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OZET

SISPLATININ NANOPARTIKULLER ARACILIGIYLA HeLa HUCRE HATTI
UZERINE ETKIiSI

TANDOGAN, Nisa
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Serpil OGUZTUZUN
Ortak Danisman: Yrd. Dog. Dr. Mustafa TURK
Mayis 2011, 89 Sayfa

Bu calismada uygun dozda ve siirede HelLa kanser hiicre hattinda kitosan
nanopartikiillerine ytiklii sisplatinin salinim1 ve hiicrelerdeki apoptotik ve nekrotik
etkisi ile glutatyon- S- transferaz pi (GST pi) izoenzim ekspresyonu aragtirilmistir.
Amin gruplarini igeren diisiik molekiil agirligindaki kitosan polianyon yapida ¢apraz
baglayic1 olan TPP (tripolifosfat) ile muamele edilerek kitosan nanopartikiilleri
sentezlendi. Kitosan nanopartikiillerin boyutu Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM)
ve Atomik Kuvvet Mikrosobu (AFM) ile 100-200 nm arasinda oldugu tespit edildi.
Kitosan nanopartikiillerin Zeta boyutu 174 nm ve Zeta potansiyeli + 39 mV oldugu
tespit edildi. Kitosan nanopartikiillerine yiiklenen cisplatin zamana gore salinimi
Graphite Furnace-Atomic Adsorption Spectrometer (GF-AAS) ile tespit edildi.
Sisplatin (CDDP) yiiklii kitosan nanopartikiilleri kanser hiicrelerine uygulanarak
etkin dozda ilacin kanser hiicrelerine aktarilmasi saglandi. Sisplatin yiiklii kitosan
nanopartikiillerin aktarildigi hiicrelerin ince yapi1 goriintiileri ve nanopartikiillerle
etkilesimi Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile gozlemlendi ve artan sisplatin
dozuna bagli olarak apoptotik etkinin arttigi tespit edildi. Sisplatin, kitosan



nanopartikiilleri ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerinin HeLa kanser
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi testi ile tespit edildi. Kitosan nanopartikiillerinin
sitotoksisik olmadig1 digerlerinin sitotoksisitesinin artan sisplatin dozuyla birlikte
arttig1 gozlemlendi. Sisplatin ve sisplatin yliklii kitosan nanopartikiillerinin hiicrelere
uygulanmasinin ardindan kaspaz 3 antikoruyla yapilan immunositokimyasal ve ikili
boyamalarla apoptotik etki ve ikili boyamayla nekrotik etki incelendi. Apoptotik
indeks, yliksek sisplatin dozunda sirasiyla % 60+£5 ve % 5344 ve ikili boyama
sonucuyla paralel oldugu, ikili boyama sonucuna gore nekrotik indeks sirasiyla %
64.2+3 ve 60.3+2 olarak bulundu. Antioksidan bir enzim olan GST pi antikoruyla
yapilan immiinositokimyasal boyamayla GST pi - sisplatin iligskisine dayanarak HeLa
kanser hiicrelerindeki ekspresyonu gosterildi. Sonugta hiicrede GST pi ekspresyonu

sisplatin alimina bagli olarak en yiiksek % 63+2 bulundu.

Anahtar Kelimeler : Nanopartikiil, Kitosan, Sisplatin, SEM, Sitotoksisite, Kaspaz 3,
GST pi, Apoptoz, Nekroz



ABSTRACT

THE EFFECT OF CISPLATIN BY MEANS OF NANOPARTICLES ON HeLa
CELL LINES

TANDOGAN, Nisa
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Serpil OGUZTUZUN
Co-Supervisor: Assist. Prof. Dr. Mustafa TURK

May 2011, 89 pages

In this study, the release of cisplatin, loaded on chitosan nanoparticles applied with
the appropriate dose and duration in HeLa cancer cell line and its apoptotic, necrotic
effects and the expression of glutathione-S-transferase pi isoenzymes in HeLa cancer
cells were investigated. Chitosan nanoparticles were synthesized with low molecular
weight chitosan by treating with cross-linking, TPP (tripolifosfat). Chitosan
nanoparticles size were found to be between 100-200 nm with Scanning Electron
Microscope (SEM) and Atomic Force Microscope (AFM). Chitosan nanoparticles
174 nm Zeta size and Zeta potential of + 39 mV was detected. The release of
cisplatin loaded on nanoparticles was detected by Graphite Furnace-Atomic
Adsorption Spectrometer (GF-AAS). Chitosan nanoparticles loaded with cisplatin
(CDDP) and chitosan nanoparticles were incubated with HelLa cancer cells. Images
of cells fine structure and their interaction with nanoparticles were observed with
Scanning Electron Microscope (SEM). The cytotoxic effects of cisplatin, chitosan

nanoparticles and chitosan nanoparticles loaded with cisplatin to HeLa cancer cells



were detected by WST-1 assay method. It was observed that chitosan nanoparticles
were not toxic, but its toxicity was increased by increasing dose of cisplatin. After
the cisplatin and nanoparticles loaded with cisplatin administration into HeLa cells,
apoptotic index by the caspase-3 immunocytochemical and double stainings, necrotic
index were examined. It was found that their indexes obtained by both staining were
parallel, 60£5 %, 53+4 % in high cisplatin dose respectively, and 64.2+3 %, 60.3+2
% in necrotic index, respectively. The increasing apoptotic effect were determined.
The relationship of GST pi expression and its substrate cisplatin doses were studied
in HeLa cancer cells by immunocytochemical staining. GST pi expression was found

as 63+2 %.

Key Words: Nanoparticle, Chitosan, Cisplatin, SEM, Cytotoxicity, Caspase 3,
GST pi, Apoptosis, Necrosis
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benimle paylasan, tecriibeleriyle bana 1sik tutan, maddi ve manevi destegini
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Kirikkale Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Istatistik Boliimii Ogr. Gor. Altan
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ve anlayisini esirgemeyen sevgili aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Son zamanlarda kanser tedavisinde alternatif yontemler gelistirilmekle birlikte genel
olarak radyoterapi, kemoterapi, gen terapi ve immiin terapi gibi ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Giiniimiizde en bilindik kanser tedavi yontemi ise kemoterapidir.
Ozellikle miseller, nanopartikiiller, polimer-ilag konjugatlar1 ve lipozomlar gibi ¢ok
sayida nanotasiyicilar antikanser ilaclarin yan etkilerini azaltmak ve kanser
kemoterapisinde antitiimoral ilag etkisini artirmak icin ¢alisilmistir [1]. Son
zamanlarda ilgi, kontrollii salinim yetenegine sahip nanopartikiillere odaklanmistir [2].
Nanopartikiiller, biiytikliikleri 1-1000 nm (1pm) arasinda olan, dogal ya da sentetik

yapidaki polimerlerle hazirlanan polimerik tasiyici sistemlerdir [3].

1.1. Kanser

Kanser hiicresel islevin temel yonlerini kontrol eden genlerdeki mutasyonlar
sonucunda ortaya ¢ikan genetik bir hastaliktir. Tiim kanser hiicreleri iki ortak 6zellik
paylasirlar. Bunlardan birincisi anormal hiicre biiylimesi ve bdoliinmesi, ikincisi ise
hiicrelerin viicudun diger boliimlerine yayilmasini ve istilasin1 (metastaz) engelleyen
normal sinirlamalardaki anormalliklerdir. Bu islevler normal hiicrelerde uygun bir
sekilde, zamaninda ve yerinde ifade edilen genler tarafindan denetlenmektedir. Fakat
kanserli hiicrelerde bu genler ya mutasyona ugrar ya da uygun olmayan sekillerde
ifade edilirler. Hiicreler yasamlar1 boyunca disaridan gelen cesitli ajanlara maruz
kalmaktadir. Bu ajanlar fiziksel (UV ve iyonize radyasyon), kimyasal (asbestos, anilin
ve alkol) ve biyolojik (viriisler, mantar ve mantar zehiri) kanserojenlerdir. Hiicrelerin
bu ajanlara maruz kalmalar1 onlarin DNA’sinda bir dizi degisiklige yol agar. Bu
degisiklikler mutasyon olarakta tanimlanan tek bir baz ¢ifti yer degisiminden, bir
delesyondan ya da bir veya daha fazla baz ciftinin insersiyonundan meydana

gelebildigi gibi kromozomun yapisinda 6nemli bir degisikligide igerebilir [4].

Kanser hiicrelerini tehlikeli yapan, denetlenemeyen hiicre g¢ogalmasi ve metastatik

yayllmanin kombinasyonudur. Bir hiicre, hiicre biiylimesi iizerindeki genetik



kontroliinii kaybederse, ¢ok hiicreli bir yigin, iyi huylu bir tiimoér (benign tumor)
olabilir. Bu tip bir tiimor ameliyatla alinabilir ve genellikle ciddi bir hasara yol agmaz.
Buna ragmen, eger tiimordeki hiicreler bu yapidan kurtulabilme, kan dolasimina
girebilme, diger dokular1 istila edebilme ve ikincil tiimorler olusturabilme yetisini ele
gecirmislerse, o zaman malignant (kotii huylu, tehlikeli tiimor) olurlar. Malignant
tiimorlerin tedavileri zordur ve tehlike olusturabilirler. Hiicreler komsu dokulari istila
edip yok ettikleri gibi lenfatik veya dolasim yoluyla viicudun diger kisimlarina
metastaz yaparlar [4]. Kanser hiicreleri yasamlarini devam ettirebilmek igin

anjiyogenez ile kendi beslenmelerini saglarlar [5].

Normal bir hiicrenin malign transformasyon siireci kabaca inisiyasyon ve promosyon
olmak iizere iki asamadan olusur. Inisiyasyon, hiicrede tamiri imkansiz DNA hasari
olusmasina karsin hiicrenin Sekil 1.1’ de de goriildiigii gibi apoptozis adi verilen
programlanmis hiicre oliimiine gidemedigi bir durumdur. Hiicrede DNA hasari
meydana geldiginde hiicre ya hiicresel dongiisiinii durdurur ya DNA hasarin1 tamir

eder ya da apoptozu secer.

APOPTOTIK SUREC
| i 2l o | -y

Indiikleyici Modiilatsr Efektor Substrat Oliim
ajan
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. Biiyiime faktérii . FADD . Kaspazlar - Birgok hiicre proteini
eksikligi . TRADD - DNA

JAdezvonun kaybh . FLIP

. Oliim reseptorleri- . Bel-2 ailesi
nin uyarilmasi . Sitokrom ¢ Komgu hiicreler veya

. Radvadvon . p33 makrofajlar tarafindan
. Kemoterapi . Mdm?2 fagosite edilen apoptotik
.Seramid cisimeikler

Sekil 1.1. Apoptozisin genel goriiniimii [6]



Hiicrelerdeki mutasyonlar, onkogenlerin asir1 ifade edilmesi ve hiicre dongiisii
diizenleyicileri timor gelisiminde 6nemli rol oynayan faktorlerdendir [7]. Hiicresel
dongii, sirasiyla GO, G1, S, G2, M fazlarindan olugmaktadir. Bununla birlikte, hiicre
dongiisiinde bir sonraki asamaya gegilmeden once hiicrenin kendi i¢ dengesini izledigi
ve kontrol ettigi en az ii¢ farkli kontrol noktast (G1/S, G2/M ve M) vardir. Bunlardan
en dnemlisi G1 fazindan S fazina geg¢isi saglayan G1/S kontrol noktasidir. Bu kontrol
noktasinda hiicre kendi boyutunu izler ve DNA’ sinin hasar goriip gérmedigine karar
verir. Eger hiicre uygun boyuta ulasmay1 basaramamis ya da DNA’ s1 hasar gormiis
ise, hiicre dongiisiindeki ileri asamalar bu kosullar dogrulana kadar durdurulur. Eger
hiicre boyutu ve DNA biitlinliigii dogru ise hiicre bu kontrol noktasini geger ve S
safhasina ilerler [4]. Dongiide rolii olan pek ¢ok onkogen ve tiimor baskilayan gen, G1
kontrol noktasindaki hatalarla iliskilidir [8]. Ciinkii hiicre DNA'y1 sentezlemeden 6nce
DNA'nin biitiinligii saglanmalidir. Bu saglanmadan S fazina gegerse kontrolsiiz hiicre
biiyiimesi ortaya ¢ikar. Mesela iyonizan radyasyon Gl'den S fazina veya G2'den M
fazina gecisi durdurmaktadir [9].

Tiimdr olusumundan onkogenler, tiimor baskilayan genler ve genomun kararlilifinda
onemli rol iistlenen genlerdeki mutasyonlar sorumludur [10]. Bundan dolay: kanser,
hiicresel genlerdeki mutasyonlara bagli olarak hiicre proliferasyonunun kontroliiniin
kaybolmas1 sonunda ortaya c¢ikmaktadir. Hiicrenin iireme ve gelismesindeki bu

bozukluklardan, en az 40 hiicresel genin sorumlu oldugu diistiniilmektedir [11].

Karsinogenez ¢ok faktorlii ve cok basamakli bir olay olup, normal bir hiicrenin kanser
hiicresine doniismesi i¢in ¢ok sayida mutasyonlarin olmasi gereklidir. Bunlar arasinda;
translokasyonlar, gen amplifikasyonlari, nokta mutasyonlari, hiicresel onkogen

aktivasyonu ve tiimor siipresor genlerin inaktivasyonu gibi mekanizmalar yer alir.

Kanserlerde olusan genetik degisiklikler, kromozomal diizeyde (kromozom kayiplari)
ya da tek bir niikleotid diizeyinde (tek ya da multipl baz degisiklikleri ya da DNA
promotor bolge metilasyonu) olusabilir. Kanser hiicresinin biiyiime ve ¢ogalma
siirecinde meydana gelen genetik degisiklikler (onkogenler, tiimor silipresor genler),
konak¢1 faktorleri (enzim polimorfizmi) ve tiimor konakei etkilesimi (anjiogenez,

invazyon, metastaz) sonucunda tiimoral kitle olusur [12,13]. Onkogenler,



protoonkogen denen normal hiicresel genlerden gelisir. Protoonkogenlerin kodlanmis
protein iriinleri genel olarak hiicre sinyalizasyonu ve hiicre biiyiimesinin
regiilasyonunda 6nemli rol oynar. Bu genler mutasyon, kromozomal translokasyon,
amplifikasyon veya transkripsiyonel disregiilasyon ile aktive olarak anormal protein
sentezine veya asirt protein yapimina neden olur. Aktive olan protoonkogenlere
onkogen, protein iriinlerine ise onkoprotein denir. Protoonkogenler, hiicre i¢i sinyal
ileticileri, niikleer transkripsiyon faktorleri, hiicre siklusunu kontrol eden proteinler,

biliytime faktorleri, hormonlar ve reseptorleri olmak tizere bes kategoriye ayrilir [14].

Protoonkogenler degisik yollarla aktive olarak onkogen haline gelirler. Genin yapisal
bir bolgesinde degisiklik sonucu farkli fonksiyon goren bir protein sentezlenir. Bu tip
degisiklikler siklikla nokta mutasyonlari sonucunda olusur ve en sik ras onkogen
ailesinde goriiliir. Bir bagka mekanizma da, genin ekspresyonunu regiile eden bolgede
olusan bir degisiklik sonucu, yapisal olarak normal olmasina karsin siirekli olarak
uyarilma sonucu gen irliniiniin asir1  miktarda dretilmesidir. Kromozom
translokasyonlarinda ise kromozomun bir bolgesi koparak yer degistirir. Genin yeni
yerlestigi bolge, devamli uyar1 alan bir genin regiilatuar bdlgesinin kontrolii altinda ise
siirekli uyarilacaktir. Gen amplifikasyonu ile de hiicre i¢cindeki DNA miktar1 artar.

Myc ailesi buna bir 6rnek olusturur [15].

Karsinogenezin temelinde, hiicrenin yasamasi, biiyiimenin kontrolii ve
diferansiasyon gibi biyolojik olaylar1 etkileyen mutasyonlarin asamali olarak bir araya
gelmesi yer almaktadir. Kanserin gelisimi siirecinde tiimor hiicreleri bir¢ok fenotipik
ozellikler kazanir. Transformasyona ugramis hiicrelerin metastatik potansiyeli
bolgesel mikrogevreden, anjiyogenezisten (yeni damar olusumu), stroma-timor
iliskisinden ve bulundugu bolgesel dokunun sitokin igeriginden etkilenebilmektedir
[16]. Invazyon ve anjiyogenezis benzer sinyal programlarmi kullamirlar [17]. Timér
evreleri, birincil timor kitlesinden koparak ayrilma, bazal membrandan ve
intersitisiyal bag dokudan gecerek invazyon, damara giris ve dolasima katilma,
endotel bazal membrana tutunma ve damardan ¢ikis, uzak dokularda ¢ogalma olarak
Ozetlenebilir [18]. Ayrica, bu hiicreler 6zgiin mikrogevreden bagimsiz olarak yagamini

devam ettirme ve metastaz yapma oOzelligine sahiptir. Protoonkogenlerin ve tiimor



baskilayict genlerin seri mutasyonlar1 farkli mekanizmalar araciligiyla malign

fenotipin olusumuna katkida bulunur [19] (Sekil 1.2.).

