik Pipet Dlab

Cok kanall1 pipet Dlab

Otoklav fldam

Saf su cihazi Isolab
Santrifii Elektromag
Laminar Flow Kabin Mikrotest
Derin Dondurucu Faley
Mikroskop Zeiss

3.3 PEG-PLGA Nanoparcaciklarin Elde Edilmesi

PEG-PLGA polimerik nanopargaciklart Emiilsiyon Coziicii Buharlagtirma yontemi
kullanilarak hazirlanmistir. Ik adim olarak; 2 mg PEG-PLGA polimeri tartilmis ve
tizerine 1 mL aseton eklenerek vorteks yardimiyla ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra ise 1,5
mL saf su ilave edilmis ve emiilsiyon olusturulmustur. ikinci adimda ise ¢dzelti bir gece
orbital karigtiric1 diizeneginde bekletilerek asetonun tamamen u¢gmasi saglanmaistir. Sonug

olarak PEG-PLGA polimerik nanoparcaciklari elde edilmistir. PEG-PLGA 6z toplanmas1
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sematik olarak Sekil 3.1 de gosterilmistir.

Oz Toplanma
(Self- Assembly) G
AARRARRS > g 3
>v"4Ab.
: PEG RANRS : PLGA
(Hidrofilik ug) (Hidrofobik ug)

Sekil 3.1 PEG-PLGA 6z toplanmasi sematik gosterimi.

3.4 Kritik Misel Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bu calismada kritik misel konsantrasyonunun ol¢iilebilmesi i¢in Nile Red boyasi
kullanilmistir. Nile Red floresan prob olarak kullanilan bir boyadir, hidrofobiktir ve su
gibi polar ¢oziiciiler icerisindeyken neredeyse hi¢ floresan ozellik gostermezken polar
olmayan ortamlarda absorpsiyon ve emisyon mavisi kaymalar1 yapmaktadir (Martinez

2016). Nile Red floerasan boyasinin kimyasal yapist Sekil 3.2 de gdsterilmistir.

r CH3
O O I\L
A CH3
N

Sekil 3.2 Nile Red floresan boyasinin kimyasal yapisi.

Kritik misel konsantrasyonun belirlenebilmesi icin floresan boyalarin maksimum UV
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absorbans degerlerindeki kaymalarin kullanilmasi son yillarda iizerine calisilan bir
konudur (Basu Ray vd. 2006). Nile Red yiikli PEG-PLGA nanoparcaciklarinin

hazirlanmasina ait sematik gosterim Sekil 3.3 de gdsterilmistir.

o O
> KMK
@ . PEG-PLGA
Polimerik
— Misel
PECELES < KMK
Polimeri

rrmn: PEC ~~nrs  PLGA [®) Nile Red

Sekil 3.3 Nile Red yiiklii PEG-PLGA nanopargaciklarin hazirlanmas.

PEG-PLGA polimeri polar ortamda iken polimerin hidrofobik olan PLGA wucu
kiimelenerek bir araya gelmektedir. PEG-PLGA polimeri polar ortamdayken misel
olusturmaya basladiginda Nile Red boyast PLGA kismi igerisinde kalmaktadir. Bu
esnada polar olmayan ortama ge¢is yaptigi i¢in spektrum iizerinde kayma yasamaktadir.
Bu degisim UV- spektrofotometre ile 6l¢iilebilmektedir. Elde edilen absorbans degerleri

misel olusup olusmadig bilgisine ulagilmasini saglamaktadir.

3.4.1 Nile Red Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Stok cozeltisi i¢in 1,2 mg Nile Red tartilmis ve tlizerine 6 mL aseton eklenerek vorteks
yardimiyla ¢oziinmesi saglanmistir. Stok ¢ozeltisi aliiminyum folyoya sarilarak +4 °C de

muhafaza edilmistir.

3.4.2 Nile Red Yiiklii PEG-PLGA Nanoparcaciklarin Elde Edilmesi

Nile Red yiiklii nanopargaciklar emiilsiyon ¢oziicii buharlasgtirma yontemi kullanilarak
hazirlanmustir. ilk adim olarak; 3 mg PEG-PLGA polimeri 1 mL aseton eklenerek vorteks
yardimiyla ¢ozdiiriilmiistiir. PEG-PLGA polimerine 0,5 mL Nile Red ¢ozeltisi eklenmis

ve mor renkli bir ¢ozelti elde edilmistir. Mor renkli ¢ozeltiye 1,5 mL saf su ilave edilmis
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ve pembe renkli bir emiilsiyon olusturulmustur. Ikinci adimda ise ¢ozelti bir gece orbital
karistirict diizeneginde bekletilerek asetonun tamamen ugmasi saglanmigtir. Aseton
tamamen ugtuktan sonra agik pembe renkli bir ¢ozelti i¢erisinde Nile Red yiiklii PEG-
PLGA polimerik nanoparcaciklari elde edilmistir.

3.4.3 Kritik Misel Konsantrasyonu icin Grafigin Elde Edilmesi

Kritik Misel Konsantrasyon degerlerinin belirlenmesi i¢in UV spektroskopi yontemi
kullanilmistir. Nile Red yiiklii PEG-PLGA ¢o6zeltileri asetonda seri seyreltme yontemi
kullanilarak hazirlanmigtir. Her bir siseye 250 uL aseton i¢inde ¢oziinmiis PEG-PLGA
polimeri ve sonra 100 pL Nile Red ¢ozeltisi eklendikten sonra 1,5 mL saf su eklendi.
Aseton tamamen buharlastirildiktan sonra ultra saf su i¢inde molariteleri 1,6 x 10! M ve
1,6 x 10* M arasinda degisen 10 numune elde edilmistir. Deney 3 tekrarla yapilmustir.
Absorbans 6l¢iimleri, spektrofotometre ile 532 nm uyarma dalga boyunda kaydedilmistir.

Grafik 3 tekrarin absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak ¢izilmistir.

3.5 PEG-PLGA Enkapsiilasyon Verimi

PEG-PLGA nanopargaciinin enkapsiilasyon verimliliginin tespit edilmesi i¢in Oil red
O, Kombrestatin A4 ve Dosetaksel kullanilmigtir. Enkapsiilasyon verimliligi UV- Vis

spektroskopisi ile belirlenmistir.

3.5.1 Oil red O’ nun Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Yiikleme degerlendirmesi i¢in ilk olarak Oil red O’nun farkli konsantrasyonlarda (0,005,
0,0125, 0,0250, 0,05, 0,125, 0,25, 0,5 mg/mL) c¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan
cozeltilerin absorbans degerleri UV-Vis Spektrofotometre cihazinda 515 nm de 6l¢iilerek
standart kalibrasyon egrisi elde edildi. Gerekli hesaplamalarin yapilabilmesi i¢in standart

kalibrasyon egrisi grafiginin denklemi kullanilmistir.