Apoptotik genlerindeld polimorfik varyantlar

Anti-apopiotik Bd-2 aile B ax —benzen Pro-apopiotik proteinlerin

iivelennin ve onkogenlenn aun fonksivonunu kavbetmest
ifade edilmesi \ /

Kanser
Hiicresi

N

Apoptozis inhibitér proteinlerinden olan Parakaspazlar ve translokasyvonlan ile hileresel
Survivin’in agn ifade edilmes inhibitdr apoptozis proteinlen (<IAP) olan
fiizyon proteinlenn dusunm
Tiimdr ilerlemesi ve metastaziyla
iligkilendirilen kaspaz fonsksivonunun
kavhedilmes

Sekil 1.2. Karsinogenezis’de apoptozis ile ilgili olabilecek genler/proteinler [20]

Sinyal iletimi yollarini ve sinyal proteinlerini hedef alan onkogenik mutasyonlara sik
olarak rastlanmaktadir [21]. Sinyal iletiminde meydana gelen mutasyonlar hiicrenin
cogalma ve/veya yasama islevlerinin kontroliinii ortadan kaldirir. Boylelikle,
onkogenik sinyal iletimi tiimor gelisimi ile invazyon/metastaz siirecinde etkin rol
oynamaktadir. insan Genom Projesi'nin verilerine gére, insan genomundaki yaklasik
32.000 genin % 20'si sinyal iletiminde gorev alan proteinleri kodlamaktadir [22]. Bu
proteinler arasinda hiicre membraninda yerlesen reseptorler, G-proteinler ve sinyal ile-

ten enzimler yer almaktadir.

Sinyal iletiminde yer alan molekiillerin ve sinyal yollarinin karsinogenezdeki

rollerinin ortaya konmast ve bu yollara 6zgiil inhibitér ajanlar ile yapilan klinik



caligmalar, kanser tedavisinde yeni ufuklarin agilmasini saglayabilir. Bu yaklagimlarin

ortak hedefi, en etkin kanser tedavisine ulasmaktir [23].

1.2. Kanser Tedavisi

Kanser hastaliklari, insanlarin yasam standardini olaganiistii etkileyen ve hatta onlarin
Oliimiine yol acabilen en 6nemli rahatsizliklardan biri olarak énemini korumaktadir.
Kanser tedavisinde ¢ok farkli yontemler kullanilmakla birlikte kesin bir sonug elde

edilememistir. Tedavide kullanilan bazi yontemler asagida verilmistir [24].

1.2.1. Radyoterapi

Radyoterapi, radyoaktif 1sinlarla tedavi demek olup sadece uygulanan bolgeyi etkiler.
Radyasyon, cerrahi miidahaleden 6nce kanserli bir tiimoriin kiiciiltiilmesi i¢in, cerrahi
miidahaleden sonra geriye kalan kanser hiicrelerinin biiyiimesinin durdurulmasi veya
anti-kanser ilaglar1 ile 6liimciil bir durumda olan bir tiimdriin ortadan kaldirilmasi i¢in
kullanilabilir. Radyasyon 6zellikle lenf diigiimleri veya ses tellerindeki habis tlimorler
gibi belli lokalize kanser cesitlerinin tedavisinde etkilidir. Radyasyon tedavisi, Co-60
ya da Lineer Hizlandirici gibi cihazlar aracilifiyla gergeklestirilir. Radyoterapide
kanser hiicrelerinin boliinmesini engellemek amaciyla yiliksek enerjili x 1sinlar
kullanilir. Absorbe edilen radyasyonun birimi ‘ rad © olarak bilinmektedir (1 rad: 1 kg
maddenin 0,001 J enerji sogurmasidir). Radyoterapi goren hasta tedavi siiresince
birkag yiiz rad’ Iik radyasyona maruz kalir. Radyoterapi esnasinda, uygulanan bolgeye
x 1silart ile belirli oranda bir enerji verilmektedir. Hedef; hiicrelerin genetik
materyalinin molekiiler yapisini bozarak, boliinmelerini engellemektir. Radyoterapi
cilt, beyin, meme, prostat ve rahim kanseri tedavilerinde etkin olarak kullanilmaktadir

[25].



1.2.1.1. Radyoterapide Karsilasilan Olumsuzluklar

Radyoterapinin amaci kanserli hiicreleri yok etmektir, ama bu arada tedavi alani i¢inde
kalan saglikli hiicreler de etkilenecektir. Radyoterapi bazen kan yapici sistemin
irettigi hiicreleri etkileyebilir. Erigkin bir insanda kan hiicrelerinin yapimi 6zellikle
kemik iligi dokusunda gerceklesir. Dolayisiyla radyoterapi alani dahilindeki kemik
dokusu hacmi arttik¢a (omurga, kalga kemigi gibi) kanla ilgili yan etki riski de artar.
Radyasyon tedavisinin uygulandigr her bodlgede cilde ait birtakim yan etkiler
gelisebilir. Bu yan etki riski, uygulanmasi planlanan toplam doz yiikseldik¢e artar.
Yani daha ¢ok 5 — 6 hafta siiren uzun siireli tedavilerde ve tedavinin ileri
dénemlerinde goriiliir. Koltuk alt1, boyun gibi cilt dokusunun ince oldugu bolgelerde,
aniis bolgesi, agiz i¢i gibi mukoza dokularinda bu tip yan etki riski daha fazladir. Cilde
ait yan etkiler, lizerine basmakla solan hafif kizarikliklarla baslar (glines yanig1 gibi)
ve sulu, agik yaralara kadar gidebilir. Bunlarin yanisira bulanti, kusma, akciger

yetmezIligi gibi sorunlarada yol agabilir [25].

1.2.2. immiinoterapi

Viicuttaki immiin sistem, yabanci madde olarak adlandirilan maddelere karsi
denetleyici bir sistem olarak hareket eder. Kanser hiicreleri de yabanci olarak kabul
edilirler. Yillardan bu yana arastirmacilar kanser hiicrelerine karst dogal immiin
reaksiyonu artirmaya caligmaktadirlar. BOylesi bir metod bir tedavi metodu olarak
kullanildiginda, bu teknige immiinoterapi denir. Beyaz kan hiicreleri (lokosit)
tarafindan normal olarak {retilen ve lenfokinler olarak bilinen biyolojik aktif
maddelerin kullanimi immiinoterapiye dahildir. En iyi kanitlanmis olan immiinoterapi
aktif maddesi, viral bir enfeksiyona cevap olarak viicut tarafindan {iretilen
interferonlardir [25]. Arastirmacilar son zamanlarda interferon alfa denilen bir
interferon c¢esidi ile birka¢ ¢esit kanserin kontrol altina alinmasinda basar1 elde
etmislerdir [26]. Ozellikle sacakli hiicreli 16semi denilen kanserlerde o6nemli

gelismeler elde edilmistir.



1.2.2.1. immiinoterapi Karsilasilan Olumsuzluklar

Immiinoterapi sonras1 enjeksiyon yerinde meydana gelen bir takim kizariklik ve
sismeler gibi lokal tepkiler gézlemlenmistir. Daha az goriilmekle birlikte, hiriltili
solunum, burun ve bogazda kasinti, burun tikaniklig1 ve/veya burun akintisi, koroner
damar yetersizligi, oksiiriik, deride kizariklik ve kasinti, soluk darligi, gogiiste sikisma
duygusu, dudaklarda ve goz kapaklarinda sisme ve yutkunma zorlugu gibi yan etkiler

de bildirilmistir [27].

1.2.3. Kemoterapi

Kanserin tedavisinde kullanilan kemoterapinin ana ilkesi; hastanin normal hiicrelerine
zarar vermeden tiimor hiicrelerinin biiylimesini, ¢ogalmasini durdurmak veya yok
etmektir. Kemoterapide asil amag; hastay1 tedavi etmek, yasam siiresini ve hastaliksiz
donemi uzatmak, semptomlar1 engellemek veya kontrol altina almak ve boylece yasam
kalitesini yiikseltmektir [28]. Kemoterapide kullanilan ilaglara “Antineoplastikler”,
“Sitotoksik ajanlar” veya “Antikanser ilaglar” olarak adlandirilmaktadir (29). Kanserin

tiirline gére kemoterapinin amaclarini soyle siralayabiliriz [11].

a) Kanseri tedavi etmek; kanser hiicrelerine ait izler tiimiiyle ortadan kalktiginda

kanser tedavi edilmis sayilir.

b) Kanseri kontrol etmek; kanser hiicreleri, timorden ayrilarak kan dolagimi veya lenf
damarlart yoluyla viicudun baska bolgelerine gidebilirler. Ulastiklar1 bdlgeye
yerleserek yeni tiimorler olusturabilirler. Genel olarak kanserin yayilimini 6nlemek ve

biliylimesini yavaglatmak, kanserin kontrol altinda tutulmasi olarak kabul edilir.

¢) Kanserin yol actig1 belirtileri gidermek; bazi kemoterapi uygulamalarinin temel
amaci hastanin yagam niteligini yiikseltebilmek i¢in agri1 ve benzeri belirtileri ortadan

kaldirmak ya da hafifletmektir.



Kanser tedavi yontemleri arasinda olan radyoterapi, hastaligin lokalize oldugu
durumlarda etkili olurken, kemoterapinin en biiyiik avantaji, metastaz varliginda ya da
hastaligin yaygin oldugu durumlarda uygulanabilir olmasidir. Ilk sitostatik ilag olan
nitrojen mustard, I. Diinya Savasi sirasinda kemik iliginin baskilayici tepkisinin fark
edilmesiyle ortaya ¢ikmistir. O zamandan bu yana kansere karsi etkili olan ilaglarin
arayis1 siirmiis ve kemoterapinin amaci, hastaligin bulgularim1 hafifletmekten

iyilestirmeye dogru bir ilerleme gostermistir [30,31].

Kemoterapi ilaglarinin ¢ogu hiicre gelisim hizin1 diisiirmektedir. Bunu DNA ile
etkileserek (normal hiicrelere oranla kanser hiicrelerinin onarmakta etkisiz oldugu
hasarlara yol agarak) veya hiicre boliinmesine miidahele ederek yaparlar, bu da
hiicrenin daha fazla boliinmesini engellemekte ve genellikle apoptotik olusuma yol
acabilmektedir [25]. Ancak bazi durumlarda kanser hiicreleri kemoterapotik ilaglara
kars1 direng gelistirebilmektedir. Gelistirilen bu direng hiicre membraninda bulunan P-
glikoproteini’nin ¢ok sayida eksprese edilmesi ile olusmaktadir. Bu protein bir pompa
gorevi yapmakta ve hiicre igerisindeki kemoterapotik ajanlart hiicre disina atmaktadir.
Coklu ila¢ direnci (multiple drug resistance-MDR) olan hiicrelerde MDR gen
amplifikasyonu olup, RNA’larinda yiiksek oranda P-glikoprotein yapildig

diistiniilmektedir.

1.2.3.1. Kemoterapide Karsilasilan Olumsuzluklar

Kemoterapi yaygin kullanima ragmen kemoterapi ile uygulanan ajanlarin tedavi
edilmesi istenilen bolgeye ulagsmalar1 ve tolere edilebilmeleri olduk¢a zordur. Bu
yiizden degisik yan etkilere ve ila¢ direnci gelisimine sebep olmaktadir. Bu yan
etkilerin derecesi ve gorlilme sikligi, uygulanan kemoterapi cinsine, dozlarina,
uygulama sekline, tedavi siiresine, tedavi araliklarina ve hastanin kisisel 6zelliklerine
baglh olarak degisiklikler gosterir. Kemoterapinin bireyde goriilen yan etkileri,
ilaclarin 6zelliklerine bagl olarak degismekle birlikte; bulanti, kusma, istahsizlik, tat
ve koku degisiklikleri, mukozit, diyare, konstipasyon, yorgunluk, halsizlik kanserli

hastalarda en sik goriilen semptomlar arasinda yer almaktadir [28, 32].



Bulant1 ve kusma; kemoterapinin énemli bir yan etkisidir. Bu durum bazi hastalarin
kemoterapiyi reddetmesine veya baslanmis olan tedavinin yarim kalmasina yol agar.
Istahsizlik; pek c¢ok nedeni olmakla birlikte; nérolojik disfonksiyon, tiimdriin
gastrointestinal sisteme etkisi, tat ve koku duyularinda bozulma, kronik bulant1 ve
kusma, psikolojik etmenler, artmis glikoneogenez, timoriin irettigi sitokinler
sonucunda gelisebilir. Tat ve koku degisiklikleri; uygulanan tedaviye bagl olarak
kanser hastalarinda tat alma duyusunda kayip (ageusia), artis (hypergeusia) ve azalma
(hypogeusia) olabilir. Kemoterapi sirasindaki tat degisikliklerinin nedenleri arasinda;
ilaclarin tiikiirige gecmesine baghi koku ve tat degisiklikleri, ¢liriik dis, kot agiz

hijyeni, enfeksiyonlar, geniz akintisi, reflii sayilabilir [33].

Mukozit; oral mukozanin {ilserasyonu ve enflamasyonu ile karakterize, kanser
tedavilerine bagl gelisen, hayati tehdit eden enfeksiyonlarin kaynagi olabilen 6nemli

bir yan etkidir [34].

Diyare; kemoterapi, anksiyete, stres gibi nedenlerle gastrointestinal sistemin aktif
olarak bdliinen epitelyal hiicrelerinin hasari sonucu olusabilir. Diyare antineoplastik
ilag dozunda azalma ila¢ uygulamasimin geciktirilmesi ya da ara verilmesi gibi
istenmeyen etkilere yol acabilir. ilag ve radyasyon dozunun azaltilmasi ya da
geciktirilmesi gecici olarak diyareyi diizeltebilir. Ancak bu durumda antineoplastik
ilaca kars1 duyarlilik azalir ve ilacin tedavi edici etki diizeyi sinirlandirildigr igin
timore karsi cevabi negatif olarak etkiler. Konstipasyon; kemoterapinin ndrotoksik
etkisi, narkotik ajanlarin kullanimi, hareketsizlik, yeme aliskanliginda degisiklikler,
dehidratasyon, hipokalsemi nedenleri ile gelisebilir. Ciddi agri, bulant1 ve kusmaya
neden olabilen konstipasyon hastanin yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir

[35].
Yorgunluk; kanserli hastalarda sik goriilen sorunlardan birisidir. Kemoterapinin yan
etkisi olarak ortaya c¢ikan bulanti, kusma, diyare, agri, immobilite, anemi ve

malniitrisyon gibi faktorlerle iligkili olarak ortaya ¢ikar.

Halsizlik; kanser hastalarmin en yaygin semptomlarindan birisi olmasina ragmen

siklikla géz ardi edilir. Kanserde halsizlik, normal insanlarda goriilen halsizlikten
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farklidir. Normalde halsizlik aktiviteyle iliskilidir ve dinlenmekle gecer, oysa kanserde
goriilen halsizlik siddetli, aktiviteden bagimsiz ve dinlenmekle diizelmeyen

karakterdedir [36].

1.3. Kanser Tedavisinde Hedefleme Calismalari

Uzun yillardir ilag alanindaki ¢caligmalarin baslica amaci yeni tirtinler gelistirmek veya
cesitli hastaliklarin tedavi edilebilmesinde kullanilan ilaglar1 yenilemek olmustur.
Ancak yapilan aragtirmalarin ¢ok zaman almasi, ekonomik ve etik sinirlamalar ve
ozellikle beklenilen sonucu vermemesi arastirmacilari yeni arayislara itmistir. Ilag
dozunu azaltma, dozlama araligini1 uzatma, yan ve zararl etkileri daha da azaltma ve
ilac1 hedef bolgeye yonlendirme ¢alismalar1 bu amaca yoneliktir. Son yillarda hedefli
ilag tasiyict sistemlerin hedefli dokuya olan dogrudan tasimimlari, ilaglarin terapotik
alandaki kullanim yelpazelerinin genisletmistir. Ayrica ilacin kullanilan efektif
dozundaki ve hedefli olmayan bolgelerde ilag konsantrasyonunda ki azalis (yan
etkileri azaltmak i¢in 6nemli), ilag toksikliginin bu sistemler igerisinde azaltilabilmesi
ve esit plazma konsantrasyonlarinda terapdtik etkisinin gelistirebilir olmast da diger
etkenlerdendir [37, 38]. Tiim bu Ozeliklerin azaltilmasinda ve gelistirilmesinde en
fazla rol oynayan ilag tasiyict sistemlerdir. Ilag tasiyici sistemler; bir bilesenin bir
baska kimyasal ile bir ilag uygulama aygiti ile ya da ilag uygulama siireci ile salinim
hizini, dokulara salimmi ya da her ikisini de kontrol eden sistemler olarak
tanimlanmaktadir. Son yillarda pek ¢ok yeni ilag tastyici sistemler gelistirilmistir. Ilag
tagiyict olan ve salimimi kontrol eden partikiiler sistemler sunlardir: mikrokapstiller,

mikrokiireler, nanopartikiiller ve lipozomlardir [39, 40].

1.3.1. Kanser Tedavisinde kullanilan ila¢ Tasiyic1 Sistemler
Iaglarin hedefli olarak gerekli bolgeye gerekli oldugu kadar iletilebilmesi i¢in spesifik

olarak tasarlanmis tastyici sistemlerin gelistirilmesi; hem tedavi etkinligini arttirmak

hem de anti kanser ajanlarin sistemik toksisitesini azaltmak yoniinden kazangh
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olacaktir. Bu nedenle kanserin hastalar1 6ldiirmesinden dnce s6z konusu sistemlerin
hizla gelistirilebilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir [41].

Tiimoral dokuya ulasan kan damarlar1 araciligiyla hedeflenen manyetik 6zellige sahip
nanotastyicilarin yiizeyine tiimoére Ozgii ligandlarin sayesinde hedeflenen tiimorlii
dokuya ulasimi saglanir. Hedeflenen bdlgeye tasinan etken madde (Ornegin;
antineoplastik ajan veya diger biyomolekiiller) yiiklii nanotasiyicilar kanser hiicreleri
tarafindan endositoz ile alinir ve etken maddenin aktiflesmesi saglanir. Boylelikle tibbi
ilaglarin nanoenkapsiilasyonu ilaglarin etkinligini, duyarliligini, tolere edilebilirligini
ve ilaglarin terapotik indeksini artirir [42]. Bagka bir alternatif tedavi yonteminde ise,
manyetik nanopartikiiller timoér dokusuna hedeflendikten sonra canli sistemin
disindan bir manyetik alan yardimiyla kontrol edilir. Bu alan sayesinde manyetik
nanotasiyicilar igerisinde bulunan birimlerin molekiiler hareketiyle lokal bir sicaklik
artig1 saglanir. Klinikte hipertemi olarak adlandirilan bu tedavi sekli normal hiicre ve

dokulara zarar vermeden kanser hiicrelerini yok etmektedir.

Son yillarda kanser tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilen yeni nesil tedavi edici
ajanlar sirasiyla; mikrokapsiiller, mikrokiireler, antikorlar, immunotoksinler, kimerik

proteinler ve nanotasiycilar ile anti kanser ajanlarin taginmasi seklinde 6zetlenebilir.

1.3.1.1. Mikrokapsiiller

Mikrokapsiilleme ise kati, sivi ve gazin inert polimerik bir madde ile film halinde
kaplanmas1 iglemidir. Genel olarak etkin madde ¢ekirdek, kaplama maddesi ise ¢eper
adim almaktadir. Cekirdek maddeleri olarak; etkin maddeler (antibiyotikler,
antihistaminikler, vitaminler), proteinler, hormonlar, enzimler ve boyalar
kullanilmaktadir. Ceper maddeleri olarak ise; dogal ve sentetik hidrofilik ve
hidrofobik o6zellikteki polimerler kullanilmaktadir. Mikrokapsiillerin porlar1 immiin
sistem molekiilleri ve virlislerin gegisine izin vermezken oksijen, insiilin, glukoz gibi
molekiillerin gegisine izin vermektedir. Mikrokapsiiller biyoteknoloji, fotografeilik,

ziraat, farmasotik alanlarda kullanilmaktadir.
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1.3.1.2. Mikrokiireler

Caplar1 birka¢ mikrometreden birka¢ yliz mikrometreye kadar ¢ikabilen, farkli
yapidaki matriks maddelerinin kullanilmas1 ile hazirlanan monolitik(tek parca olan,
baska bir kaynaktan katki almamis) yapidaki mikro tasiyicilardir. Mikrokiirelerin
baslica 6zellikleri; etkin maddeyi kontrollii bir sekilde salmasi, etkin maddenin yap1 ve
aktivitesini degistirmemesi, etkin maddeyi hedef organ, doku ve hiicreye tagimasi, in

vitro ve in vivo kosullarda dayanikli olmasidir [11].

Mikrokiireleri hazirlamada kullanilan sentetik ve dogal polimerler, PEG, stiren,
albimin, protein, karbonhidratlardir. Yaygin olarak  kullanilan  kitosan
mikrokiirelerden etkin madde salimini etkileyen parametreler arasinda kitosanin
molekiil agirligi, konsantrasyonu, mikrokiirelerin herbirine yiiklenen etkin madde
miktari, ¢apraz baglanma orani, kullanilan capraz baglayict ve ilag-kitosan orani
oldugu bildirilmistir [43]. Mikrokiire hazirlama yontemleri ise emiilsiyon

polimerizasyonu; ¢oziicli buharlastirma yontemi gibi yontemlerdir.

Mikrokiireler farmasotik uygulamalarinin yani sira, lokal anestezikler, ortopedik

implantlar gibi bir¢ok degisik alanda da kendisine uygulama alanlar1 bulmustur.

1.3.1.3. Nanotasiyicilar

Yeni nesil tedavi edici ajan uygulamalar1 nanoteknoloji iiriinii olan kolloidal ilag
tasiyici sistemler ya da akilli ilag tasiyici sistemlerdir. S6z konusu tasiyicilar genellikle
uygun polimerik matrikslerden iiretilen nano Olgekli partikiillerden olusan
sistemlerdir. Nanopartikiiller mikron skalasi altinda genellikle polimerlerden (6zellikle
biyog¢dziinebilen cinsten) olusturulmus yapilardir. Nanopartikiiller aktif ve pasif
hedeflemenin her ikisinde de kullanilarak, normal hiicrelerdeki toksisiteden kaginirken
kanser hiicrelerinde ilacin intraseliiler konsantrasyonunu artirabilir [44,45]. Bu tastyici
sistemler reseptdr bagimli endositozla hiicreye girdigi zaman ila¢ direng
mekanizmasindan biri olan p-glikoproteinlerce taninmadan gegerler [46]. Bu

sistemleri akilli kilan belirtilen tasiyicilarin hazirlanmasindan sonra hedeflenecekleri
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tiimoral bolgede yer alan uygun reseptorleri taniyacak olan ligandlar ile donatilmig
olmalaridir. Bu mantik ile hareket edecek olan tasiyicilar hiicresel mekanizmayla
hareket edecekleri i¢in 6zellikle ¢oklu ilag direnci gibi 6nemli bir sorunun {istesinden
gelebilecek ve lokal tedavi etkinligi ile saglikli hiicre ve dokulara herhangi bir zarar
vermeden etkinlik gosterebilecektir [41].

Kanser tedavisinde kullanilan nanopartikiillerin avantajlar1 ise sOyle siralanabilir

(47,48);

<> Yiiksek aktif madde yiikleme kapasitesine sahiptirler. Bu sekilde, aktif

maddenin intraselliiler dagilimi artar.

o> Polimerik partikiiler yapi, kati matriks igine hapsedilmis aktif maddeyi
degredasyondan korur.

K/

< Nanopartikiillerin polimerik yapilar1 aktif maddenin hedeflendirilmesini,
salinimin kontroliinii ve siirdiiriilmesini saglar. Hedeflenen bolgede injeksiyonlarini

takiben giinler hatta haftalar siiren bir aktif madde salinimina olanak verirler.

<> Nanopartikiillerin ylizey 0Ozellikleri ¢esitli ajanlarla modifiye edilerek

retikiiloendotel sistem (RES) makrofajlar tarafindan taninmasi engellenir.

<> Diger kolloidal tasiyic1  sistemlerle kiyaslandiklarinda  polimerik

nanopartikiiller biyolojik sivilarda ¢ok daha yiiksek stabliteye sahiptirler.

X Nanopartikiiller kolaylikla sterilize edilebilen kolloidal partikiillerdir.
X Fizyolojik ortamda parcalanabilirler ve pargalanma {irtinleri toksik degildir.
X Kiiciik partikiil boyutlar1 nanopartikiillerin kiiciik kapillerlere penetrasyonuna

imkan verir ve hiicreler tarafindan tutulmalarini saglar. Boylece, viicutta hedeflenen
bolgede istenen aktif madde salimi saglanir.

R

X4 Aktif maddenin hedef bolgede salimini sagladiklari icin, aktif maddenin,
diger organ ve dokular iizerindeki sistemik toksisitesini azaltirlar.

K/

< Aktif maddenin viicutaki dagilimini ve terapdtik aktifligini diizenlerler.

K/

< Uretim teknikleri genel olarak basit ve kolaydir.
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Nanopargaciklarin nanokapsiil ve nanokiire olamak {iizere iki alt sinifa ayrilabilir.
Nanokapsiil diye tabir edilen alt sinifta ila¢ dis bir polimerik kabuk tarafindan
cevrelenmistir ve bu kabugun igerisinde 6zelligine gore yag ya da su igerisinde ¢ozelti
halinde yer alir. Nanokiire olarak adlandirilan diger tipte ise parcacik ¢ekirdekten dis
kabuga kadar ayn1 malzemeden olusmustur ve ila¢ molekiilleri bu polimerik zincirler

iizerinde ya kovalent ya da fiziksel olarak tutuklanmistir [49].

Nanopargcacik dizayninda kullanilacak polimer ve ilaglarin uygulama yontemi énemli
yer tutar. Tedavide ilaglarin ve tasiyici ajanlarin bozunmadan hedeflerine ulagsmalari
ve yiiksek verimli bir aktivite gostermeleri ancak ve ancak uygun dizayn edilmis bir

sistemle miimkiin olabilir [11].

Yiiksek verimli bir basar1 elde etmek i¢in kullanilacak ila¢ molekiillerinin
nanoyapilardan uygun zaman araliklarinda ya da uygulamaya baslandiktan bir zaman
sonra pasif ya da aktif olarak ortama difiizyonu kontrol edilmelidir [50]. Tiimor
alanindaki ila¢ salim hizi nanopartikiil yapisindaki polimerin molekiil agirligi ve
capraz baglanma konsantrasyonu ile ya da ilag molekiiliiniin parcaciga baglanma sekli

(kovalent ya da fiziksel adsorpsiyon) ile kontrol edilebilir.

Simdilerde ila¢ ve gen tasinmasinda kullanilacak olan nanopartikiilleri formiile etmek
icin dendrimerler, insan serum albumin gibi proteinler, altin ve kitosan gibi diger

sentetik materyalleri igeren pek cok materyaller kullanilmaktadir [51,52].

1.3.1.3.1. Kitosan

Kitin, [ -(1-4)-poli-N-asetil-D-glukozamin], eklembacaklilarin iskeletlerinin esas
maddesi olup bazi bakteri ve mantarlarin hiicre duvarinda da yer almaktadir. Seliillozda
C2 karbonundaki hidroksil grubu yerine kitinde asetamido grubu bulunmaktadir (Sekil
1.3). Kitosan ise kitinin alkali ortamda deasetilasyonu sonucu elde edilen (1-4) bagl D-
glukozamin {iinitelerinden olusan lineer bir polisakkarittir (Sekil 1.4) [53]. Kitosan

suda ¢oziinmeyip sadece asidik ¢oziiciilerde (< 6.0 pH) ¢oziinmektedir.
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Sekil 1.4. Kitosanin kimyasal yapis1 [53]

Kitosanin avantajlar1 arasinda dogada bol bulunmasi, normal biyolojik c¢evrede
giivenli, toksik olmayan ve biyouyumlu-biyoparcalanabilir yap1 gostermesi [54],
epitelin membran gegirgenliginin {istesinden gelebilmesi [55], enzimatik degredasyona
kars1 dayanikli olmasi [56], ilag/genlere direk bir sekilde tasinmasi ve niikleusa

girebilmeleri [57] yer almaktadir.

Nanopartikiillerin yapiminda kullanilan polimerlerin molekiil agirliklar1 salinim
mekanizmasinin isleyisi agisindan oldukca 6nemlidir. Yiiksek molekiil agirligina sahip
bir polimerin in vitro ila¢ salimimi daha yavas olacaktir [58]. Dolayisiyla in vitro
caligmalarin daha verimli olabilmesi i¢in kullanilan polimerin molekiil agirlig1 kiigiik
olmalidir. Bundan dolayr bu c¢alismada diisiik molekiil agirlikli kitosan tercih

edilmigdir.

Kitosan nanopartikiillerini hazirlamak i¢in en az dort metod kullanilmaktadir. Bunlar
iyonotropik jelasyon, mikroemiilsiyon, emiilsifikasyon solvent difiizyon ve
polielektrolit komplekstir [59]. Yapilan bu ¢alismada kitosan nanopartikiillerini elde

etmek ic¢in iyonotropik jelasyon metodu kullanilmistir. Bu metod kitosanin amin
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gruplart arasindaki elektrostatik etkilesime bagli olup tripolifosfat (TPP) gibi
polianyon gruplar ile negatif bir sekilde yliklenir [60]. Kitosan stabilize eden ajanlarin
varhiginda veya yoklugunda asetik asit icerisinde ¢oziiniir. Polianyon eklenerek,

nanopartikiiller manyetik karistiricida sekillendirilir [61].

1.3.1.4. Lipozomlar

Lipozomlar ayni hiicre zar1 gibi yapida keseciklerdir. Bu kesecikler, sistemik
toksisiteyli minimuma indirirken tiimorlii bolgelere ilacin maksimum miktarlarini
ulagtirirlar [62]. Bas ve kuyruk gruplan igeren fosfolipidlerden olugsmuslardir. Bas
kismi hidrofilik bir karaktere sahip olup suyu sever ancak fosfolipidlerin kuyruk diye

adlandirilan kismi1 hidrofobik olup yapilarda su tarafindan itilir.

Tiimorlii dokulardaki kan damarlarinda endotel tabakasindaki hiicreler arasinda
saglikli bir bireydeki kadar siki baglanti noktalar1 bulunmaz ve genellikle 400 nm
asagisindaki lipozomal yapilar bu bosluklardan rahatlikla gegebilir. Doxorubicin,
Camptothecin ve Daunorubicin gibi antikanser ilaclarinin taginimi lipozomal

sistemlerde giinlimiizde kullanilmaktadir [63].

1.4. Kanser Tedavisinde Kullanilan Etken Maddeler ve Coklu Ila¢ Direnci

1.4.1. Kanser Tedavisinde Kullanilan Etken Maddeler

Kanser tedavisinde pek ¢ok ilag kullanilmakla beraber en ¢ok bilineni sisplatin (cis-

diamminedichloroplatinum II; CDDP) dir.
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1.4.1.1. Sisplatin

Son yillarda kemoterapide cesitli ila¢ kombinasyonlart kullanilmistir. Yeni ilag
kombinasyonlari ile beraber sisplatin kullanimiyla yiiksek cevap orani elde edilmistir.
Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum II) halen yaygin olarak antikarsinojenik
olarak kullanilan 6nemli bir sitotoksik maddedir [64]. Bu maddelerin terapotik
anlamda ve doza bagli neden oldugu toksisite orani oldukca yiiksektir. Sisplatinin in
vitro ve in vivo ¢alismalarda, etkin oksijen radikallerinin diizeyini artirdigi
gozlenmistir. Sisplatin uygulamalar1 sonucu olusan lipid peroksidasyona bagl olarak
dokularda MDA ve GSH diizeylerinde ve bazi koruyucu enzimlerin aktiviteleri ile
antioksidan maddelerin diizeylerinde degisiklige neden oldugu gosterilmistir [65,66].
Sisplatin klinikte genellikle ovaryum, testis ve idrar kesesi kaynakli kanserlerin
tedavisinde kullanilmakta olan platinum grubu bir ilagtir. Sisplatin hiicre icersine
girerek DNA ile zincir i¢i ve zincirler arasi kopriiler kurarak kovalent baglar yapar.
Cesitli deneysel caligmalarda da sisplatinin C6 glioma hiicrelerinde hiicre siklus

duraklamasina ve apoptozise yol actig1 gosterilmistir [67,68].

1.4.2. Coklu ila¢ Direnci

Kanser hiicrelerinin kemoterapétik ilaglara karsi gelistirdigi ¢oklu ilag direnci (MDR,
Multi Drug Resistance) kanser tedavisinde karsilasilan en onemli problemlerden
biridir. MDR, tek bir sitotoksik ajana maruz kalan kanser hiicrelerinde, bir¢ok
kemoterapotik ilaca karsi gelisen direng mekanizmasidir [69]. MDR, ATP — baglanma
kaseti (ABC) protein ailesine ait membran proteinlerince diizenlenmektedir. Bu
ailenin bilinen ve en ¢ok calisilan proteinleri, MDR1 genince kodlanan MDR1 (P-
glikoprotein) ve MRP1 (multidrug resistance-asscoiated protein 1) genince kodlanan
MRP1 proteinleridir. Bu proteinlerin disinda MRP2, MRP3 ve BCRP/MXRI
proteinleri de MDR olusumunda rol alan proteinlerdir. MDR proteinleri, ATP
hidrolizinden agiga ¢ikan enerjiyi kullanarak kemoterapotik ilaglarin hiicre disina

taginmasini saglayan ATPaz’lardir [70].
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En oOnemli MDR proteinlerinden P-glikoprotein (P-gp) plazma membraninda
lokalizedir. P-gp asir1 eksprese eden hiicreler, c¢esitli ilaglara (antrasiklinler,
antibiyotikler, taxanlar, peptitler, hormonlar) karsi diren¢ gostermektedirler. MDR
proteinleri kanser hiicrelerinde asir1 eksprese olmaktadir. Bu sayede antikanser ilaglara

diren¢ gostermektedirler [11].

1.5. Glutatyon-S-Transferaz

Glutatyon transferazlar, tanimlandigindan beri kullanilan ismiyle glutatyon S-
transferazlar, endojen ve ekzojen kaynakli, elektrofilik ve hidrofobik bilesiklerin
glutatyon ile konjugasyonunu saglayarak, genellikle daha kolay atilabilen ve daha az
toksik metabolitlere doniisiimiinii katalizleyen Faz-II detoksifikasyon enzim ailesidir

(Sekil 1.5) [71, 72].

w %NH COOH + Ksenobiyotik (K) 92T, Hﬁw f\’rNH COOH

COOH
Glutatyon Glutatyon-S-konjugati

v-L-Glutamil-L-sisteinilglisin

Sekil 1.5. Glutatyonun (GSH) ksenobiyotiklere glutatyon transferaz (GST) katalizli
reaksiyonu [71, 72]

GST enzimlerinin biiyiik bir kismi hiicrenin sitoplazmasinda ¢6zlinmiis olarak bulunur
[73]. Bir kismi ise endoplazmik retikulumda (mikromazomal) lokalize olmustur.
Sitozolik GST aktivitesinin mikrozomal aktiviteye gore 5 ile 40 kat daha fazla oldugu
saptanmustir [74]. Karaciger, bobrek, testis, bagirsak ve adrenal bezlerde GST yiiksek
aktivite gostermektedir [75].
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GST’ler muhtemelen tek bir ortak atadan gelirler ve bunlarin substrat 6zgiilliigiiniin ve
farkliliklarinin, dublikasyon, gen rekombinasyonu ve mutasyonlarin birikmesi ile

yeniden sekillendigi diisiiniilmektedir [76].