3.5.2 PEG-PLGA nanoparcaciklarina Oil red O Yiikleme Calismalari

Yiikleme kapasitesinin degerlendirilebilmesi i¢in PEG-PLGA polimerinin igerisine (2
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mg/0, 5 mL) 0,10 mg, 0,20 mg, 0,25 mg, 0,30 mg, 0,35 mg, 0,40 mg Oil red O emiilsiyon
¢Oziici buharlastirma yontemi kullanilarak yiiklenmistir. Coziici tamamen
buharlastirildiktan sonra absorbans degerlerinin 6l¢iilmesi i¢in ¢ozeltiler filtre edilmistir.
UV- Vis Spektrofotometre dlgiimiinde blank olarak saf su kullanilmis ve ¢ozeltilerilerin
absorbans degeri 515 nm de Olg¢lilmiistiir. Yiikleme ¢alismalarinda ¢6ziicii miktarlar
degistirilerek ¢oziiciiniin yiikleme kapasitesine etkisine bakilmistir. Orneklerin icerigi

Cizelge 3.3 ve 3.4 de gosterilmistir.

Cizelge 3.3 1 mL aseton kullanilarak hazirlanan 6rneklere ait bilgiler

PEG-PLGA Oil red O Saf su miktan

Konsantrasyonu Konsantrasyonu (mL)

(mg/pL) (mg/pL)

2 mg/ 500 pL aseton 0,10 mg/ 500 pL 3 mL
aseton

2 mg/ 500 pL aseton 0,20 mg/ 500 pL 3 mL
aseton

2 mg/ 500 pL aseton 0,25 mg/ 500 pL 3 mL
aseton

2 mg/ 500 pL aseton 0,30 mg/ 500 pL 3 mL
aseton

2 mg/ 500 pL aseton 0,35 mg/ 500 pL 3 mL
aseton

2 mg/ 500 pL aseton 0,40 mg/ 500 pL 3 mL

aseton

Cizelge 3.4 0.5 mL aseton kullanilarak hazirlanan 6rneklere ait bilgiler

PEG-PLGA
Konsantrasyonu

(mg/pL)

QOil red O

Konsantrasyonu

(mg/pL)

Saf su miktari
(mL)

2 mg/ 250 pL aseton
2 mg/ 250 pL aseton
2 mg/ 250 pL aseton
2 mg/ 250 pL aseton
2 mg/ 250 pL aseton

2 mg/ 250 pL aseton

0,10 mg/ 250 uL
aseton
0,20 mg/ 250 uL
aseton
0,25 mg/ 250 uL
aseton
0,30 mg/ 250 uL.
aseton
0,35 mg/ 250 uL
aseton
0,40 mg/ 250 uL.
aseton

3mL

3mL

3mL

3mL

3mL

3mL
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3.5.3 Enkapsiilasyon Veriminin Hesaplanmasi

Kapsiillenme veriminin hesaplanmasi i¢in asagida 3.1 denkleminde verilen esitlik
kullanilmistir (Bomb vd. 2020). PEG-PLGA nanoparg¢aciklarinin igerisine yiiklenen

oranlar kalibrasyon egrisi grafiginin denkleminden elde edilmistir.

Enkapsiile Olmus Madde Miktar1
Toplam Madde Miktari

Enkapsiilasyon Verimi = x 100 (3.1

3.5.4 Kombrestatin A4 Kapsiilleme Veriminin Belirlenmesi

Kalibrasyon egrisinin  hazirlanmast icin 0,03 mg/mL ile 0,0004 mg/mL
konsantasrayonlar1 arasinda Kombrestatin A4 c¢ozeltileri hazirlanmis ve Uv-Vis
Spektrofotometre ile absorbans degerleri Ol¢lilmiistiir. Kombrestatin A4’{in absorbans
degeri 259,7 nm de olgiilmiistiir. Santrifiij ile dibe ¢oktiiriilen yiiklenmeyen Kombrestatin
A4 2 mL Dimetil Siilfoksit (DMSO) de ¢oziildii ve kalibrasyon grafiginden yiiklenmeyen
ilag tespiti yapilarak yiiklenen toplam ila¢ miktarina ulasildi.

3.5.5 Dosetaksel Kapsiilleme Veriminin Belirlenmesi

Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi i¢in 0,08 mg/mL ile 0,005 mg/mL konsantasrayonlari
arasinda Dosetaksel c¢ozeltileri hazirlanmig ve UV-Vis Spektrofotometre ile absorbans
degerleri Olciilmiistiir. Dosetaksel maddesinin absorbans degerleri DMSO igerisinde
273,5 nm de Olglilmiistiir. Santrifiij ile dibe ¢oktiiriilen yliklenmeyen Dosetaksel 2 mL
DMSO da ¢oziildii ve kalibrasyon grafiginden yliklenmeyen ilag tespiti yapilarak

yiiklenen toplam ila¢ miktarina ulasilmistir.

3.6 Oil red O Salim Calhismalari

3.6.1 pH: 5,5 Asetat Tampon Cozeltisi Hazirlanmasi

1 litrelik 0,1 M pH: 5,5 Asetat tampon ¢ozeltisi hazirlanmasi i¢in 12,054 mg sodyum
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asetat trihidrat yaklagik 800 mL saf su icerisinde manyetik karistirici yardimiyla
¢ozdiriilmiistiir. Cozelti lizerine 70 mL asetik asit ¢ozeltisi pH kontrol edilerek yavag

yavas eklenmis ve pH: 5,5 olduktan sonra ¢ozelti saf suyla 1 L ye tamamlanmistir.

Resim 3.1 Asetat Tampon ¢ozeltisi hazirlanmast.
3.6.2 Oil red O Salim Deneyi

Salim ¢aligmalar1 i¢in Oil red O kullanilmistir. 12 mg PEG-PLGA polimeri 1,5 mL
asetonda vorteks yardimiyla ¢ozdiiriilerek stok polimer ¢ozeltisi elde edildi. Oil red O
stok ¢ozeltisi i¢in 1,2 mg Oil red O 1,5 mL aseton igerisinde ¢oziildi. Viallere 250 puL.
polimer ¢ozeltisi eklendi (Sekil 3.2). Polimer ¢6zeltisi tizerine 0,250 pL aseton igerisinde
¢Ozdiriilmiis Oil red O ¢ozeltileri eklendi (Sekil 3.3). 1, 2 ve 3 numarali ¢ozeltilere PBS
(pH=7,4) ilave edildi. 4,5 ve 6 numaral1 6rneklere ise Asetat Tamponu (pH=5,5) ilave
edildi. Cozeltiler bir gece boyunca orbital karistirict diizeneginde birakilarak asetonun
ugmast saglandi. Ertesi giin ¢ozeltilerin UV- Vis spektorofotometre ile 515 nm de
absorbans degerleri 6l¢iildii ve 37" C de inkiibe edildi. 0, 24, 48 ve 96. saatlerde absorbans

degerleri tespit edilmistir. Yiizde salim 3 6rnegin ortalamalarini alinarak hesaplanmistir.
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Resim 3.3 Oil red O salim deneyi drneklerinin hazirlanmasi ikinci agama.