Sitozolik GST izoenzimlerinin timi molekiil agirliklart 23 ve 28 kDa olan birbirinin
ayn1 ya da farkli iki dimerik proteinden olusurlar [77]. GST pi ve GST teta siniflar
homodimerik izoenzim formlarini temsil ederken, GST alfa ve GST mii siniflar1 daha
kompleks olup; homodimerik ve heterodimerik izoenzim form g¢esitliligi gosterirler

[78].

Sitozolik GST’ lar dimerik proteinlerdir. Her bir alt {initesi yaklasik 25 kDa
agirhgindadir. Her bir alt {inite, iki farkli fonksiyonel bolgeden olusan bir aktif
konuma sahiptir. Bu fonksiyonel bolgeler, fizyolojik substrati (GSH) baglayan
hidrofilik G bolgesi ile yapisal olarak farkli elektrofilik substratlart baglayan
hidrofobik H bdélgesidir. GST izozimlerinin, hidrofobik H-bdlgesindeki aminoasit
kompozisyonunun farklilik gostermesi, enzim ailesinin substrat ¢esitliliginin nedenidir

[79].

Memelilerde sitozolik GST’lar, kimyasal 6zellikleri, immiinolojik reaktiviteleri ve
amino asit dizilis benzerliklerine gore sekil 1.6° da gosterildigi gibi alfa (o), pi (m), mi

(), teta (0), sigma (o), zeta ({) ve omega (o) olarak 7 gruba ayrilirlar [80, 81].

GST geni
| . | | | | I |
Alfa | mu ‘ ‘ feta ‘ ‘ pi | ‘ zeta ‘ ‘ sicma ‘ ‘ kappa ‘ omega ‘
kromozom 6p Ip 22q I1g 14q 4q bilinmiyor 10q
genler Al-A4 MIMS  TLT2 Pl 71 Sl Kl 0l
alleller : :
: Var  Var Var Var Var ? ? ?

Sekil 1.6. GST Siiper gen ailesi [82]
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1.5.1. Pi Sinifi Glutatyon S-Transferazlar

Calismaya konu olan Glutatyon-S-Transferaz (GST) izozimi Glutatyon-S-Transferaz
pit (GSTpi) dir. Kromozom 11q 13’te haritalanmis olan GST P1 geni, GST PI1-1
izeoenzimini kodlar [83]. Akciger, 6zafagus, bobrek ve plesanta gibi bir¢ok organda
eksprese edilir [84]. GST P1-1 enzimleri birgok farkli kanserde uygulanan kemoterapi
ve radyoterapiye direnglilik gosterir [85].

GST pi izoenziminin akciger, girtlak, kolon, karaciger, meme gibi ¢esitli insan kanser
dokularinda ve cesitli kanser oncesi dokularda biriktigi rapor edilmistir ve kanser

arastirmalarinda bir tiimor belirleyici olarak kullanilmaktadir [86, 87].

1.5.1.1. Glutatyon S-Transferaz pi ile Sisplatin Tliskisi

Kanser tedavisinde etken madde olarak kullanilan sisplatinin etkisi hiicrelerde
meydana gelen direncten dolayr sinirlandirilmaktadir. Sisplatin diren¢ mekanizmast;
sisplatine direncli hiicre hatlariin birkag tipinde ¢alisilmis ve multifaktoryal oldugu
goriilmiisdiir. Bu gostermistir ki; kanser hiicreleri intraseliiler ila¢ birikiminin
azalmasmna yol acan (I) ilag tasinmasindaki degisiklikler, (II) glutatyon ve
metallotiyoninler gibi intraseliiler temizleyicilerin seviyelerinin yiikselmesinden
dolay1 gelisen ila¢ detoksifikasyon sistemi, (III) artan niikleotid kesip ¢ikarma, DNA
sarmalinin i¢inde c¢apraz bag ve yanlis eslesme tamirinin eksikligini iceren DNA
tamirindeki degisiklikler, (IV) DNA hasarim1 tolere eden mekanizmalardaki
degisiklikler ve son olarak (V) apoptotik hiicre 6liimii yollarindaki degisikliklerden
dolayi sisplatin direnci gelisebilmektedir [88, 89] (Sekil 1.7).

Sisplatin direnci glutatyon ve metalloyiyonin gibi intraseliiler tiyol kapli molekiiller

tarafindan ilacin artan inaktivasyonu sonucunda ortaya ¢ikabilir.

Glutatyon, koruyucu bir tri-peptit olmasinin yani sira serbest radikalleri temizler,
hiicrelerin redoks c¢evreden ve ksenobiyotik maddelerden korumasini saglar.
Glutatyon-S-Transferaz (GST) tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda, bir etken madde

olan sisplatinin DNA gibi diger hiicresel molekiillere baglanmasinin engellenmesi
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sonucunda glutatyon ile birlesebilir. Glutatyon sisteminin sisplatin direnci tizerindeki
rolii, kanser doku ve hiicre hatlarinin her ikisinde de yaygin olarak calisilmistir.
Ovaryan, servikal, akciger, embriyonal ve mesane kanser hiicre hatlarindaki Glutatyon
veya GST’ 1n konsantrasyonlarindaki artis sisplatin direnci ile iliskilendirebilse de [90,
91] hepsinde gozlemlenememistir [92]. Benzer bir sekilde kanser hastalarinda sisplatin
yanit orant ile glutatyon veya GST ekspresyonlariyla iligkili caligmalarda elde edilen
bulgular birbiriyle uyusmazlik gostermisdir. Bas ve boyun kanserli veya kiigiik hiicreli
dis1 akciger karsinomuna sahip hastalarda gercgeklestirilen bazi calismalarda ise
glutatyon ve GST ekspresyonlarinin sisplatin direnci ve kotii klinik sonuglar ile iligkili
olabilecegi bulunurken [93], serviks, ovaryel kanser ve kiiclik hiicreli dis1 akciger
kanserli hastalarda sisplatin tedavisinden sonra olusan yanit orani veya sagkalim ile

GST ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir [94].
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Sekil 1.7. Sisplatin diren¢ mekanizmasi [88]

1.6. Glutatyon S-Transferazlarin Kanser Tedavisindeki Onemi
Son yillarda yapilan c¢aligmalar, pi ve mii sinif GST’ larin, hiicresel yasam ve 6liim
sinyal iletimine katilan, mitojen ile aktive edilmis protein kinaz (mitogen-activated

protein kinase-MAP kinase) yolagindaki diizenleyici roliinlin de kemoterapdtik
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ilaclara diren¢ gelismesinde etkili oldugunu gostermistir. GSTP’nin MAP kinazlardan
biri olan ve istemli hiicre 6liimii yolaginda anahtar enzim olan JNK ile (c-Jun N-
terminal kinase 1) JNK-GSTP kompleksi olusturarak JNK1°1 inhibe ettigi ve boylece
nihai etkisi istemli hiicre 6liimii olan JNK’nin etkisini ortadan kaldirdig1 bildirilmistir
[95]. Pekcok antikanser bilesik, MAP-kinaz yolaklarini, oOzellikle JNK ve p38

yolaklarini, aktive ederek istemli hiicre 6liimiine sebep olmaktadir [96].

Artmis GSH/GST seviyelerinin kemoterapi tedavisinde bu sistemle metabolize olan
pek c¢ok ilacin (adriamisin, klorambusil, melfalan ve diger nitrojen mustard vs.)
metabolizmasin1 hizlandirarak; ilagla hedeflenen etkiye ulasilamamasina, bir baska

deyisle ilaca kazanilmis direng gelisimine sebep oldugu gdsterilmistir [97].

Bu nedenle kemoterapide, geleneksel elektrofilik kanser ilaclarmin (alkilleyici
bilesiklerin) etkinliginin diizenlenmesinde, GST inhibitérlerinin kullaniminin faydali
olabilecegi diislincesi dogmustur. Bu amagla bu sistemi hedef alan c¢esitli bilesikler

gelistirilmis ve hem deneysel olarak hem de klinikte denenmistir [98].

Kemoterapotik bilesiklere gelisen direncin ortadan kaldirilmasindaki yeni tedavi
yaklagimlarindan bir digeri de, tiimor hiicrelerinde yiikselmis seviyelerde salgilandigi
bildirilen GST enziminden (6zellikle GSTpi) terapotik amagla yararlanmaktir. Bu
yaklasim kendisi inaktif olan ve tiimor hiicrelerinde yilikselmis seviyelerde bulunan
enzimler ile tercihan ve spesifik olarak toksinlerine doniisen o©n ilaglarin
uygulanmasidir. Bu strateji bilesigin normal dokulara toksisitesini azaltirken aktif

bilesigin tiimor dokusuna artmis miktarda tasinmasini da miimkiin kilmaktadir [99].

1.7. Literatiir Ozeti

Kim ve ark. (2008) [100] tarafindan yapilan ¢alismada sentezledikleri 300-500 nm
boyutlarinda glikol-kitosan nanopartikiillerini (HGC) antikanser ilag¢ tastyicisi olarak
calismiglardir. Calismalarinda, diyaliz metoduyla sisplatini, HGC nanopartikiilleri
icerisine enkapsiile ederek in vitro ve in vivo c¢aligmalarda sisplatinin 1 haftalik

salinimi incelenmigler ve sisplatinin HGC nanopartikiillerinden belirli oranlarda
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salindig1 i¢in daha yiiksek antitimor etki fakat normal hiicrelere az sitotoksisite

gosterdigini gézlemlemislerdir.

Cesitli sentetik ve dogal polimerler, nanopartikiillerin {iretimi i¢in kullanilmaktadir.
Glinlimiizde bir polisakkarit tiirevi olan kitosan bu alanda ¢ok sik kullanilmaya
baglanmistir. Kitosan uygun biyolojikal o6zelliklerinden dolay: ilag tasmmmasi igin
yardimer farmasotikal madde ve biyomataryel olarak kullanilmaktadir [101]. Ayni

zamanda biyoparcalanabilir bir yapiya ve diisiik toksisiteye sahiptir [102].

Qi ve ark. (2006) [103] tarafindan yapilan caligmada hepataseliiler karsinomanin
biliylimesi iizerine kitosan nanopartikiillerinin antitimdr etkisini arastirmiglardir.
Yaklasik boyutlar1 40-100 nm arasinda olan kitosan nanopartikiilleri sentezlenmistir.
Bu sentezlenen nanopartikiillerin in vivo ve in vitro BEL7402 insan hepatoma hiicre
hatt1 iizerindeki antitiimor etkisi incelenmis ve yiiksek antitiimor etkisinin oldugu
gosterilmistir. Ayrica, farkli boyutlardaki (40, 70, 100 nm) kitosan nanopartikiilleri ile
muamele edilen faredeki BEL7402 hiicreleri {izerindeki tiimor biiylime inhibitor

oranlar1 % 24,07, % 61,69, %58,98, %34,91 olarak bulunmustur.

Campos ve ark. (2004) [104] tarafindan yapilan ¢alismada kitosan nanopartikiillerin
okiiler ila¢ taginma potansiyellerini konjektival hiicre kiiltiirlerinde ve in vivo da
aragtirmiglardir. Kitosan nanopartikiilleri florasein ile isaretlenmis ve bu konjugat 24
saat in vivo da takip edilmis ve bu bolgede hiicre yasayabilirliginin % 100 oldugunu

bulmuslardir

Son yillarda kemoterapi de g¢esitli ilag kombinasyonlar1 kullanilmistir. Yeni ilag
kombinasyonlar1 ile beraber sisplatin kullanimiyla yiiksek cevap orani elde edilmistir.
Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum II) halen yaygin olarak antikarsinojenik
olarak kullanilan 6nemli bir sitotoksik maddedir [105]. Sisplatin yaygin olarak testis,
ovaryum, mesane, bas ve boyun, akciger kanserlerinin (kii¢iik hiicreli ve kiiclik hiicreli

olmayan akciger kanserleri) tedavisinde kullanilan 6nemli bir antikanser ajandir [106].

Cafaggi ve ark. (2007) [107] yapilan ¢alismada 180-350 nm boyutlarinda pozitif veya
negatif iyon yiikliyle yiiklenen nanopartikiilleri; bir katyonik polielektrot yani kitosan
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ve N-trimethyl kitosanla bir anyonik sisplatin-aljinat kompleksinin elektrostatik
etkilesimi ile hazirlanmiglardir. Bu partikiillerin ¢esitli hiicre hatlari lizerindeki etkisi
test edilmis ve sisplatinin sitotoksik aktivitesinin pozitif nanopartikiillerde daha diisiik
oldugu bulunmustur. Yapilan bu calisma sonucunda; polikarboksilat polimerleriyle
sisplatin kompleksleri yliksek potansiyel ilgiye sahip sisplatin-partikiilat tasiyicilara
doniisebilecektir Arastirmalarinda  destekledigi gibi polimerik nanopartikiiller
araciligiyla ilacin istenilen bolgeye tasinmasi hem ilacin toksisitesini azaltmakta

hemde ilacin spesifik olarak kanserli hiicreleri etkilemesini saglamaktadir.

Yapilan bu ¢alismanin amact; sisplatin yiikli kitosan nanopartkiillerinin uygun dozda
ve siirede Hela kanser hiicre hattt lizerine kitosan nanopartikiillerine yiiklii
kematerapotik bir ilag olan sisplatinin salinimi ve kullanilan hiicre hatti iizerindeki

apoptotik ve nekrotik etki ile birlikte GST pi ekspresyonu arastirilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihaz ve Kimyasallar

Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM, BD., USA), tripsin/10 mM EDTA
(Etilendiamintetraasetat) (Sigma, ABD), PBS (fosfat buffer saline) (Sigma, ABD),
kitosan (SIGMA, Japonya), asetik asit (Reidl-de Haén, Almanya), TPP (Sigma Aldrich,
ABD), Primer antikor (Kaspaz 3) (Neomarkers Fremont, CA), Primer antikor (GST pi)
(Lab Vision) Sekonder Antikor (Biotinylated secondary antikor) (Dako), WST-1 (Roche,
Almanya), %30’ luk H,O, Soliisyonu (Sigma), Etanol (Merck, Almanya), Metanol
(Merck, Almanya), Ksilol (Merck), Protein Blokaji1 (Normal Swine Serum, Normal Goat
Serum) (Dako), ABC HRP (Avidin Biotin Complex Horse Radish Peroxsidase) (Dako)
Hematoksilen (Shandon), DAB (Diamino benzidin) (Dako), FBS (Fétal sigir serumu,
Serva, Israil), HeLa kanser hiicresi (Hacettepe Temel Onkoljik Bilimler, Ankara), BSA
(Merck, Almanya), Triton X100 (Roche, Almanya)

Elisa pleyt okuyucu (ASYS Hitech UVM 340 Plate Reader)

Laminar akis kabin (klas II Laminar Flow Cabinet, Labor ildam, Tiirkiye), UV sterilator
(Phlihips), karbondioksitli etiiv (Niive, Tiirkiye), 1sik mikroskobu (Olympus CK2,
Japonya), invert mikroskop (Leica BMI 6000, isveg), dijital kamera (Olympus C-4000,
Japonya), Ultrasantrifiij 3K30 (Sigma, Almanya), Liyofilizator ( Hetovr 1, Hollanda), 96
gozIii hiicre kiiltiir kab1 (BD, USA), hiicre kiiltiirii flasklar1 (BD, USA), 0,45 um filtreler
(Sartorius), etiiv (Ultralab U — 120), santrifiij (Ultralab), yliksek devirli sogutmali
santrifiij (Beckman Coulter Alegra X - 22), ZetaSizer ( Malvern Nano-ZS, terazi
(Scaltec), manyetik karistirict (Simsek Laborteknik), santrifiij tiipleri (Nunc, Almanya),
mikropipetler (Scaltec, Almanya), pipetler, cesitli cam malzeme ve g¢esitli plastik

malzeme analitik diizeyde kullanilmistir.
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2.2 Kitosan Nanopartikiillerinin Sentezlenmesi

Sunulan bu caligmada kitosan nanopartikiillerinin elde edilmesinde iyonik jelasyon
metodu kullanildi. Sekil 2.1.” de de gosterildigi gibi ilk asamada 0,5 g kitosan % 1° lik
asetik asit icerisinde ¢oziinerek % 0,5’ lik kitosan ¢ozeltesi hazirlandi. Hazirlanan % 0,5’
lik kitosan ¢ozeltisinin p H degerinin 4,6-4,8 arasinda tutulabilmesi i¢in 10 M’lik NaOH
coOzeltisi damla damla manyetik karistiricida karigsmakta olan kitosan ¢ozeltisine ilave
edildi. Bir siire karistiktan sonra 0,5 g TPP (tripolifosfat) dH,O igerisinde ¢oziinerek %
0,5’ lik TPP ¢ozeltisi hazirlandi. p H’ 1 ayarlanan kitosan ¢ozeltisi ve TPP oran1 3:1 (v/v)
olacak sekilde alindi ve TPP c¢ozeltisi mikropipet yardimiyla damla damla manyetik
karistirict iizerinde bulunan kitosan ¢ozeltisine ilave edildi. Hazirlanan karisim oda
sicakliginda 1 saat yiiksek karistirma hizinda manyetik karistiricida karistirildi. 1 saatin
sonunda 9.000 rpm de 15’ er dakikalik araliklarla santrifiij edildi. Her santrifiijden sonra
dH,O ile yikandi ve ependorfun dip kisminda kalan pelte halindeki kitosan
nanopartikiilleri toplandi [25].