Resim 3.4 Oil red O salim deneyi hazirlanmas tigiincii asama.

3.7 PEG-PLGA nanoparc¢aciklarin TEM gériintiilerinin elde edilmesi

PEG-PLGA nanoparcaciklarin  morfolojik  6zelliklerinin ~ belirlenebilmesi  i¢in
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullanilmistir. Hazirlanan nanoparcaciklar
santrifiijlenerek siipernatant ayrilmistir. Ornekler 100 pL MiliQ su igerisinde siispanse

edilmistir. Siispanse edilen 6rnek karbon kapli grid iizerine damlatilmig ve %2’ lik uranil
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asetatla 20 saniye kadar bekletilmis ve boyanmasi saglanmistir. Su yardimiyla boyanin
fazlas1 uzaklastirilmis ve nanopargaciklar 24 saat boyunca kurutulmustur. Kuruyan

nanoparcaciklar TEM ile incelenmistir.

3.8 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.8.1 Hiicre Ekilmesi

Hiicre kiiltiirii calismalarinda MCF-7 meme kanseri hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler
%10’luk fetal bovin serumu (FBS) ve % 1 streptomisin igerikli RPMI medyumunda
kiiltiirlenmistir. Kiiltiirlenen hiicreler, %5 lik CO. ile 37° C'de inkiibe edilmistir.
Sitotoksisite deneyleri i¢in hiicreler, 96 oyuklu plakalara oyuk basma 5000 hiicre
konsantrasyonu gelecek bicimde 100 pL ekilmis ve plakalar 24 saat boyunca %5 lik CO>
ile 37° C'de inkiibe edilmistir.

3.8.2 ila¢ Cozeltilerinin Hazirlanmasi

3.8.2.1 Kombrestatin A4’iin Hazirlanmasi

0,15 mg Kombrestatin A4 500 uL DMSO da ¢ozdiiriilerek konsantrasyonu 10~ M olan
ilag stogu hazirlanmistir. 10 M stok ¢dzeltisinden 100 pL alinarak 900 uL. RPMI besi
yeri ile tamamlanmis ve seri seyreltme ile 10% M ile 10'> M arasinda ilag

konsantrasyonlar1 hazirlanmistir.

3.8.2.2 Dosetakselin Hazirlanmasi

0,40 mg Dosetaksel 500 uL. DMSO da ¢ozdiiriilerek konsantrasyonu 10 M olan ilag
stogu hazirlanmustir. 10 M stok ¢ozeltisinden 100 pL almarak 900 pL RPMI besi yeri
ile tamamlanmis ve seri seyreltme ile 10“# M ile 107! M arasinda ilag¢ konsantrasyonlari

hazirlanmstir.
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3.8.2.3 Kombrestatin A4 ve Dosetakselin Hazirlanmasi

0,40 mg Dosetaksel ve 0,15 mg Kombrestatin A4 500 pL. DMSO da c¢ozdiiriilerek
konsantrasyonu 10 M olan ilag stogu hazirlanmistir. 10> M stok ¢ozeltisinden 100 uL
alinarak 900 pL RPMI besi yeri ile tamamlanmis ve seri seyreltme ile 104 M ile 1012 M

arasinda ila¢ konsantrasyonlar1 hazirlanmistir.

3.8.3 ilac Yiiklii Nanoparcaciklarin Hazirlanmasi
3.8.3.1 Kombrestatin A4 Yiiklii PEG-PLGA Nanoparc¢aciklarin Elde Edilmesi

Kombrestatin A4 yiiklii PEG-PLGA nanopargaciklar emiilsiyon ¢dziicii buharlastirma
yontemi kullanilarak hazirlandi. 2 mg PEG-PLGA polimerine 0,15 mg Kombrestatin A4
eklendi ve 500 pL asetonda ¢oziildi. Cozelti iizerine 500 pL saf su ilave edildi ve
emiilsiyon olusturuldu. Emiilsiyon bir gece boyunca orbital karistiricida bekletilerek

asetonun u¢masi saglandi.

Kombrestatin A4 yiiklii nanoparcaciklar kullanilmadan 6nce 6000 rpm de santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 yiikklenmeyen ila¢ miktarinin tespit edilmesi i¢in ependorf 3 kez saf su

ile yikand1 ve saf su ile tekrar santrifiij edildi.

3.8.3.2 Dosetaksel Yiiklii Nanoparcaciklarin Elde Edilmesi

Dosetaksel yiiklii PEG-PLGA nanopargaciklar emiilsiyon ¢6ziicii buharlastirma yontemi
kullanilarak hazirlandi. 2 mg PEG-PLGA polimerine 0,40 mg Dosetaksel eklendi. Cozelti
tizerine 500 pL aseton eklenerek ¢oziildii ve 500 uL saf su ilave edilerek emiilsiyon
olusturuldu. Emiilsiyon bir gece boyunca orbital karistiricida bekletilerek asetonun

ucmast saglandi.
Dosetaksel yiiklii nanopargaciklar kullanilmadan 6nce 6000 rpm de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrast yliklenmeyen ila¢ miktarinin tespit edilmesi i¢in ependorf 3 kez saf su

ile yikand1 ve saf su ile tekrar santrifiij edildi.
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3.8.3.3 Kombrestatin A4 ve Dosetaksel Yiiklii Nanoparcaciklarin Elde Edilmesi

Kombrestatin A4 ve Dosetaksel yiikli PEG-PLGA nanopargaciklari emiilsiyon ¢oziicli
buharlastirma yontemi ile hazirlanmistir. 4 mg PEG-PLGA, 0,15 mg Kombrestatin A4 ve
0,40 mg Dosetaksel 500 pL aseton ile ¢ozdiiriilmiis ve iizerine 500 pL saf su eklenerek
emiilsiyon olusturulmustur. Emiilsiyon bir gece boyunca orbital karistiricida bekletilerek

asetonun u¢masi saglandi.

Kombrestatin A4 ve Dosetaksel yiiklii nanoparcaciklar kullanilmadan 6nce 6000 rpm de
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi yiiklenmeyen ila¢ miktarinin tespit edilmesi icin

ependorf 3 kez saf su ile yikand1 ve saf su ile tekrar santrifiij edildi.

3.8.4 ila¢ Uygulanmasi

Tetrazolyum tuzlarinin formazana doniismesi ile canlilik aktivitesi Ol¢iilebilen 3-4,5-
dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi i¢cin 24 saat inkiibe edilen
MCF-7 hiicrelerine ila¢ uygulamas1 yapildi. Dosetaksel, Kombrestatin A4, Kombrestatin
A4 ve Dosetaksel kombinasyonu, Dosetaksel yiiklii nanoparcacik, Kombrestatin A4
yiiklii nanoparcacik, Kombrestatin A4 ve Dosetaksel yiiklii nanoparcaciklarin ECso
degerlerinin belirlenebilmesi i¢in hiicrelere 10 ile 1012 M arasinda ila¢ konsantrasyonu

uygulandi. Hiicreler 48 saat boyunca %5 lik CO» ile 37° C'de inkiibe edildi.

3.8.5 MTT Analizi

[laglarin 48 saat inkiibasyonundan sonra oyuk basina 10 uL MTT (Smg/mL PBS)
cozeltisi eklendi. Plaka %5 lik CO2 ile 37° C'de 4 saat inkiibe edildi. Daha sonra medyum
aspire edilerek her bir kuyucuga 100 uLL. DMSO ilave edildi ve 15 dakika daha inkiibe
edildi. Her bir kuyucugun absorbansi ELISA okuyucu ile 570 nm de okundu ve ECso
degerleri Graphpad prism programi kullanilarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1 PEG-PLGA Nanoparcaciklarin Kritik Misel Konsantrasyon Degerinin

Saptanmasina Ait Bulgular

Cizelge 4.1 KMK belirlenebilmesi i¢in kullanilan 6rneklerin konsantrasyonu ve absorbans

degerleri
Konsantrasyon 1. Serinin 2. Serinin 3. Serinin
Absorbans Absorbans Absorbans
mg/MI Degerleri Degerleri Degerleri
0,000166 0,042 0,041 0,016
0,000833 0,055 0,048 0,019
0,000333 0,056 0,048 0,028
0,001660 0,056 0,048 0,031
0,008330 0,063 0,058 0,032
0,003330 0,063 0,058 0,039
0,016600 0,081 0,074 0,061
0,033300 0,090 0,090 0,070
0,083300 0,091 0,100 0,084
0,166000 0,148 0,156 0,130

Kritik misel konsantrasyonunun belirlenebilmesi i¢in UV-Vis Spektrofotometre yontemi
kullanilmistir. Deney 3 tekrarla gerceklestirilmistir. Artan polimer konsantrasyonuyla
birlikte Nile Red absorbans degerleri de artmigtir. Resim 4.2 de goriildiigii gibi 1’den 10’a
dogru polimer konsantrasyonu giderek azalmaktadir. Bu durum Nile Red absorbansini

degistirir ve gozle goriiliir bigimde misel olustugunda pembe renk gbzlemlenir.

42



|
\KU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU A

AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU AKU |

Resim 4.1 Ascton buharlastiktan sonra KMK analiz 6rnekleri.

Kritik Misel Konsantrasyonu

0,18

KMK=0.0126 M
0,16

y=0,0298In(x) + 0,1851 { 0,14
0,12

0,1

0,08
y =0,0044In(x) + 0,0741

Absorbans

0,06
0,04

0,02

0,0001 0,001 0,01 0,1 1
Molarite

Sekil 4.1 PEG-PLGA polimerinin Kritik Misel Konsantrasyonu.

Konsantrasyonlar ve elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak KMK grafigi
elde edilmistir. Sekil 4.1 de KMK grafigi yer almaktadir KMK noktas1 ok isareti ile
gosterilmigtir. Elde edilen Kritik Misel konsantrasyonu grafigindeki denklemlerden
faydalanarak KMK degeri 0,0126 M olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu KMK
degerinin iizerindeyken yani PEG-PLGA konsantrasyonu 0,0126 M degerinin iizerinde

oldugunda polimerik miseller olusmaya baslamaktadir.
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4.2 PEG-PLGA Nanoparcaciklarin Yiikleme Kapasitesinin Degerlendirilmesine
Ait Bulgular

4.2.1 Oil red O Kapsiilleme Verimi

PEG-PLGA nanopargaciklarina Oil red O yliklenerek yiikleme kapasitesi testleri
yapilmistir. Oil red O farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak absorbans degerleri
Olciilmiis ve kalibrasyon egrisi grafigi elde edilmistir. Grafik Sekil 4.2 de verilmistir. Elde
edilen grafik denklemi kullanilarak Olgiilen absorbans degerleri yerine koyulmus

yiiklenen konsantrasyon oranlari tespit edilmistir.

Oil red O
y =2156,4x - 0,0026
3,000 R? =0,9995

2,500
2,000

1,500

Absorbans

1,000
0,500

0,000
0,0000000 0,0005000 0,0010000 0,0015000

Konsantrasyon mg/mL
Sekil 4.2 Oil red O’ya ait kalibrasyon egrisi.
Enkapsitilasyon verimi hesaplanirken ¢6zelti miktar1 degistirilmis ve yilikleme oranina
etkisi arastirilmistir. Cozeltilerin absorbans degerleri 6lgiilmeden 6nce ¢ozeltiler filtreden

gecirilmis ve yiiklenmeyen Oil red O’larin ¢6zeltiden ayrilmasi saglanmastir.

Cizelge 4.2 1 mL aseton kullanilarak hazirlanan 6rneklerin kapsiilleme verimi

Polimer Oil red O Konsantrasyon Yiiklenen Kapsiilleme
Konsantrasyonu Konsantrasyonu Oilred O Verimi
(mg/ pL) (mg/ pL) miktari

2 mg/ 500 uL 0,10 mg/ 500 uL  0,0612 0,0204 mg %204

2 mg/ 500 pL 0,20 mg/ 500 uL  0,1365 0,0455 mg  %22,75

2 mg/ 500 uL 0,25 mg/ 500 uL  0,1707 0,0569 mg  %?22,76
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Cizelge 4.2 (Devam) 1 mL aseton kullanilarak hazirlanan 6rneklerin kapsiilleme verimi

Polimer Oil red O Konsantrasyon Yiiklenen Kapsiilleme
Konsantrasyonu Konsantrasyonu Oilred O Verimi
(mg/ pL) (mg/ pL) miktari

2 mg/ 500 uL 0,30 mg/ 500 uL  0,1740 0,058 mg  %19,33

2 mg/ 500 uL 0,35 mg/ 500 uL  0,2310 0,077mg %22

2 mg/ 500 uL 0,40 mg/ 500 uL  0,3158 0,1052 mg  %26,3

Resim 4.2 ile Resim 4.3°deki orneklerde toplam aseton miktar1 1 mL'dir. Toplam aseton
miktarinin 1 mL oldugu durumda kapsiilleme verimi 9%9,85 ile %17,2 arasinda

degismektedir.

Resim 4.3 1 mL aseton igeren ¢ozeltiler filtre edildikten sonra.