Kitosan pH4.6 ayarlands

1 &

Asetik asit
icerisindeki 30 dk
kitosan ¢ozeltisi karistwildx

% 1" lik asetik asit oey
ozeltisi Tripolifosfat -

(TPP) \

_ Santrifiijleme ile —

saflagtalda

9.000 rpm de 1 saat
karistualda

Kitosan
nanopartikiilleri

Sekil 2.1. Kitosan nanopartikiillerin hazirlanma prosediir
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2.3. Kitosan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

2.3.1.Kitosan Nanopartikiillerinin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Sunulan bu ¢aligmada sentezlenen kitosan nanopartikiillerinin morfolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla (karakterizasyonu) Taramali Elektron Mikroskop (SEM) ile

Atomik Kuvvet Mikroskop (AFM) tekniklerinden yararlanilmistir.

2.3.1.1. Taramal Elektron Miksokop (SEM) ile Morfolojik Ozelliklerin

Belirlenmesi

Taramal1 Elektron Mikroskobu optik kolon, numune hiicresi ve goriintiileme sistemi
olmak iizere 1i¢ temel kisimdan olusmaktadir [108] (Sekil 2.1). Kitosan
nanopartikiillerinin =~ morfolojik  6zelliklerinin ~ belirlenmesi  amaciyla, kitosan
nanopartikiiller standart uygulama geregi ince bir altin film tabakasiyla kaplanarak
nanopartikiillerin Taramali Elektron Mikroskop (SEM) goriintiileri alinmis ve

nanopartikiillerin boy dagilimi belirlenmistir.

Elektron — K_)

Tabancasi — —

Yodunlagtinc: .

Mercek
Tarama

Devwresi

Tarama
Sargulan
Obhjektif Mercek

——

Video
Yiiksehteci

Objektif Mercek i
Acikhidn

Humumne — 5

Saptmwici Sargilar

Sekil 2.2. Taramali elektron mikroskobunun sematik goriiniitiisii (109)

28



2.3.1.2. Atomik Kuvvet Mikroskop (AFM) ile Morfolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

1980’ li yillarda gelistirilmis olan atomik kuvvet miksokobu (AFM) nanoboyuttaki
degerlendirmeleri  yapabilmek i¢in goriintiiler almaya yarayan taramali ug
miksokoplardan biridir [109]. Sekil 2.2.” de goriildiigii gibi Sivri ug¢ ylizeyi tarar ve
yiizey ile arasindaki kuvvet 6l¢iiliir. Ayn1 zamanda sekle bakildiginda manivelanin (sivri
uc) biraz egildigini goriiliir. Iste bu egilme miktarina gdre atomik kuvvet dlgiiliir [110].
Yapilan ¢alismada sentezlenen kitosan nanopartikiiller direkt AT 5500 Atomik Kuvvet

Mikroskop (AFM) iinitesine yerlestirilmis ve numunelerin boy dagilimlar1 incelenmistir.

Gerni Bildirim
Mekanizmas

Fotadiyot

Taranan Yﬁzey "/ Manivela ve Sivri Ug

. Piezoelektronik Tarayic

Sekil 2.3. AFM sistemi sematik goriiniimii ve AFM sistemi ¢alisma prensibi (111)

2.3.2. Kitosan Nanopartikiillerin Zeta Sizer Ile Boyut ve Yiik Analizi
Sentezlenen kitosan nanopartikiillerin boyut dagilimlarini belirlemek ve SEM ile AFM

calismalarindan elde edilen sonuglar ile karsilastirmak i¢in Malvern’ nin Nano—ZS

ZetaSizer cihazindan yararlanilmigtir.
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2.3.2.1. ZetaSizer Cihaz Ile Zeta Boyut Analizi

Parcaciklar kendilerini saran ¢6ziicii molekiilleri sayesinde rastgele gerceklestirdikleri
Brownian hareketi ile belirli bir hizda hareket ederler. Partikiil boyutu biiyilidiikce
Brownian hareketi yavaslamaktadir. Malvern’ nin Nano-Zs ZetaSizer cihazi ile
partikiillerin ¢oziicii icerisindeki hareket etme hizi, yani diflizyon katsayisi dlctilmekte
ve Ol¢lim sonunda elde edilen difilizyon katsayis1 bizi hidrodinamik ¢apa gotiirmektedir.
Eger partikiiller biiyiikse, sinyal yavas degisecek ve korelasyon uzun siirecek, eger
partikiiller kiigclikse ve hizli hareket ediyorsa o zaman korelasyon daha hizli bir sekilde
gbzden kaybolacaktir. Bu prensip ile ¢alisan Malvern’ nin Nano-ZS ZetaSizer cihazi

kullanilarak kitosan nanopartikiillerinin boyut analizi yapildi.

Sentezlenen kitosan nanopartikiillerin siipernatanti 6l¢lim igin polistiren kapli kiivet
icerisine konulup 25 C° sicaklikga ayarlanmis sicaklik kontrollii bir bolme igerisine
yerlestirildi. 633 nm lik lazerin kiivet icerisindeki ¢ozeltiden ge¢mesini saglayan bu

sistem ile kitosan nanopartikiillerin boyut analizi yapildi.

2.3.2.2. ZetaSizer Cihaz ile Zeta Yiik Analizi

Sentezlenen kitosan nanopartikiillerin Zeta potansiyelinin belirlenmesi i¢in Malvern’
nin Nano — ZS cihaz1 kullanilmistir. Zeta potansiyeli koloidal parcaciklar arasindaki
etkilesimin 1iyi bir gostergesi olup yapilan dl¢limler koloidal sistemlerin kararliligini
degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Sulu sistemde dagitilmis koloidal partikiillerin
cogu belirli bir yiizey yikiine sahiptir. Partikiil yiizeyinde net yiikiin olusmasi,
cevresindeki iyonlarin dagilimimni etkiler ve bdylece partikiil ile zit yiike sahip olan
iyonlarin yiizeye daha yakin hale gelmesini saglar. Boylece, her partikiiliin ¢evresinde
iki kisimdan olusan elektriksel ¢ift tabaka olusur. Bu kisimlar; iyonlarin kuvvetli bir
sekilde baglandig1 bir i¢ tabaka (Stern tabaka) ve iyonlarin daha gevsek oldugu bir dis
(difize) bolgedir. Bu diflize bolge icinde, her partikiiliin aym1 kararliligi gosterdigi
kavramsal bir sinir bulunmaktadir. Bu sinirdaki potansiyel Zeta potansiyelidir. Cihaz
oletiigli birim elektrik alanindaki partikiil hizindan Henry esitligini kullanarak 6lgmek

istedigimiz zeta potansiyel degerini hesaplamaktadir.
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Calismada sentezlenen kitosan nanopartikiillerinin siipernatant1 6lgiim igin polistiren
kapli kiivet icerisine konularak 25 C° da aciklanan prensiple ¢alisan Malvern’ nin Nano-

ZS ZetaSizer cihazi ile Zeta potansiyeli 6l¢iildii.

2.4. Kitosan Nanopartikiillerinin Hiicre Yiizeyi Ile Etkilesimi ve Sisplatin Yiiklii
Kitosan Nanopartikiillerinin HeLa Kanser Hiicre Hatt1 Uzerindeki Apoptotik
Etkisinin Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Ile Gériintiilenmesi

Sentezlenen kitosan nanopartikiilleri ila¢ yiiklenmeden 6nce HeLa kanser hiicre hatti
lizerine uygulanmis ve hiicre yiizeyi ile etkilesimi ve sisplatin yiikli kitosasn
nanopartikiillerin HeLa kanser hiicrelerinde yarattigir apoptotik etki Taramali Elektron

Mikroskop (SEM) tekniginden yararlanilarak gdsterilmistir.

Kitosan nanopartikiillerinin hiicre yiizeyi ile etkilesiminin incelenmesi i¢in HeLa kanser
hiicrelerinin ayr1 ayr1 iki tane 6 kuyucuklu platelere ekimi yapildi. Kuyucuklu
platelerdeki hiicreler belirli sayiya ulastiktan sonra birinci plate 75 pg/ml bos kitosan
nanopartikiilleri uyguland:. Ikinci plate ise 50, 100, 250, 500, 1000 pg/ml sisplatin
yiiklii kitosan nanopartikiilleri uygulandi. Uygulamadan 24 saat sonra her bir kuyucuk
PBS (pH 7,2) ile yikandi. Yikama sonrasinda her bir kuyucuga % 0,3’liik gluteraldehit
ile muamele edildi. +4 °C’ da 30 dk bekletildi. Daha sonra 2 defa PBS (pH 7,2) ile
muamele edilerek +4 °C’ da bekletildi. En son asamada ise PBS alinarak her bir
kuyucuga % 70’ lik alkol ilave edildi. Yiikselen alkol serilerinde degistirme yapildiktan
sonra amilasatata gecirilmis, kritik noktada kurutma cihazinda CO, ile kurutuldu.
Kurutulan 6rnekler SEM staplarina cift tarafli bant ile yapistirildiktan sonra Polaron SC
SO, kaplama cihazinda altinla kaplandi. Yapilan bu asamalardan sonra JEOL JSM 6060
taramal1 elektron mikroskop (SEM) ile incelemesi yapildi. inceleme sonucunda HeLa
kanser hiicrelerinin yilizeyine tutunan kitosan nanopartikiillerinin goriintiisii ile sisplatin
yiiklii kitosan nanopartikiillerin uygulandigi HeLa kanser hiicrelerinde apoptoza
ugrayan HeLla kanser hiicrelerinin morfolojik o6zellikleri JEOL JSM 6060 taramali
elektron mikroskop (SEM) ile IOKV hizlandirici voltajda, goriintiiler dijital ortama

aktarilmstir.
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2.5. Kitosan Nanopartikiillere Sisplatin (CDDP) Yiiklenmesi

Bolim 2.2. de belirtilen prosediire gore sentezlenen kitosan nanopartikiilleri ultra
santrifiij ile 40.000 g’ de 10 °C’ da 1 saat santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan

tizerlerindeki siipernatantlar atildi. Coken kisim ise liyofilize edilerek toz hale getirildi.

Sentezlenen kitosan nanopartikiillerinden 100 mg alinip 2,5 ml enjeksiyonluk su ile
kanigtirilarak 15 dakika sonikatérde sonike edildi. Bu sayede partikiiler yapinin
gevsemesi saglandi. Bu karigimin iizerine 2,5 mg/ml sisplatin ilave edilerek manyetik
karistiricida 100 rpm’ de 3 saat karigtirildi. Sisplatin yiiklenen kitosan nanopartikiilleri
14.500 rpm de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi ve ependorfun dip
kisminda toplanan sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiilleri HeLa kanser hiicre hattina

uygulanmak tizere toplandi.

2.6. Sisplatin Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinin Ila¢ Salinimi ve In Vitro Ila¢

Yiikleme

Sentezlenen kitosan nanopartikiilleri ultra santrifiij ile 40.000 g’ de 10 °C’ da 1 saat
santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan tizerlerindeki slipernatantlar atildi. Cken kisim ise
liyofilize edilerek toz hale getirildi. Liyofilize edilen kitosan nanopartikiilleri sisplatin
yiiklenerek belirli zaman araliklarinda nanopartikiillerden ilacin ne kadarmi serbest

biraktig1 graphite furnace-atomic adsorption spectrometer (GF-AAS) ile tespit edildi.
2.6.1. Sisplatin Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerin fla¢c Salinimm

Liyofilize edilen kitosan nanopartikiillerinden 100 mg alinarak 10 ml steril distile su
icerisine ilave edildi. Elde edilen karisimdaki kitosan nanopartikiillerinin yapisinin

yumsamast i¢in 15 dakika sonikatorde sonike edildi. Sonike edilen karigimin iizerine 10

mg/ml sisplatin ilave edilerek manyetik karistiricida 1000 rpm’ de 3 saat karistirildi.
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3 saatin sonunda 20 ml’lik bu karistimdan 1 ml alinarak 0,1 pm filtreden gecirildi ve
sadece sisplatin tayini i¢in saklandi. Miktar1 azalan karisimin lizerine 1 ml steril distile

su ilave edilerek 20 ml’ ye tamamlandi.

20 ml olan karisim 12, 24, 48, 72, 96 saatlik ilag salinimimi 6lgmek i¢in 4 ml’ lik
karisimlara boliindii. Her 4 ml’ lik karisim siiresi doldugunda alinarak 0,1 pm’ lik
filtreden gecirildi ve steril ependorf icerisine koyularak graphite furnace-atomic

adsorption spectrometer (GF-AAS) ile analiz edildi.

20 ml olan karisim 12, 24, 48, 72, 96 saatlik ilag salinimini 6lgmek i¢in 4 ml’ lik
karigimlara boliindii. Her 4 ml’ lik karisim siiresi doldugunda alinarak 0,1 pm’ lik
filtreden gegirildi ve steril ependorf icerisine koyuldu. Numuneler Graphite furnace-
atomic adsorption spectrometer (GF-AAS) cihazi ile inceleme yapilmadan once ilk
olarak distile su icersindeki 1 mg/ml sisplatin ¢ozeltisi 50X107 png/L olacak sekilde
seyreltildi. Seyreltilen ¢ozeltinin pH 1 hidroklorik asit (HCI) kullanilarak 0,5’e ayarlandi.
pH 0,5 olan ¢6zeltiden standart ¢ozelti hazirlandi. Graphite furnace-atomic adsorption
spectrometer (GF-AAS) cihazi kullanarak standart c¢ozeltiden, standard grafik elde
edildi. Farkli zaman dilimlerinde elde edilen soliisyonlar yiiksek devirli santrifiijde
santrifiij edilerek nanopartikiillerin ¢oktiiriilmesi saglandi. Santrifiijj sonrasinda
siipernatantlar alinarak GF-AAS cihaz1 kullanilarak ve 6nceden elde edilen standarda

gore hesaplandi [111].

2.6.2. Sisplatin Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinin In Vitro ilac yiikleme

HeLa timor hiicreleri kiiltiir ortaminda c¢ogaltilarak hiicre hatlar1 hazirlanmistir.
Hiicreler % 10 FCS, % 1 antibiyotik iceren DMEM-F12 kiiltiir ortaminda flasklarda 37
°C’de karbondioksit etiiviinde inkiibe edilmistir. Hiicreler yeterli sayiya ulagincaya kadar
2 giin ara ile besi ortaminin vasati degistirilmistir. Belli sayiya ulasan kiiltiirler tripsin ile
kaldirilarak 24 kuyucuklu platelere (50.000 hiicre/well) ekimi yapilmistir. 24
kuyucuktaki hiicreler belli bir sayiya ulastiklarinda serum ve antibiyotik iceren vasatlar

serum ve antibiyotik icermeyen vasat ile degistirilmistir. Sisplatin (7,5, 15, 30, 50, 75,
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100 pg/ml) ve sisplatin (7.5, 15, 30, 50, 75, 100 pg) yiikli kitosan nanopartikiilleri kiiltiir

ortaminda HeLa kanser hiicrelerine uygulandi.

2.7. Toksisitenin Belirlenmesi

Kitosan nanopartikiillerinin, sisplatinin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerinin

HeLa kanser hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkisi WST-1 metodu ile incelenmistir.

[lk asamada HeLa kanser hiicrelerinin 96 kuyucuklu platelere her bir kuyucuga 5x10°
hiicre diisecek sekilde ekimi yapildi. Kuyucuklu platelerdeki hiicreler belirli bir sayiya
ulastiginda farkli miktarlardaki kitosan nanopartikiilleri (7,5, 15, 30, 50, 75, 100 pg/ml),
sisplatin (7,5, 15, 30, 50, 75, 100 pg/ml) ve sisplatin (7,5, 15, 30, 50, 75, 100 pg) yiikli
kitosan nanopartikiilleri uygulanarak 48 saat inkiibe edildi. Pozitif kontrol olarak sadece
medium, negatif kontrol olarak H,O, 1i medium hiicrelere uygulandi. 48 saat sonunda
her kuyucuga 15 ul WST-1 ¢ozeltisi ilave edili. 37 °C’de 4 saat inkiibasyondan sonra
hiicre yasayabilirliginin tespiti i¢in 96 kuyucuklu platelerin absorbans yogunluk degerleri
ELISA plate okuyucuda 420-480 nm’de okundu. WST-1 toksisite testinde yasayan

hiicreler sar1 renk olustururken, 6lii hiicrelerde renk olusumu gézlenmez.