Resim 4.4 ile Resim 4.5°deki orneklerde toplam aseton miktar1 500 pL'dir. Aseton
miktarinin azaltilip 0,5 mL oldugu durumda ise kapsiilleme verimi %19,33 ile %26,3

arasinda degismektedir.
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Cizelge 4.3: 0,5 mL aseton kullanilarak hazirlanan 6rneklerin kapsiilleme verimi

Polimer Oil red O Konsantrasyon Yiiklenen Kapsiilleme

Konsantrasyonu Konsantrasyonu Oilred O Verimi

(mg/ pL) (mg/ pL) miktari

2 mg/ 500pL 0,10 mg/ 500 uL.  0,0558 0,0172 %17,2
mg

2 mg/ 500uL 0,20 mg/ 500 uL  0,0592 0,0197 %9,85
mg

2 mg/ 500 uL 0,25 mg/ 500 uL.  0,0889 0,0296 %11,84
mg

2 mg/ 500 uL 0,30 mg/ 500 uL.  0,1361 0,0453 %14,43
mg

2 mg/ 500 uL 0,35 mg/ 500 pL.  0,1484 0,0494 %14,11
mg

2 mg/ 500 uL 0,40 mg/ 500 uL  0,1620 0,054 %13,5
mg

Resim 4.5 500 pL aseton igeren ¢ozeltiler filtre edildikten sonra.
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4.2.2 Kombrestatin A4 yiiklii PEG-PLGA Nanoparcaciklarin Kapsiilleme Verimi

Yiiklenen ilag miktariin tespiti icin Kombrestatin A4 ilacina ait kalibrasyon grafigi
hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisi grafigi Sekil 4.3 de verilmistir. Absorbans degeri
oOlgiilerek grafik denkleminden yiiklenmeyen miktar tespit edilmistir. Yiiklenmeyen ilag
miktar1 0,012 mg’dir. 0,15 mg ilacin 0,138 mg’1 yiliklenmistir. Kombrestatin A4’iin PEG-
PLGA igerisine %92 verimle yiiklendigi tespit edilmistir.

Kombretastatin A4 R?=0,9995
1,000 y =30,495x + 0,0077
0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100

0,000
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035

Konsantrasyon mg/mL

Absorbans

Sekil 4.3 Kombrestatin A4 ilacina ait kalibrasyon egrisi.
4.2.3 Dosetaksel yiiklii PEG-PLGA Nanoparcaciklarin Kapsiilleme Verimi

Yiiklenen ilag miktarinin tespiti i¢in Dosetaksel ilacina ait kalibrasyon egrisi
hazirlanmigtir. Grafik Sekil 4.4 de gosterilmistir. Yiiklenmeyen ilag 2 mL DMSO da
¢ozdiirlilmiis, absorbans degeri dlciilerek grafik denkleminden yiiklenmeyen miktar tespit
edilmigtir. Yiiklenmeyen ila¢ miktar1 0,22 mg’dir. 0,40 mg ilacin 0,18 mg’1 yliklenmistir.
Dosetaksel’ in PEG-PLGA igerisine %45 verimle yiiklendigi tespit edilmistir.
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y =1,6815x - 0,0051
Dosetaksel R? = 0,9998
0,140

0,120
0,100
0,080

0,060

Absroabans

0,040
0,020

0,000
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.4 Dosetaksele ait kalibrasyon egrisi.

4.2.4 Kombrestatin A4 ve Dosetaksel yiiklii Nanoparcaciklarin Kapsiilleme Verimi

Kombrestatin A4 ilacina ait kalibrasyon egrisi grafiginden yiiklenmeyen ilag miktar
tespit edilerek kapsiilleme verimi hesaplanmistir. Yiiklenmeyen Kombrestatin A4
miktarmin 0,022 mg oldugu tespit edilmistir. Yiiklenen Kombrestatin A4 miktar1 0,128

mg’dir. KombrestatinA4 enkapsiilasyon verimi %85,3 olarak hesaplanmaistir.

Yiiklenen Dosetaksel miktarinin tespit edilmesi i¢in Dosetaksel ilacina ait kalibrasyon
egrisi grafigi kullanilmistir. Yiklenen Dosetaksel miktarinin 0,13 oldugu tespit

edilmistir. Dosetaksel enkapsiilasyon veriminin %32,5 oldugu hesaplanmaistir.

4.3 Oil red O ile Salm calismasina ait Bulgular

Salim ¢aligmalar1 yapilirken polimer igerisine 0,20 mg Oil red O yiiklenmistir. Resim 4.6
daki 1, 2 ve 3 numarali 6rnekler PBS pH=7,4 ortaminda 37 C de inkiibe edilmistir. Resim
4.7 de ki 4, 5 ve 6 drnekleri ise asetat tampon ¢ozeltisinde pH=5,5 ortaminda 37 C de
inkiibe edilmistir.

Cozeltiler 96 saat boyunca 37 C de inkiibe edilmistir. 24, 48, 72 ve 96. Saatlerde

absorbans degerleri dl¢tilerek salim profili tespit edilmistir.
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Resim 4.6 pH=7.4 olan 1, 2 ve 3 numarali drnekler inkiibe edilmeden 6nce, 120 saat 37° C

inkiibe edildikten sonra.

Resim 4.7 pH= 5,5 olan 4, 5 ve 6 numarali 6rnekler inkiibe edilmeden 6nce, 120 saat 37° C

inkiibe edildikten sonra.

110,00
100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

Oil red O Salim (%)

—e—pH=7,4
——pH=5,5

0,00
0,00 20,00

Sekil 4.5 Oil red O salim grafigi.

40,00 60,00
Sure (saat)
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4.4 PEG-PLGA Nanoparcaciklara ait TEM goriintiisii

PEG-PLGA nanoparcaciklarin TEM analizine goére boyutlarinin ortalama 7-10 nm
civarinda oldugu tespit edilmistir. PEG-PLGA nanopargaciklarina ait TEM goriintiisii

Resim 4.8, Resim 4.9 ve Resim 4.10 da gosterilmistir.

Resim 4.9 Kombrestatin A4 yiiklii PEG-PLGA nanopargaciklarina ait TEM goriintiisii.
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Resim 4.10 Kombrestatin A4 + Dosetaksel yiiklii PEG-PLGA nanopargaciklarina ait TEM

goruntisu.

4.5 Sitotoksisite Calismalarina ait Bulgular

Kombrestatin A4 ve Kombrestatin A4 yiiklii nanopargacik, Dosetaksel ve Dosetaksel
yiiklii nanoparcacik, Kombrestatin A4 + Dosetaksel ve Kombrestatin A4 + Dosetaksel
yiiklii nanopargaciklarin ECsp degerinin ve sitotoksisitelerinin belirlenebilmesi i¢cin 96
kuyucuklu plakalara 3 tekrarli olacak sekilde hiicreler ekilmis ve MTT testi yapilmistir.

Cizelge 4.4 de sitotoksisite yapilan gruplar gosterilmistir.

Cizelge 4.4 Sitotoksisite testi yapilan deney gruplari

Gruplar Tlac¢ Konsantrasyonlari
Grup 1 0,15 mg Kombrestatin A4
Grup 2 0,15 mg Kombrestatin A4 yiiklii nanoparcacik
Grup 3 0,40 mg Dosetaksel
Grup 4 0,40 mg Dosetaksel yiiklii nanoparcacik
Grup 5 0,15 mg Kombrestatin ve 0,40 mg Dosetaksel
Grup 6 0,15 mg Kombrestatin ve 0,40 mg Dosetaksel ytiklii

nanoparcacik
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Kombrestatin A4 (Grup 1) ve Kombrestatin A4 yiiklii nanopargaciga (Grup 2) ait

sitotoksisite sonuglart Sekil 4.6 da gosterilmistir.

200+
-e- Kombrestatin A4

X 1504 .
== Kombrestatin A4
2 1004 yiikli Nanoparcacik
=
1]
O 50 ¥
e
(%)
:= 0 T L] T 1 ! 1
= -12 -10 -8 -6 -4 -2

-50- logqg ilag Konsantrasyonu (Mol/L)

Sekil 4.6 Kombrestatin A4 (Grup 1) ve Kombrestatin A4 yiiklii nanopargacik (Grup 2) grubuna
ait sitotoksisite sonuglari.

Sitotoksisite sonuglari Graphpad prism programi ile degerlendirilmistir. Kombrestatin A4
(Grup 1) ilacinm ECso degeri = 1,267 x 108 M ve Kombrestatin A4 yiiklii nanopargacigin
(Grup 2) ECsp degeri = 1,830 x 10 M olarak bulunmustur. ECso degerinin kii¢iikliigii
toksisitenin biiyiikliiglinii ifade etmektedir. Kombrestatin A4 yiiklii nanopargacik
grubuna ait ECso degeri, Kombrestatin A4 ilacinin ECso degerinden daha diisiiktiir, bu
durum Kombrestatin A4 yiikli nanoparcacik grubunun daha toksik oldugunu ifade

etmektedir.

Dosetaksel (Grup 3) ve Dosetaksel yiiklii nanopargacik gruplarina (Grup 4) ait

sitotoksisite sonuglart Sekil 4.7 de gosterilmistir.

1504
g 100- i -e- Dosetaksel
B G Dosetaksel yuklu
% 3 Nanopargacik
© 50
(&
-
S 0 T * 1
T

-12 -10 -8 -6 -4 -2
logqo ilag Konsantrasyonu (Mol/L)

&
)

Sekil 4.7 Dosetaksel (Grup 3) ve Dosetaksel yiiklii nanoparcacik gruplarima (Grup 4) ait
sitotoksisite sonuglari.
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Sitotoksisite sonuglar1 Graphpad prism programi ile degerlendirilmistir. Dosetaksel
(Grup 3) ilacinin ECso degeri = 9,112 x 10 ve Dosetaksel yiiklii nanoparcacik gruplarina
(Grup 4) ECso degeri = 4,321 x 10 M olarak bulunmustur.

Kombrestatin A4 + Dosetaksel (Grup 5) ve Kombrestatin A4 + Dosetaksel yiiklii

nanoparcacik gruplarma (Grup 6) ait sitotoksisite sonuglar1 Sekil 4.8 de gosterilmistir.

2001
s 150 -o- Kombrestatin + Dosetaksel
D
] 100 Kombrestatin + Dosetaksel
] T yikli Nanopargacik
O
e
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Sekil 4.8 Kombrestatin A4 + Dosetaksel (Grup 5) ve Kombrestatin A4 + Dosetaksel yiiklii
nanoparcacik gruplarina (Grup 6) ait sitotoksisite sonuglari.

Sitotoksisite sonuglar1 Graphpad prism programi ile degerlendirilmistir. Kombrestatin A4
+ Dosetaksel’in (Grup 5) ECso degeri = 1,278 x 107 M ve Kombrestatin A4 + Dosetaksel
yiiklii nanoparcacik gruplarina (Grup 6) ECso degeri = 1,866 x 10® M olarak bulunmustur.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasi kapsaminda, klinikte kanser tedavisinde kullanilan Kombrestatin A4 ve
Dosetaksel ilaglarinin PEG-PLGA polimerik nanoparcaciklarina yiiklenmesi, PEG-
PLGA ’nin ikili tedavi i¢in uygunlugunun in vitro testlerle tespit edilmesi amaglanmaistir.
Bu amacla PEG-PLGA polimerik nanoparcaciklar tiretilmis, ¢esitli hidrofobik boya
molekiilleri ve hidrofobik ilaglar kullanilarak KMK, salim profili, enkapsiilasyon verimi

ve sitotoksisite gibi testlerle degerlendirilmistir.

PEG-PLGA polimerik nanoparcaciklart TEM ile goriintiilenmis ve ortalama 7-10 nm
boyutlarinda diizgiin kiiresel bir sekle ve boyuta sahip olduklar tespit edilmistir.

Kritik misel konsantrasyonu, amfifilik kopolimerin misel olusturma potansiyelini gosterir
ve ila¢ tasima sistemleri i¢in dnemli bir parametredir (Gref vd. 1994). Literatiire gore
kritik misel konsantrasyonu osmotik basing, molar iletkenlik, yiizey gerilimi degisimi
gibi parametrelerle 6l¢iilebilir (Tan vd. 2010). Bunun yani sira organik boyalarin emisyon
ve absorbsiyonlarindaki degisimlerle de KMK o6lciilebilmektedir (Elsey vd. 2007). Bu
kapsamda, KMK o6l¢iilmesi i¢cin Nile Red floresan boyasi kullanilmistir. Nile Red floresan
probu polar ortamdayken herhangi bir renk vermezken polar olmayan ortama gegis
yaptiginda spektrum iizerinde kayma yaparak renk vermeye baslamaktadir. Polimerik
misel olustugunda Nile Red misel yapisinin hidrofobik ¢ekirdek kismina hapsolur. Bu da
misel olmayan ve Nile Red boyasinin ¢6ziindiigii diger ¢ozeltilere gore daha farkli renkte
goriinmesine ya da farkli bir deyisle farkli bir dalga boyunda emisyon ve absorbsiyon
yapmasina neden olur. Nano yap1 igerisine yiiklii Nile Red’in emisyon ve absorbsiyon
degerleri belirli bir polimer konsantrasyonundan sonra hizl bir sekilde artmaktadir. Hem
dalga boyundaki kayma hem de polimer konsantrasyonuna bagli absorbsiyondaki hizli
artisin analizi ile KMK’nin belirlenebilecegi literatiirde gdsterilmistir (Tajalli vd. 2008).
Bu tez kapsaminda, UV- Vis Spektrofotometre kullanilarak 532 nm de Nile Red
absorbasiyonunun PEG-PLGA amfifilik blok-ko-polimerinin konsantrasyonuna bagl
degisimi kullanilarak Basu Ray ve arkadaslarinin kullandigr yontemle KMK
belirlenmistir (Basu Ray vd. 2006). Elde edilen sonuglardan KMK grafigi olusturulmus
ve grafikten PEG-PLGA polimerik nanoparg¢aciklar icin KMK degeri= 0,0126 M olarak
tespit edilmistir.
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PEG-PLGA polimerinin kapsiilleme verimliligi Oil red O, Kombrestatin A4, Dosetaksel
yiiklenerek tespit edilmistir. Oil red O PEG-PLGA polimerik nanopargaciklarin igerisine
farkli miktarlarda yiiklenmis ve kapsiilleme verimi arastirilmistir. Coziicli miktarinin ve
Oil red O miktariin degisimi gibi degiskenlerin enkapsiilasyon verimini degistirdigi
tespit edilmistir. En yiiksek kapsiilleme veriminin toplam ¢6ziicii miktar1 500 pL ve Oil
red O miktar1 0,40 mg iken oldugu tespit edilmistir. Oil red O kapsiilleme verimi en az