2.8. immiinositokimyasal Boyama Prosediirii

HeLa kanser hiicrelerinde apoptozun belirlenmesinde Kaspaz 3 immunositokimyasal
metod ve ikili boyama metodu, nekrozun belirlenmesinde ise ikili boyama metodu
kullanilmistir. Bununla birlikte antioksidan enzim ailesinden olan ve sisplatinin substrati
oldugu bilinen GSTpi ( Glutatyon-S-Transferaz pi ) antikoru kullanilarak yapilan
immiinositokimyasal boyama ile sisplatinin uygulandigr HeLa kanser hiicrelerinde GST

pi ile sisplatin arasindaki iliski gosterildi [112].
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2.8.1. Kaspaz 3 Antikoru Kullanilarak Yapilan immiinositokimyasal Boyama

Metodu

24 kuyucuklu platelere her bir kuyucuguna 2 ml medium i¢inde 50.000 hiicre olacak
sekilde ekim yapilarak karbondioksit inkiibatoriinde inkiibe edildi. Sisplatin ve sisplatin
yiikli kitosan nanopartikiilleri belirtilen siire ve miktarlarda hiicrelere uygulanda.
Uygulama sonucunda 6ncelikle siipernatandaki yiizen kalkmis hiicreler yapisan 15 ml’
lik falkon tiipe toplandi. Plate yiizeyinde yapisik olan hiicreler ise siipernatanin alimini
takiben, kuyucuklar 1 ml PBS ile 2 kez yikandi ve ardindan 200 pl tripsin — EDTA
eklenerek, 5 dakika beklendi ve hiicreler toplanip aymi falkona ilave edildi. 4000
devir/dak santrifiij edilerek hiicreler elde edildi. Santrifiij bittikten sonra siipernatanin
aspire edilmesini takiben, pellet 1 ml PBS ile tek hiicre siispansiyonu olusturacak sekilde
hazirlandi. Sitosantrifiij lamlar1 (poli L lizinli) etiketlenerek hiicrelerin toplanacagi bolge
isaretlendi. Ardindan santrifiij i¢ine yerlestirilerek, 1 ml’ lik hiicre silispansiyonunun
tamami eklendi. 2.200 rpm’de 4 dakika sitosantrifiij edildi. Lamlar cikarilarak oda
1sisinda bir gece kurumaya birakildi ve siire sonunda formalin ile fikse edildi. Lamlar
once % 0.2” lik Triton X 100 ile daha sonra PBS’de cozlinmiis % 8’lik BSA ile 1 saat
muamele edildi. 1 saatin sonunda BSA hafifce lamellerin kenarindan aspire edilerek
lizerine yikama yapilmadan 100 pl primer antikor (1:300, Kaspaz 3:PBS) pipetlendi. Buz
tizerinde 1 saat bekletildi. Sekonder antikor uygulamasi i¢in her bir lamel tizerine 100 puL
Biotinden (link sisesi) uygulanarak oda sicakliginda 15 dk bekletildi. 2 ml PBS ile 2 x 3
dk yikandi ve PBS aspire edildi. Her bir lamel {izerine Streptavidin HRP sisesinden 100
ul uygulanarak oda sicakliginda 15 dk bekletildi. Lamellerin kenarindan Streptavidin
dikkatlice aspire edildi. 2 ml PBS ile 2 x 3 dk yikandi ve fazla PBS aspire edildi. Hemen
ardindan lameller karanlikta 100 ul DAB ile muamele edildi. Yaklasik 4-5 dakika siire
sonunda DAB’1 lameller distile su ile yikandi. 2 x 3 dk lameller iizerine 100 pL
Hematoksilen uyguland1 ve 3 — 4 dakika kadar bekletip hemen 6nce ¢esme suyu ile
yikanip daha sonrada 2 x 3 dk distile su ile yikandi. Gliserol damlatilip mikroskop

altinda incelendi.
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2.8.2. GSTpi (Glutatyon-S-Transferaz pi) Antikoru Kullanilarak Yapilan

Immiinositokimyasal Boyama Metodu

24 kuyucuklu platelere her bir kuyucuguna 2 ml medium i¢inde 50.000 hiicre olacak
sekilde ekim yapilarak karbondioksit inkiibatoriinde inkiibe edildi. Sisplatin ve sisplatin
yiikli kitosan nanopartikiilleri belirtilen siire ve miktarlarda hiicrelere uygulanda.
Uygulama sonucunda 6ncelikle siipernatandaki yiizen kalkmis hiicreler yapisan 15 ml’
lik falkon tiipe toplandi. Plate yiizeyinde yapisik olan hiicreler ise siipernatanin alimini
takiben, kuyucuklar 1 ml PBS ile 2 kez yikandi ve ardindan 200 pl tripsin — EDTA
eklenerek, 5 dakika beklendi ve hiicreler toplanip aymi falkona ilave edildi. 4000
devir/dak santrifiij edilerek hiicreler elde edildi. Santrifiij bittikten sonra siipernatanin
aspire edilmesini takiben, pellet 1 ml PBS ile tek hiicre siispansiyonu olusturacak sekilde
hazirlandi. Sitosantrifiij lamlar1 (poli L lizinli) etiketlenerek hiicrelerin toplanacagi bolge
isaretlendi. Ardindan santrifiij ig¢ine yerlestirilerek, 1 ml’ lik hiicre silispansiyonunun
tamami eklendi. 2.200 rpm’de 4 dakika sitosantrifiij edildi. Lamlar cikarilarak oda
1sisinda bir gece kurumaya birakildi ve siire sonunda formalin ile fikse edildi. Lamlar
once % 0.2” lik Triton X 100 ile daha sonra PBS’de cozlinmiis % 8’lik BSA ile 1 saat
muamele edildi. 1 saatin sonunda BSA hafifce lamellerin kenarindan aspire edilerek
lizerine yikama yapilmadan 100 pl primer antikor (1:100, GST pi:PBS) pipetlendi. Buz
tizerinde 1 saat bekletildi. Sekonder antikor uygulamasi i¢in her bir lamel tizerine 100 puL
Biotinden (link sisesi) uygulanarak oda sicakliginda 15 dk bekletildi. 2 ml PBS ile 2 x 3
dk yikandi ve PBS aspire edildi. Her bir lamel {izerine Streptavidin HRP sisesinden 100
ul uygulanarak oda sicakliginda 15 dk bekletildi. Lamellerin kenarindan Streptavidin
dikkatlice aspire edildi. 2 ml PBS ile 2 x 3 dk yikandi ve fazla PBS aspire edildi. Hemen
ardindan lameller karanlikta 100 pl DAB ile muamele edildi. Yaklasik 4-5 dakika siire
sonunda DAB’1 lameller distile su ile yikandi. 2 x 3 dk lameller iizerine 100 pL
Hematoksilen uyguland1 ve 3 — 4 dakika kadar bekletip hemen 6nce ¢esme suyu ile
yikanip daha sonrada 2 x 3 dk distile su ile yikandi. Gliserol damlatilip mikroskop

altinda incelendi.
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2.8.3. ikili Boyama Metodu

Ikili boyama metodu cekirdegi boyamakta ve bu sayede apoptozu ve nekrozu
gostermektedir. Riboniiklease A kullanilir. — 20 °C’de saklanir (Sigma R-500).
Riboniikleaz A RNA’y1 boyamaz. Bu sayede sitoplazmik RNA’y1 yok eder. Hoechst
boyama: +4 °C’da saklanir (33342). Apoptotik hiicreleri boyar. Bu sayede gercek
apoptotik hiicreler belirlenir. Propidium lodide: +4 °C’de saklanir. DNA’y1 ve RNA’y1
boyar. Kirmiziya boyayarak sekonder nekrozu gosterir. HeLa kanser hiicrelerinin 6’11
well platelere her bir well de 5x10° hiicre olacak sekilde ekimi yapildi ve hiicreler 37
°C’de CO, inkiibatorde cogaltildi. Cogaltilan hiicrelerin i¢inde bulundugu mediumlar
(st soliisyon) alinarak atildi. Daha sonra iizerine belirli dozlarda kitosan nanopartikiilii,
sisplatin ve sisplatin ylikli kitosan nanopartikiilii uygulandi. 48 saat 37 °C’de CO,
inkiibatorde hiicreler bekletildi (Normalde hiicre biiylimesi 1 giinliiktiir ama burada 2
giin bekletilir.). Daha sonra 6nceden hazirlanan stok soliisyonlar ile boyama yapildi. Bu

stok soliisyonlarin hazirlanisi su sekildedir:

Riboniikleaz A’dan 1ml PBS’de 10 mg RNA olacak sekilde hazirlanir.
Hoechst ise 1 ml PBS’de 200 mikrogram olacak sekilde hazirlanir.
Propidium Iodide Iml PBS’de 100 mikrogram olacak sekilde hazirlanir.
Soliisyonlar kullanilana kadar — 20 °C’de saklanir.

Calisma soliisyonunun hazirlanisi:

10 mL PBS i¢ine RNAaz stoktan 100 mikrolitre

Hoechst stoktan 500 mikrolitre

Propidium lodide stoktan 100 mikrolitre ilave edilerek hazirlanir.
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6 kuyucuklu platelerde ekili hiicrelerin {izerindeki siipernatant falkona toplanir.
Hiicrelerin lizerine 1 mL PBS ilave edilir. Platelerdeki hiicrelerin yiizeyine 200
mikrolitre tripsin ilave edilir. Tripsinin ilave edilmesindeki amag, platelerde altta kalan
hiicrelerin ~ ¢ikarilmasin1 ~ saglamaktadir.  Ustteki  hiicrelerde  ise  apoptozu
gozlemlenecektir. Tripsin 4 dk 37 °C‘de bekletilir. 2 mL medium ilave edilir ve buradan
kopmus hiicreler falkona toplanir. Dip kisma biitlin hiicreler toplansin 4 dk 800 rpm’de
santrifiij edilir. Siipernatant atilir. Uzerlerine 100 mikrolitre double staining soliisyonu
pipetaj yapilir. Karanlikta 15 — 20 dakika 37 °C’de inkiibe edilir. Temiz lam {izerine bu
karisimdan 17 mikrolitre konulup lamelle kapatilir. Lamelin kenarlar1 tirnak cilasiyla
kapatilir. Hazirlanan 6rnekler flouresan mikroskopta DAPI filitresi kullanilarak apoptoza
ugramis hiicrelerin ve FITC (480 — 520 nm dalga boyunda) nekroza ugramis hiicrelerin

degerlendirilmesi yapilmistir.

2.9, istatistiksel Analiz

Yapilan bu caligmada, sisplatin (ng/ml) ve sisplatin yiiklii (ug) kitosan nanopartikiillerin
HeLa kanser hiicrelerinde sebep oldugu kaspaz 3 ve GST pi ekspresyonlar1 yiizdesine
gore ayr1 ayr istatistiksel olarak degerlendirildi. Her iki grup igin kaspaz 3 ve GST pi
ekspresyonlari arasindaki farkliligin olup olmadigin1 anlamak i¢in Mann-whitney U testi
yapildi. Komogorav-Smirnov Uyum 1iyiligi testinden elde edilen sonuca gore T-Testi

uygulandi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Kitosan Nanopartikiillerin Elde Edilmesi

Sunulan c¢alismada kitosan nanopartikiillerin sentezi iyonik jelasyon metoduna
dayanilarak gergeklestirildi. Iyonik jelasyon asitli sulu ¢ozeltilerde art1 yiiklii
polielektrolit olarak davranan kitosanin polianyonlarla kompleks yapmasi ilkesine
dayanir [113]. Kitosan nanopartikiillerinin sentezi sirasinda polikatyonik bir bilesik olan
kitosana polianyonik bir bilesik olan ve c¢apraz baglayici olarak kullanilan TPP
(Tripolifosfat) nin ilave edilmesinin ardindan sekil 3.1’ de gosterildigi gibi “-* ve “+”
yiiklerin ~ birbirleriyle etkilesimleri sonucunda meydana gelen baglar igi

nanopartikiillerin elde edilmesini sagladi.

o CH,OH O

H—O—P=0

CH,OH CH,OH

Sekil 3.1. Kitosan nanopartikiillerin sentezi
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3.1.1. Kitosan Nanopartikiillerin Morfolojik Ozellikleri

Sunulan c¢alismada sentezlenen kitosan nanopartikiillerin morfolojik 6zelliklerini
incelemek {izere yapilan Taramali Elektron Mikroskop (SEM) ve Atomik Kuvvet
Mikroskop (AFM) calismalarina ait Taramali Elektron Mikroskop (SEM) ve Atomik
Kuvvet Mikroskop (AFM) fotograflar1 Sekil 3.2 (A) ve (B) de gosterilmistir.

Incelemeler sonucunda elde edilen SEM ve AFM fotografindan da anlasilacagi gibi
kitosan nanopartikiillerin ortalama boyutunun 100-200 nm arasinda oldugu ve
sentezlenen kitosan nanopartikiillerinin  diizgiin ve kiiresel formda oldugu

anlagilmaktadir.

GLUFEF
T iy, AR
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Sekil 3.2. Kitosan nanopartikiillerin morfolojik o6zellikleri, A) Taramali Elektron
Mikroskop (SEM) fotografi, B) Atomik Kuvvet Mikroskop (AFM) fotografi

3.1.2. Kitosan Nanopartikiillerin Zeta Sizer ile Boyut ve Yiik Analizi
Kitosan nanopartikiillerinin boyut analizi SEM ve AFM goriintiileme tekniklerine ek
olarak Malvern’nin Nano-ZS ZetaSizer cihazi kullanilarak yapildi ve nanopartikiillerin

Zeta boyutu elde edildi. Yapilan Zeta boyut analizine gore kitosan nanopartikiillerin
Zeta boyutunun sekil 3.3’ de gdsterildigi gibi ortalama 174 nm oldugu tespit edildi.
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Boyut (d.nm) : Yogunluk (%) : Genislik (d.nm) :

Z-Average (d.nm): 1745 Peak 1: 2357 94,9 134,3
Pdl: 0,393 Peak 2: 4511 5.1 8764
Intercept: (0,948 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality :

Bovut Dagilm Yogunhigu
10 ...................... T e i« T e R
8 ...................... ........................................................................................
Yogunhlk
(0’6) (2% S R ...........................................................................................
4 ...................... ............................................................................................
R ........................................................................................
0 ; :
01 1 10 10000
Bovyut (d.nm)
Record 1: ktsn 1 1|

Sekil 3.3. Kitosan nanopartikiillerin Zeta boyut analizi

Kitosan nanopartikiillerin yiizdelik dilime karsilik gelen boyut dagilimi ise sekil 3.4° de
gosterilmis olup en diigiik yiizdelik dilime sahip olan nanopartikiil boyut dagiliminin
68,06 nm oldugu en yiiksek yilizdelik dilime sahip boyut dagilimimin ise 190,1 nm
oldugu tespit edildi.
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Bovut (d.nm) | Yogunluk Boyut (d.nm) [Yogunluk Boyut (d.nm) |Yofunluk Boyut (d.nm) | Yoguntuk
Oram (%) [Oram (35) Oram (35) Orani (o)

0,4000 0.0 5615 00 7882 28 1106 0,0
0,4632 00 6,503 0,0 91,28 42 1281 0,0
0,5365 0,0 7,531 0,0 105,7 56 1484 0,0
0,6213 0,0 8721 0,0 1224 7.0 1718 0,0
0,7195 0,0 10,10 0,0 1418 81 1990 0,0
0,8332 0,0 11,70 0,0 164,2 88 2308 0,0
0,9649 0,0 13,54 0,0 190,1 9.2 2669 0,2
1,117 0,0 15,69 0,0 220,2 91 3091 0.4
1,294 0,0 18,17 0,0 2550 86 3580 07
1,499 0,0 21,04 0,0 2953 78 4145 1,0
1,736 0.0 2436 0,0 3420 6,6 4301 13
2,010 0.0 28,21 0,0 396,1 53 5560 15
2,328 0.0 32,67 0,0 4587 39 6439 0,0
2,696 0.0 3784 0,0 531,2 27 7456 0,0
3122 0.0 4382 0,0 6151 1.6 8635 0,0
3,615 0.0 50,75 02 7124 07 1,000e4 0,0
4187 0.0 58,77 07 8250 02

4,849 00 68,06 16 9554 00

Yogunluk
(%0)

1 10 100 1000 10000
Bovut (d.nm)

Sekil 3.4. Kitosan nanopartikiillerin yiizdelik dilime karsilik gelen Zeta boyut dagilimi

Malvern’ nin Nano-ZS cihaz1 ZetaSizer ile yapilan 6l¢iimler sonucunda elde edilen ve
kitosan nanopartikiillerin ortalama capinin, polidispersite ile ilgili dl¢iim datalarinin

kalitesini gosteren kiimiilant fit raporu Sekil 3.3’ de gdsterilmektedir.
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Kimiilant Fit
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Sekil 3.5. Kitosan nanopartikiillerin kimiilant fit raporu

Yapilan incelemeler sonucunda kitosan nanopartikiillerin boyut analizlerinin
yapilmasini saglayan SEM, AFM ve Malvern’nin Nano-ZS ZetaSizer cihazi

sonuclarinin birbirini destekledigi tespit edildi.

Nanopartikiillerin Zeta yiikii olarak ifade edilen Zeta potansiyeli koloidal pargaciklar
arasindaki etkilesimin 1iyi bir gostergesi olup koloidal sistemlerin kararligini
degerlendirmek  i¢in  kullanilir.  Sunulan  ¢aligmada  sentezlenen  kitosan
nanopartikiillerinin kararliliginin belirlenmesini saglayan Zeta potansiyeli 6l¢iimii
Malvern’ nin Nano-ZS ZetaSizer cihazi kullanilarak yapildi. Nanopartikiillerin 6l¢iimler
sonucunda elde edilen Zeta potansiyelinin + 30 mV” tan biiyiik — 30 mV’ tan ise kiigiik
potansiyele sahip olmasi onlarin kararli olduklarinin bir gostergesidir. Kitosan
nanopartikiillerin Zeta potansiyeli Sekil 3.6. da gosterildigi gibi + 39,5 mV olarak

bulundu ve kararli oldugu tespit edildi.

44



Oran (mV) Alan (%) Genislik (mV)

Zeta Potential (mV): 3£5 Peak 1: 395 1000 447
Zeta Deviation (mV): 4,47 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (m5/cm): 451 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potansivel Dagilmu

A - s R R ............................. .....................................................
600000

Toplam i

Sagmlar BODOD- e wE

Zeta Potansiveli (mV)

Hecord 3 ktsn 1 2|

Sekil 3.6. Kitosan nanopartikiillerin Zeta potansiyeli

Kitosan nanopartikiillerin Zeta potansiyeli ile es zamanli olarak yapilan Zeta potansiyeli

faz grafigi ise Sekil 3.7’ de gosterilmektedir.
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Sekil 3.7. Kitosan nanopartikiillerinin Zeta potansiyeli faz grafigi

Olgiimlerimiz sonucunda Zeta potansiyelinin + 39,5 mV olmasi, 6lgiim sirasinda
siispansiyon igerisindeki biitiin nanopartikiillerin birbirini itme egilimi igerisinde
oldugununun yanisira nanopartikiillerin bir araya gelmesini saglayan bir egilim

bulunmadigini ve dagilma kararliliginin oldugunu gostermektedir.

3.2. Kitosan Nanopartikiilerin Hiicre Yiizeyi ile Etkilesimi

Sunulan ¢alismada amin grubuna sahip kitosan nanopartikiillerinin HeLa kanser hiicre
hattina uygulandi. Bu uygulama sonucunda amin gruplarindan dolay1 pozitif yiike sahip
olan kitosan nanopartikiillerinin negatif yiike sahip hiicre yiizeyi ile etkilesime gegerek
HeLa kanser hiicre membranina tutunduklari ve membran iizerinde parcalandiklar
Taramali Elektron Mikroskop (SEM) teknigi ile tespit edildi. Incelemede elde edilen

sonug Sekil 3.8” de SEM ile alinan goriintiilerde gosterilmektedir.
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Sekil 3.8. A ve B sekillerindeki kitosan nanopartikiillerinin HeLa kanser hiicre
membranina tutundugunu gosteren Taramali Elektron Mikroskop (SEM)
fotografi
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3.3. Sisplatin (CDDP) Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinden Sisplatin Salinim

Analizi

Sunulan c¢alismada 100-200 nm arasindaki boyutlarda sentezlenen ve daha sonra
liyofilize edilen kitosan nanopartikiillerinden 100 mg alinarak 2,5 mg/ml sisplatin
(CDDP) yiiklenmis ve belirli zaman araliklarinda (12, 24, 48 .72, 96 saat)
nanopartikiillerden sisplatin salinim1 takip edilmistir. Kitosan nanopartikiillerine yiiklii
olan sisplatinin (CDDP) zamana gore salimimimi tespit etmek amaciyla Graphite
furnace-atomic adsorption spectrometer (GF-AAS) cihaz1 kullanilmus ve elde edilen

sonuglar Sekil 3.9” da sunulmustur.
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Sekil 3.9. Kitosan nanopartikiillerinden sisplatin salinim profili

12 saate sisplatinin ¢ogu salindi. Toplam gegen siire sonunda salinim miktarinda 12

saatten sonra farkli bir degisiklik gézlenmemistir.
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3.4. Sisplatin Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinin HeLa Kanser Hiicre Hattindaki
Toksik Etki Sonuglar:

Sunulan bu ¢alismada kitosan nanopartikiillerinin, etken bir madde olan sisplatinin ve
sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerinin uygulandigr HeLa kanser hiicre hatt1 {izerine

sitotoksik etkisi WST-1 metodu ile belirlenmistir.

Bolim 2.9° da belirtilen prosediire gore yapilan WST-1 metodu formazan boyasi
icerisinde tetrazolyum tuzlarinin enzimatik rediiksiyonunu icermektedir. Yasayan
hiicreler sar1 renk olustururken, 6l hiicrelerde renk olusumu gézlenmemektedir. Pozitif
kontrol olarak H,O,’ li medium, negatif kontrol olarak sadece medium, hiicrelere
uygulanmistir. Kitosan nanopartikiillerin, sisplatinin ve sisplatin yiiklii kitosan

nanopartikiillerinin toksik etkisi boliim 2.9’ da verilen formiile gére hesaplanmistir.

Kitosan nanopartikiillerinin, sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerin HeLa
kanser hiicreleri ile etkilestirilmesi sonucunda hiicre canliligini belirten veriler ve her
uygulamaya ait HeLa kanser hiicrelerinin kontrol grubunun canliligini belirten veriler

cizelge 3.1, cizelge 3.2 ve cizelge 3.3 de gosterilmistir.

WST-1 sitotoksisite sonucglarina gore Hela kanser hiicrelerinin kontrol gruplarinda
yiiksek oranda canlilifin korundugu tespit edilmistir. Her tiirlii uygulama igin ortak
olarak bulunan sonu¢ HeLa kanser hiicrelerine uygulanan kitosan nanopartikiillerinin,
sisplatinin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerin dozu arttikga hiicrelerin

canliliginin kontrol grubuna gore azalmasidir.
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Cizelge 3.1. Kitosan nanopartikiillerin HeLa kanser hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi

Kitosan Nanopartikiil Canh Hiicre Yiizdesi
Miktar (ng/ml) (%)

Kontrol L 99,96+1

7,5 99,60+1

Kitosan 15 98,32
Nanopartikiilii 30 93,442
50 90,7+2

75 88,12+2

100 85,67+2

Sunulan ¢alismada ilk olarak kitosan nanopartikiillerin HeLa kanser hiicreleri tizerinde
sitotoksik etkisi incelenmis ve WST — 1 metoduna gore elde edilen veriler ¢izelge 3.1°
de sunulmustur. Elde edilen verilere gére Hela kanser hiicre hattina ait kontrol
grubunun canli hiicre yiizdesinin % 99,96+1 oldugu tespit edildi. Kitosan
nanopartikiillerin HeLa kanser hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi incelendiginde ise 7,5
png/ml miktardaki kitosan nanopartikiillerin HeLa kanser hiicreleri {izerindeki canlilik
yiizdesi % 99,96+1 iken 100 pg/ml kitosan nanopartikiillerinin HeLa kanser hiicreleri
tizerindeki canlilik yilizdesinin % 85,67+2 oldugu bulunmustur. Canli hiicre yiizdesi ilk
uygulanan miktardan son uygulanan miktara kadar incelendiginde kitosan
nanopartikiillerinin HeLa kanser hiicreleri tlizerinde yarattig1 sitotoksik etkinin kontrol
grubuna gore yok denilecek kadar az oldugu ve hiicrelerin canliligini korudugu

gozlenmistir.
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Cizelge 3.2. Sisplatinin HeLa kanser hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi

Sisplatin Miktari Canh Hiicre Yiizdesi
(ug/ml) (%)
Kontrol L 98,78+1
7,5 69,2+2
15 42,3244
Sisplatin 30 31,23+4
50 20,64+5
75 9,85+6
100 3,1943

Ikinci asamada etken madde olarak kullanilan sisplatinin sitotoksik etkisinin
incelenecegi kanser grubu olan HeLa kanser hiicre hattina ait kontrol grubunun canl
hiicre yiizdesinin % 98,78+1 oldugu tespit edildi. HeLa kanser hiicrelerine uygulanan
sisplatin dozunun 7,5 pg/ml oldugu durumda kontrol grubuna gore canli hiicre
yiizdesinin belirgin bir sekilde azaldig1 ve % 69,242 oldugu bulunmustur. HeLa kanser
hiicrelerine 100 pg/ml dozda uygulanan sisplatinin ise kontrol grubuna gore yliksek
derecede hiicre canliligini azalttigi ve % 3,19+3 oldugu bulunmustur. Bu durumda HeLa
kanser hiicrelerine uygulanan sisplatinin dozu arttikca antitiimoral etkisinden dolay1
yaklagik olarak hiicre canliligiminin 7,5 pg/ml dozda uygulanan sisplatinde % 29

oraninda azalttig1, 100 png/ml dozunda uygulanan sisplatinin ise % 95 oraninda azalttig1

gozlenmistir.
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Cizelge 3.3. Sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerinin HeLa kanser hiicreleri {izerine

sitotoksik etkisi
Kitosan Canh Hiicre Yiizdesi
Nanopartikiiliine Yiiklii (%)
Sisplatin Miktar: (ng)

Kontrol o 99,54+1
7,5 74,6143

Kitosan 15 49,344
Nanopartikiilii - Sisplatin 30 37,242
50 28,3443

75 21,6742

100 13,86+2

Uciincii asamada ise sisplatin yiiklenen kitosan nanopartikiillerin sitotoksik etkinsin
incelenecegi kanser grubu olan Hela kanser hiicre hattina ait kontrol grubundaki
hiicrelerin canliliginin korundugu ve canlilik yilizdesinin % 99,54+1 oldugu tespit
edilmistir. HeLa kanser hiicrelerine uygulanan sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerine
yiiklenen sisplatin dozunun 7,5 pg/ml oldugu uygulamada HelLa kanser hiicrelerinin
kontrol grubuna gore canlilifin azaldig:1 ve canli hiicre yiizdesinin % 74,6143 oldugu
tespit edilmistir. Fakat HeLa kanser hiicrelerinin canliliginin ayn1 dozda sadece sisplatin
uygulanan miktara gére % 4,63 oraninda arttig1 tepit edilmistir. HeLa kanser hiicrelerine
uygulanan sisplatin yiliklii kitosan nanopartikiillerine yiiklenen sisplatin dozunun 100
png/ml oldugu uygulamada ise HelLa kanser hiicrelerinin kontrol grubuna gore hiicre
canliligin1 azalttig1 ve canli hiicre yilizdesinin % 13,86+2 oldugu tespit edilmistir. Fakat
sisplatin yiiklenerek uygulanan kitosan nanopartikiillerin ayn1 dozda sisplatin uygulanan

HeLa kanser hiicrelerinin canliliginin gére % 10 oraninda arttig1 gézlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore sadece kitosan nanopartikiillerinin HeLa kanser hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisi ¢ok diisiik miktarlarda bulunmustur. Sisplatin yiikli kitosan
nanopartikiilleri ile sadece sisplatinin (CDDP) uygulandig1 HeLa kanser hiicrelerinde
ise sitotoksik etkinin bribirine yakin bulundugu ¢ok az farkla sisplatinin toksik etkisinin

fazla oldugu gbézlenmistir.
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3.5. Sisplatin Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinin HeLa Kanser Hiicre Hattindaki
Apoptotik Etkisinin Taramal Elektron Mikroskop (SEM) ile Gosterilmesi

HeLa kanser hiicrelerinin kontrol grubunun morfolojik durumu, sisplatin yiiklii kitosan
nanopartikiillerinin farkli dozlarinin HeLa kanser hiicreleri iizerinde yarattigi apoptotik
etki ve buna bagli olarak hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler SEM ile tespit
edilmis ve Sekil 3.10° da resimlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore HelLa kanser
hiicrelerinin kontrol grubunda apoptoza c¢ok fazla rastlanilmamistir. Fakat sisplatin
yiiklii kitosan nanopartikiillerinin artan dozuna bagli olarak apoptoz ve buna bagh
olarak hiicrede meydana gelen kiiciik cepcikler “membrane blebs” leri belirgin bir
sekilde fark edilmektedir. Kanser hiicrelerinde metabolik aktivite arttig1 i¢in sitoplazma
ve cekirdekte degisiklikler goriiliir. Hiicre ¢ekirdegindeki genetik materyalin artmasi
onemli bir bulgudur. Hiicre tipinin degismesi, sitoplazmadaki azalma, duvar

diizensizlikleri diger yapisal degisikliklerdir.

Sekil 3.10 incelendiginde HeLa kanser hiicrelerine ait kontrol grubunun normal hiicreye
gore morfolojik yapisinin farkli oldugu ve kanser hiicresinin ¢ekirdegindeki genetik
materyalin artmasinin sebep oldugu normal hiicre ¢ekirdegine gore biiyiik bir ¢ekirdege
ve sitoplazmanin azalmasindan dogan duvar diizensizliklerine sahip oldugu
anlagilmaktadir. 50 pg/ml’ dan 1000 pg/ml doza kadar sisplatin yiikli kitosan
nanopartikiillerinin uygulandigi HeLa kanser hiicrelerinin goriintiisiine bakildiginda,
artan sisplatin dozuna bagl olarak HelLa kanser hiicrelerinde apoptozun arttig1 ve buna
bagli olarak hiicre membraninda “bleb” yani cepciklerin olustugu gozlenmektedir.
Apoptotik hiicrelerin membraninda meydana gelen bu cepcikler iglerine sitoplazma,
sikica paketlenmis organelleri ve bazi durumlardada cekirdek pargalarini alarak
hiicreden ayrilir. Bu sayede makrofajlar tarafindan normal hiicrelerden kolayca ayirt
edilerek yok edilir. Bu morfolojik degisikligin en diisiik sisplatin dozu olan 50 pg/ml’
de apoptotik olusuma yol agtig1 ve en yiiksek sisplatin dozu olan 1000 pg/ml’ de ise
cepciklerin daha ¢ok arttigi ve hiicrenin membran diizeninin daha fazla bozuldugu

gozlenmektedir.
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Sekil 3.10. Farkli dozlarda sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerinin HeLa kanser
hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisini gosteren Taramalali Elektron
Mikroskop (SEM) goriintiisii A) Normal kontrol grubu, B) 50
png/ml sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiilleri uygulanmis, C) 100 pg/ml
sisplatin ytiklii kitosan nanopartikiilleri uygulanmig, D) 250 pg/ml sisplatin
yiiklii kitosan nanopartikiilleri uygulanmig, E) 500 pg/ml sisplatin yiikli
kitosan nanopartikiilleri uygulanmis, F) 1000 pg/ml sisplatin yiiklii kitosan

nanopartikiilleri uygulanmis HeLa kanser hiicrelerinde apoptoz

54



3.6. Kaspaz 3 immiinositokimyasal Boyama ve ikili Boyama Sonuclar1

Sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerinin HeLa kanser hiicre hatti
tizerindeki apoptotik etkisinin gdsterilmesi i¢in iki farkli metod kullanilmistir. HeLa
kanser hiicrelerinin Kaspaz 3 immiinositokimyasal metod ve ikili boyama metodu

yardimiyla apoptotik hiicreler gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Farkli dozlarda sisplatinin HeLa kanser hiicrelerine uygulanmasiyla olusan

apoptotik indeks
Sisplatin Miktari Kaspaz 3
(ng/ml) Apoptotik Indeks

(%)

Kontrol Al 5+1
7,5 2943
15 4242
Sisplatin 30 45+2
50 58+4

75 60+5

Cizelge 3.5. Farkli dozlarda sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerin HeLa kanser

hiicrelerine uygulanmasiyla olusan apoptotik indeks

Kitosan Nanopartikiiliine Kaspaz 3
Yiiklii Sisplatin Miktari Apoptotik Indeks
(ng) (%)
Kontrol o 5+1
7,5 21+1
Kitosan 15 3042
Nanopartikiilii - Sisplatin 30 5843
50 5245
75 53+4
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Cizelge 3.4 ve ¢izelge 3.5° de gosterildigi gibi ¢esitli konsantrasyonlarda uygulanan
sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerinin HeLa kanser hiicrelerine
uygulanmasinin ardindan sirasiyla Kaspaz 3 immiinositokimyasal boyama ve ikili
boyama metodu sonucunda elde edilen apoptotik hiicrelerin goriintiisii sekil 3.11 ve
sekil 13.12°> de gosterilmistir. Kaspaz 3 antikoru kullanilarak yapilan
immiinositokimyasal boyama sonucunda apoptoza ugramis hiicrelerin sitoplazmalari
kahverengi boyanirken, apoptoza ugramayan hiicrelerin sitoplazmalar1 ise mavi-mor
renkte goriilmektedir. Ikili boyama metodunda ise ikili boyama soliisyonu icerisinde
bulunan hoest (33342) floresan boyas1t DNA’ ya baglanarak mavi floresan 151k altinda
hiicre cekirdeklerinin mavi renge boyanmasini saglar. Apoptotik hiicre ¢ekirdekleri
parcalanmis, digerlerinden daha parlak mavi renkte ve ¢ekirdek sinirlarinin bozulmasi
gibi 6zellikleriyle diger apoptoza ugramayan ve soluk mavi renk ¢ekirdege sahip olan

kanser hiicrelerinden ayirt edilebilir.
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Sekil 3.11. Kaspaz 3 antikoru kullanilarak immiinsitokimyasal metot ile boyanmis
apoptotik HeLa hiicrelerinin fotograflar1 (A) Normal kontrol grubu, B) 50
pg/ml  konsantrasyondaki sisplatinin uygulandigi HeLa hiicrelerinin
fotografi, C) 50 pg sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerin uygulandigi