%9,85 ve en ¢ok %26,3 tiir.

PEG-PLGA polimerik nanopargaciklarin igerisine Dosetaksel yliklenmis ve kapsiilleme
verimi hesaplanmistir. Coziindiiriilmiis PEG-PLGA ortamimna 0,40 mg Dosetaksel
koyuldugunda ilacin 0,18 mg’in1 nanoparcacik igerisine aldigi tespit edilmistir.
Dosetaksel i¢cin PEG-PLGA kapsiilleme verimi %45°dir. 2013 yilinda Wang ve
arkadaslar1 PEG-PLGA igerisine Dosetaksel yiiklemis ve enkapsiilasyon verimini %53,4
olarak tespit etmislerdir (Wang ve digerleri, 2013). 2017 yilinda Rafiei ve Haddadi’nin
yaptig1 calismada ise PEG-PLGA igerisine yiiklenen Dosetaksel kapsiilleme veriminin
%59,30 oldugu gosterilmistir (Rafiei ve Haddadi, 2017). Literatiirle kiyaslama
yapildiginda Dosetaksel kapsiillenme veriminin literatiir ile benzerlik gdsterdigi tespit

edilmistir.

Kombrestatin A4 kapsiilleme verimi UV-Vis spektrofometre yontemi kullanilarak kalan
ilag ¢ozeltisinden hesaplanmistir. 0,15 mg Kombrestatin A4’ iin 0,138 mg’nin PEG-
PLGA igerisine yliklendigi tespit edilmistir. Enkapsiilasyon verimi hesaplandiginda %92

verimle yiiklendigi goriilmiistiir.

Kanser mikro ¢evresi asidik pH gosterir ve nanopargaciklarin asidik ortamda daha hizli
parcalanmalar1 ve salim gostermeleri istenen bir durumdur. PEG-PLGA salim
calismalarinda Oil red O kullanilmistir. Ornekler PBS (pH=7,4) ve asetat tampon
(pH=5,5) ¢ozeltilerinde 37° C de inkiibe edilmistir. PBS tamponda hazirlanan 6rnekler
ilk 24 saatte %S5 lik bir salim gostermistir. 96. saate geldiginde PEG-PLGA Oil red O’nun
%356’s1m1 salmistir. pH=5,5 asetat tamponu igindeki 6rnekler ilk 24 saat icinde Oil red
O’nun %26,58’ini salmislardir. 96 saat i¢erisinde Oil red O %95 oraninda salinmistir. Her

iki ortamda da salim olmastyla birlikte asidik ortamdaki salim daha hizli olmustur. Goézle
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goriiliir bir bicimde asidik ortamda bulunan 6rneklerin renkleri nétr ortama gore daha agik
renkte goriilmektedir. PEG-PLGA enzimatik salim ¢alismalar1 incelendiginde Babos ve
arkadaslarinin (2018) yaptig1 ¢alismada PEG-PLGA polimerik nanoparcaciklarinin
igerisine Sorafenib and Doksorubisin yiikleyerek PEG-PLGA’nin pH=5,5 da ki salim
profilini incelemislerdir (Babos, Bird, Meiczinger ve Feczkod, 2018). Calismada her iki
ilacin da asidik ortamda 150 saat igerisinde tamamen salindig1 rapor edilmistir. Nahar ve
Jain’in (2009) yaptig1 calismada PEG-PLGA polimerik nanopargaciklarinin igerisine
amfoterisin B ilacin1 yliklemis ve PBS ile asetat tampon ¢ozeltilerinde salim profilleri
incelenmistir (Nahar ve Jain, 2009). Her iki tamponda da salim yapmakla birlikte asidik
ortamda %91,7 oraninda salim yaptig1 ve asidik ortamda daha hizli salindig1 belirtilmistir.
PEG-PLGA’nin asidik ortamda daha hizli salim yapmasi durumu literatiirle benzerlik

gostermektedir.

Kombrestatin A4 (Grup 1) 10* M ile 10> M konsantrasyon aralifinda hiicrelere
uygulanmis ve MTT analizi yapilmistir. Verilerin analizinde Graphpad prism yazilimi
kullanilmistir. Kombrestatin A4’iin ECso degerinin 1,267 x 10® M oldugu tespit
edilmistir. Kombrestatin A4 nanoparcacik (Grup 2) icerisine yiiklendiginde ECso degeri
1,830 x 10° M olarak hesaplanmustir. Sitotoksisite sonuclarina gdre Kombrestatin A4
yiiklii nanoparcacik grubunda Kombrestatin A4’lin ilag salimina bagli sitotoksisite
gosterdigi belirlenmistir. Nanoparcacik igerisine yiiklenen Kombrestatin A4 ile
Kombrestatin A4’tin  ECso degeri karsilastirildiginda Kombrestatin - A4 yiiklii
nanoparcaciklarin Kombrestatin A4’e gore daha toksik oldugu gézlemlenmistir. Hassan
ve arkadaglarinin 2020 yilinda yaptig1 calismada Kombrestatin A4 ilact PLGA igerisine
yiiklenmis ve serbest Kombrestatin ile sitotoksik olarak karsilagtirilmistir. Kombrestatin
A4’lin nanoparcacik igerisine yiiklendiginde daha toksik oldugu tespit edilmistir.
Kombrestatin yiiklii nanoparcacigin Kombrestatine gére daha toksik olmasi literatiirle
benzerlik gostermektedir (Hassan vd. 2020). Kombrestatin A4 mikrotiibiil hedefleyici bir
ilactir ve mikrotiibiil depolimerizasyonunu hizlandirmaktadir. Mikrotiibiil hedefleyici
ilaclar hiicre icerisine girdiginde mikrotiibiil fonksiyonlarini bozarak apoptozu tetiklerler.
Kanserli hiicreler gelismis endositoz aktivitesi gostererek polimerik nanoparcaciklari
igsellestirir bu durum hiicre i¢ine alinan ilag konsantrasyonunun artmasi anlamina

gelmektedir. Bu, nanopargacik icerisine Kombrestatin A4 yiiklendiginde sitotoksisitenin
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daha fazla olmas1 durumunu agiklamaktadir (Ou vd. 2018).

Dosetaksel ilact (Grup 3) 10* M ile 10> M konsantrasyon araliginda hiicrelere
uygulanmis ve MTT analizi yapilmistir. Verilerin analizinde Graphpad prism yazilimi
kullanilmistir. Dosetaksel’in ECso degeri 9,112 x 10° M oldugu tespit edilmistir.
Dosetaksel nanoparcacik (Grup 4) icerisine yiiklendiginde ECso degeri 4,321 x 10° M
olarak hesaplanmistir. MTT analizi ile nanopargaciga yiiklii Dosetakselin ilag salimina
bagli sitotoksisite gosterdigi belirlenmistir. Nanopargacik igerisine yiiklenen Dosetaksel
ile Dosetakselin’in ECso degeri karsilastirildiginda Dosetaksel’in Dosetaksel yiiklii
nanoparcaciga gore daha toksik oldugu goriilmiistiir. Gupta ve arkadaslarinin yaptigi
calismada Dosetaksel yiiklii PEG-PDLA ile Dosetaksel’in sitotoksisitesi karsilagtirilmisg
ve Dosetaksel’in daha toksik oldugu tespit edilmistir. Dosetaksel’in daha toksik olmasi
literatlirdeki ornekle paralellik gostermektedir (Gupta vd. 2014). In vitro ortamda ilag
salim profilleri farklilik gdstermekte ve bazi ilaglarin bulunduklar1 ortama gore salimi
degisebilmektedir. ilag saliminin yavas oldugu durumlarda nanotastyici sistemler serbest
ilaca gore 48 saat gibi belirli zaman dilimlerinde daha az toksik etki gosterebilmektedir.
Ancak c¢esitli ¢caligmalarda nanotasiyict sistemler in vitro kosullarda serbest ilaca gore
daha az sitotoksik olsada in vivo denemelerde daha basarili olmaktadir. Bu da daha uzun
periyotlardaki in vivo anti- tiimor ¢calismalarinda gerek EPR etkisi gerekse ilag saliminin

tamamlanmas1 sonucunda ortaya ¢ikan bir durum olarak a¢iklanmaktadir (Kaga 2016).

Kombrestatin A4 + Dosetaksel (Grup 5) ve Kombrestatin A4 + Dosetaksel yliklii
nanoparcacik gruplar1 (Grup 6) 10* M ile 10'> M konsantrasyon aralifinda hiicrelere
uygulanmis ve MTT analizi yapilmistir. Verilerin analizinde Graphpad prism yazilimi
kullanilmistir. Kombrestatin A4 + Dosetaksel’in (Grup 5) ECso degerinin 1,278 x 107 M
oldugu tespit edilmistir. Kombrestatin A4 + Dosetaksel yiiklii nanopargacik grubunun
(Grup 6) ECso degeri ise 1,866 x 108 M olarak hesaplanmistir. MTT analizi sonuglarina
gore Kombrestatin A4 + Dosetaksel yiiklii nanopargacik grubunun (Grup 6), Komrestatin
A4 + Dosetaksel grubuna (Grup 5) gore daha diisiik ECso degerine sahip oldugu yani daha
kuvvetli sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Bu sonug, in vitro ortamda PEG-PLGA
polimeri ile elde ettigimiz tasiyict platformun ilaclarin serbest halde kullanildigi

kombinasyon uygulamasina gore daha sitotoksik oldugunu gostermektedir.

57



Sonug olarak bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen veriler 1s18inda PEG-PLGA
polimerik nanoparcaciklarinin kanserin kombinasyon ila¢ tedavisinde uygun ilag tasima
platformu oldugu in vitro testlerle gosterilmistir. Kontrol edilebilir ilag salim profili PEG-
PLGA ilag tasima sisteminin avantajli yonlerinden biridir. Enkapsiilasyon veriminin ise
yiiklenmesi planlanan molekiiller arasinda farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir.
Hidrofobik boya molekiilleri ile yapilan enkapsiilasyon testlerinde enkapsiilasyon
veriminin metotda yapilan bazi degisikliklerle arttirilabildigi gosterilmistir. Yapilan in
vitro sitotoksisite ¢alismalart sonucunda farkli ilaglarin PEG-PLGA nanopargaciklara
yiiklenmesi ile farkli sonuglar dogurdugunu gostermistir. Kombrestatin A4 ile yapilan
calismalarda Kombrestatin A4 yiiklii nanotasiyicinin serbest Kombrestatin A4’e gore
daha sitotoksik oldugunu gosterirken, Dosetaksel ile yapilan sitotoksite ¢alismalari ise
Dosetaksel grubunun Dosetaksel yiiklii nanotasiyict grubuna gore daha sitotoksik
oldugunu gostermektedir. Bu iki durum da literatiirde karsilagilan durumlar olup ilaglarin
etki mekanizmalari, salim profilleri ve ilaglarin kimyasal yapilar1 gibi cesitli farklardan
kaynaklanabilmektedir. = Kombinasyon uygulamasinin  nanotasiyict  platformla
karsilagtirilmasin1 ~ belirlemek i¢in  yaptigimiz = sitotoksisite c¢alismalarinda ise
Kombrestatin A4 ve Dosetaksel ilaglarmin birlikte PEG-PLGA nanoparcaciklarina
yiiklenmesiyle elde edilen formiilasyonun (Grup 6) bu iki ilacin serbest halde ayn1 dozda
uygulandigr gruba (Grup 5) gore daha sitotoksik etki gosterdigi elde edilen ECso
degerleriyle agik¢a goriilmektedir (Grup 6 ECso=1,866 x 108 M ve Grup 5 ECs50=1,278 x
10”7 M). Bu da bu tez ¢alismasinin hipotezini olusturan yargimizin dogrulugunu destekler
niteliktedir. Tiim bu veriler birlikte ele alindiginda in vitro diizeyde PEG-PLGA amfifilik
blok- ko- polimerinin kombinasyon tedavisinde ideal bir nanotasiyici oldugu sdylenebilir.
Ozellikle in vitro testlerdeki sitotoksik parametreler ve nanotasiyicilarmin bilinen EPR
etkisi birlikte ele alindiginda sistemik uygulamada da PEG-PLGA bazli bu ila¢ tasima
platformu ile ila¢ uygulamalarina goére daha basarili sonuglar elde edilecegi

ongoriilmektedir.
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