HelLa hiicrelerinin fotografi

Kaspaz 3 antikoruyla yapilan immiinositokimyasal boyama sonuglarina goére kontrol
grubunda apoptoza c¢ok fazla rastlanimamistir. Belirli dozlarda tek basina sisplatin
uygulanan HelLa kanser hiicrelerindeki apoptotik indeksin, sisplatin yikli kitosan
nanopartikiillerine gore yiliksek oldugu bulunmustur. Sisplatinin diisiik ve yiiksek
dozlarmin uygulandigi HeLa kanser hiicrelerindeki apoptotik indeksler sirastyla 7.5
ug/ml dozda % 29+3, 75 pg/ml dozda ise % 60+5 oldugu elde edilmistir. 7.5 pg ve 75
ng sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerin uygulandigit HelLa kanser hiicrelerindeki

apoptotik indeksler sirasiyla % 21+1 ve % 53+4 oldugu elde edilmistir.
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Sekil 3.12. Iikili boyama metoduyla elde edilmis apoptotik HeLa hiicrelerinin
fotograflart A) Normal kontrol grubu, B) 30 pg/ml konsantrasyondaki
sisplatinin uygulandigi HeLa hiicrelerinin fotografi, C) 30 pg sisplatin

yiiklii kitosan nanopartikiillerin uygulandig1 HeLa hiicrelerinin fotografi

Ikili boyamadan elde edilen apoptotik indeks sonuglarina gore HeLa kanser hiicrelerinin
kontrol grubunda apoptoza rastlanilmamistir. 30 pg/ml sisplatin uygulanan hiicreler
tizerindeki apoptotik etkinin kaspaz 3 ile paralel oldugu, 30 png sisplatindeki apoptotik

indeksin ise kitosan nanopartikiillerine yiiklii sisplatinden fazla oldugu tespit edilmistir.
Elde dilen sonuglara gore kaspaz 3 immiinositokimyasal boyama ve ikili boyama

sonuglar birbirlerine yakin elde edilmistir. Sisplatin tek bagina kullanildiginda apoptotik

etkisinin sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerine gore yiiksek oldugu gozlenmistir.
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3.6.1. Nekrotik Indeks Sonuclar

Kitosan nanopartikiilleri, sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerin
uygulandigt Hela kanser hiicreleri ikili boyama soliisyonu igerisinde bulunan
propodium iyodid floresan boyast ile boyandiginda nekroza ugramis hiicrelerin
cekirdekleri kirmizi floresan ve yesil floresan 1sik altinda kirmizi olarak goriilmekte
olup hiicrelerin nekroza ugradigmi gostermektedir. ikili boyama metoduyla boyanan
HeLa kanser hiicrelerinin nekrotik indeksi sirasiyla ¢izelge 3.6, 3.7 ve 3.9’ da, nekroza

ugrayan Hela kanser hiicrelerinin fotograflar1 Sekil 3.13” de gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Farkli dozlarda kitosan nanopartikiillerin HeLa kanser hiicrelerine

uygulanmasiyla olusan nekrotik indeks

Kitosan Nanopartikiil Nekrotik indeks

Miktar1 (ug/ml) (%)
Kontrol y 1+1
7,5 2+1

Kitosan Nanopartikiilii 15 3,7£2

30 5,242

50 8,412

75 11,322

Cizelge 3.7. Farkli dozlarda sisplatinin HeLa kanser hiicrelerine uygulanmasiyla olusan

nekrotik indeks

Sisplatin miktar1 Nekrotik indeks
(ug/ml) (%0)
Kontrol o 2+1
7,5 21,842
Sisplatin 15 33,3+2
30 44,642
50 56,5+3
75 64,243
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Cizelge 3.8. Farkli dozlarda sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerin HeLa kanser

hiicrelerine uygulanmasiyla olusan nekrotik indeks

Kitosan Nanopartikiiliine Nekrotik indeks
Yiiklii Sisplatin Miktar (%)
(ng)

Kontrol o 3+1
7,5 16,412
Kitosan 15 28,5+2
Naopartikiil — Sisplatin 30 39,842
50 52,242
75 60,312

Sekil 3.13. ikili boyama metodu ile boyanmis nekrotik HeLa hiicrelerinin fotograflari
A) Normal kontrol grubu, B) 30 pg/ml konsantrasyondaki sisplatinin
uygulandig1 nekrotik HeLa hiicrelerinin fotografi, C) 30 pg sisplatin yiiklii

kitosan nanopartikiillerin uygulandigi nekrotik HeLa hiicrelerinin fotografi
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Ikili boyama metoduyla yapilan boyama sonucunda elde edilen nekroz sonuglarina gére
kontrol grubunda nekroza ¢ok fazla rastlanilmamigtir. Sadece kitosan
nanopartikiillerinin HeLa kanser hiicreleri iizerindeki nekrotik etki 7.5 pg/ml
konsantrasyonda % 2 iken, 75 pg/ml konsantrasyonda olusturdugu nekrotik indeks %
11,3 olarak bulunmustur. 7,5 pg/ml sisplatinin uygulandigi HeLa hiicrelerindeki
nekrotik indeks % 21,8, 75 pg/ml sisplatinin yarattig1 nekrotik indeks ise % 64.2 olarak
bulunmustur. 7.5 pg/ml sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerin uygulandigi HelLa
kanser hiicrelerindeki nekrotik indeks yaklasik olarak % 16,4 iken, 75 pg/ml
konsantrasyondaki sisplatinin HeLa kanser hiicreleri tizerindeki nekrotik indeksi % 60,3
oldugu gozlenmistir. Elde edilen sonuglara gore; sadece kitosan nanopartikiillerin HeLa
kanser hiicreleri iizerinde apoptotik etkinsinin olmamasiyla beraber nektorik etkisine de
rastlanilmamustir. Sisplatinin sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillere gore nekrotik

etkisinin fazla oldugu goézlenmistir.

3.7. GST pi (Glutatyon-S-Transferaz pi) izoziminin HeLa Kanser Hiicrelerindeki
Ekspresyonu

Sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerinin farkli dozlarda uygulandig:

HelLa kanser hiicreleri iizerindeki etkisine GST pi antikoru kullanilarak yapilan

immiinositokimyasal boyama metodu ile bakilmigtir.

Cizelge 3.9. Farkli dozlarda sisplatinin HeLa kanser hiicrelerine uygulanmasiyla olusan

GST pi ekspresyonu
Sisplatin Miktar1 GST pi
(ng/ml) Ekspresyonu

(%)

Kontrol o 10+1
7,5 61+3

15 38+4

Sisplatin 30 68+3
50 67+2

75 10+5
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Cizelge 3.10. Farkli dozlarda sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerin HeLa kanser

hiicrelerine uygulanmasiyla olusan GST pi ekspresyonu

Kitosan Nanopartikiiliine GST pi
Yiiklii Sisplatin Miktari Ekspresyonu

(ng) (%)

Kontrol L 10+1
7,5 69+1

15 7543

Sisplatin 30 39+2
50 6043

75 63+2

Cesitli  konsantrasyonlarda uygulanan sisplatin  ve sisplatin  yiiklii  kitosan
nanopartikiillerinin HeLa kanser hiicrelerine uygulanmasinin ardindan GST pi
immiinositokimyasal boyama metodu sonucunda elde edilen GST pi ekspresyonlari
sirastyla ¢izelge 3.9 ve c¢izelge 3.10° da, hiicrelerin goriintiisii Sekil 3.14° de
gosterilmistir. GST pi antikoruyla yapilan immiinositokimyasal boyama sonucunda
GST pi ekspresyonu olan hiicrelerin sitoplazmalar1 kahverengi boyanirken, GST pi

ekspresyonu olmayan hiicrelerin sitoplazmalar1 ise mavi-mor renkte goriilmektedir.
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Sekil 3.14. GST pi antikoru kullanilarak immiinsitokimyasal metot ile boyanmig HeLa

hiicrelerinin fotograflar1 A) Normal kontrol grubu, B) 50 pg/ml
konsantrasyondaki sisplatinin uygulandigi HeLa hiicrelerinin fotografi,
C)50 png sisplatin yiikli kitosan nanopartikiillerin uygulandigi HeLa

hiicrelerinin fotografi

Elde edilen sonuglara gore kontrol grubuna bakildiginda hiicrelerin sisplatine karsi
direngli bir hiicre olmadiklar1 elde edilmistir. Sisplatin dozunun artirilmas: ile
hiicrelerde GST pi ekspresyonu artirmigtir. 7.5 pg/ml ve 75 pg/ml sisplatin uygulanan
HeLa kanser hiicrelerindeki GST pi ekspresyonlari sirasiyla % 61+3 ve % 10+5 elde
edilmistir. 7,5 ug ve 75 pg sisplatin yiiklenen kitosan nanopartikiillerinin uygulandigi
HeLa kanser hiicrelerindeki GST pi ekspresyonlari sirastyla % 69+1 ve % 63+2 olarak
elde edilmistir. Sadece sisplatin uygulanan HeLa kanser hiicrelerinde GST pi
ekspresyonunun, sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerine gore daha fazla oldugu

gozlenmistir.
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3.8. istatistiksel Analiz

Sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerin uygulanmasinin ardindan HeLa
kanser hiicrelerindeki kaspaz 3 ve GST pi ekspresyonlarinin her iki grup arasinda
anlamli farkin olup olmadigi, nitel verilerle dagilimin normal olmadigi ve denek
sayisinin 30’dan kiiglik oldugu nicel veriler i¢in uygulanan Mann-whitney U testi

yapilarak bulundu.

Her iki grup i¢in Kaspaz 3 ekspresyonu ylizdesine gore yapilan Mann-whitney U testi
istatistiksel analiz sonuglarinda p (0,748) > 0,05 oldugu i¢in fark bulunamamis ve elde

edilen istatiksel veriler ¢izelge 3.11° de gosterilmistir.

Cizelge 3.11. Sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerini i¢eren her iki

grubun kaspaz 3 ekspresyonu i¢in Mann-whitney U testi sonuglari

Grup N Ortalama Std. Sapma | Std. Hata Ort.
Kaspaz3 1,00 18 39, 8333 19, 42482 4, 57847
2,00 18 36, 0000 19, 67979 4, 63857

Test Istatistikleri °

Kaspaz 3
Mann-Whitney U 16, 000
Wilcoxon W 37, 000
Z -, 321
Asymp. Sig. (2-tailed) , 748
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] , 8187

a. Biitlinii i¢cin dogrulamadi
b. Mevcut Grup: grup

Her iki grup i¢in GST pi ekspresyonu ylizdelerine gore yapilan Mann-whitney U testi
sonuglarinda p (0,42) > 0,05 oldugundan bu iki grup arasinda fark bulunamamistir.

Analiz sonucunda elde edilen veriler ¢izelge 3.12° de gdsterilmistir.
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Cizelge 3.12. Sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerini igeren her iki

grubun GST pi ekspresyonu i¢in Mann-whitney U testi sonuglari

Test Istatistikleri °
GST pi
Mann-Whitney U 13, 000
Wilcoxon W 34, 000
Z -, 806
Asymp. Sig. (2-tailed) , 420
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,485°
a. Biitlinii i¢in dogrulamadi
b. Mevcut Grup: VAR00007
Dereceler
VARO0007 N Ortalama Derece Top. Derece
VARO0006 1,00 6 5,67 34, 00
2,00 6 7,33 44, 00
Total 12

Sisplatin (ug/ml) ve sisplatin (png) yiikli kitosan nanopartikiillerinin HeLa kanser
hiicrelerine uygulanmasinin ardindan yapilan immiinositokimya boyama sonug¢larindan
elde edilen her iki grup icin kaspaz 3 ve GST pi ekspresyonlarinin ylizdesine gore
Komogorav-Smirnov Uyum 1yiligi testi yapilarak normal dagilima sahip olup olmadigi,
dagilimm normal ve varyanslarin esit oldugu durumlarda uygulanan T-Testi ile

bulundu.
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Cizelge 3.13. Sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerini i¢eren her iki

grubun kaspaz 3 ekspresyonu icin grup istatistikleri

Grup Istatistikleri
Grup N Ortalama Std. Sapma | Std. Hata Ort.
Kaspaz3 1,00 18 39, 8333 19, 42482 4,57847
2,00 18 36, 0000 19, 67979 4, 63857

Istatistiksel analiz sonucunda Komogorav-Smirnov Uyum 1iyiligi testine gére normal
dagilima sahip oldugu bulunan kaspaz 3 ekspresyonu i¢in T-Testi ile istatistiksel analizi

yapildi. Grup istatistik sonuglari ¢izelge 3.13” de gosterilmektedir.

Grup istatistikleri incelenerek sisplatin (pug/ml) ve sisplatin (pg) yikli kitosan
nanopartikiillerinin uygulandigi HeLa kanser hiicrelerinin kaspaz 3 apoptotik indeksine

(% ) gore ortalama ve standart sapmalari elde edilmistir.

Sisplatin (ug/ml) ve sisplatin (pg) yiiklii kitosan nanopartikiil gruplarinin Levene’s test
sonucuna gore p (0,532) > 0,05 oldugundan varyanslarin esit oldugu varsayilarak
gruplarin kaspaz3 (%) apoptotik indeksine gore karsilastirmalarinda bu iki grup
arasinda p (0,056) > 0,05 oldugu icin fark bulunamamis ve ¢izelge 3.14° de
gosterilmistir. Ayrica bu iki grup i¢in esanli giiven araliklarida ¢izelge 3.14° de
mevcuttur. Varyanslarin esit oldugu varsayimi altinda bu iki grubun ortalamalar

arasindaki farki i¢eren araliklardan biri [-9,412; 17,08] araligidir.
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Cizelge 3.14. Sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerini i¢eren her iki

grubun kaspaz 3 apototik indeksine (%) gore karsilastirilmasi

Varyanslarin
esitligi icin
Levene’s Ortalama esitlik icin t-test
Test
%95 lik
giivenilirlik
F Sig. t df Sig .(24 Ortalama | Std. hata diizeyi
tailed) | farklilikla farkliliklar{ ED En
diisiik | yiiksek
Kabul ,399 | ,532 | ,588 34 ,560 | 3,83333 | 6,51757 | 9,412 17,08
edilen esit
Kaspaz varyanslar
3 Kabul 588 | 33,994 560 | 3,83333 | 6,51757 | 9,412 17,08
edilmeyen
esit
varyanslar

Istatistiksel analiz sonucunda Komogorav-Smirnov Uyum iyiligi testine gére normal

dagilima sahip oldugu bulunan GST pi ekspresyonu i¢in T-Testi ile istatistiksel analizi

yapild1 ve grup istatistik sonuglari ¢izelge 3.15° de gosterilmistir.

Cizelge 3.15. Sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerini i¢eren her iki

grubun GST pi ekspresyonu i¢in grup istatistikleri

Grup Istatistikleri
Grup N Ortalama | Std. Sapma | Std. Hata Ort.
GSTpi 1,00 18 42,33 25,786 6,078
2,00 18 52,67 22,824 5,380

gore ortalama ve standart sapmalari elde edilmistir.
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Grup istatistikleri incelenerek sisplatin (ug/ml) ve sisplatin (ug) yiikli kitosan

nanopartikiillerinin uygulandigi HeLa kanser hiicrelerinin GST pi ekspresyonuna (%)




Sisplatin (ug/ml) ve sisplatin (pg) yiikli kitosan nanopartikiilii i¢eren her iki grubun
Levene’s test sonucuna gore p (0,532) > 0,05 oldugundan varyanslarin esit oldugu
varsayilarak gruplarin GST pi ekspresyonuna (%) gore karsilagtirmalarinda bu iki grup
arasinda p (0,056) > 0,05 oldugu i¢in fark bulunamamis ve ¢izelge 3.16° da
gosterilmistir. Ayrica bu iki grup i¢in esanli giiven araliklarida ¢izelge 3.16° da
mevcuttur. Varyanslarin esit oldugu varsayimi altinda bu iki grubun ortalamalar

arasindaki farki i¢eren araliklardan biri [-26,83; 6,162] araligidir.

Cizelge 3.16. Sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerini i¢eren her iki

grubun GST pi ekspresyonuna (%) gore karsilastirilmasi

Varyanslarin
esitligi igin
Levene’s Ortalama esitlik i¢in t-test
Test
%95 lik
giivenilirlik
F Sig. |t df Sig .(2- Ortalama | Std. hata diizeyi

tailed) | farkhiliklaf farkliliklari| ED En
diisiik | yiiksek

Kabul 1,271 ,267 | -1,273] 34 212 | -10,333 8,117 126,83 | 6,162
edilen esit
GST pi varyanslar

Kabul -1,273] 33,51 ,212 | -10,333 8,117 26,83 | 6,171
edilmeyen

esit
varyanslar
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Yapilan bu ¢alismada; kitosan nanopartikiilleri, sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan
nanopartikiillerin HeLa kanser hiicrelerindeki sitotoksik etkisi ile beraber sisplatin ve
sisplatin yliklii kitosan nanopartikiillerin apoptotik ve nekrotik etkisi ile GST pi

ekspresyonu incelenmistir.

Amin gruplar igeren kitosan bir polianyon olan TPP (tripolifosfat) ile muamele
edilerek kitosan nanopartikiilleri sentezlenmistir. Kitosan nanopartikiillerin
boyutunun Taramali Elektron Mikroskop (SEM) ve Atomik Kuvvet Mikroskobu
(AFM) ile incelenmesi sonucunda 100 — 200 nm arasinda oldugu tespit edilmistir.
Sentezlenen kitosan nanopartikiilleri Zeta sizer cihazi ile Zeta boyut ve Zeta
potansiyeli analizi yapilmig sirasiyla ortalama boyutlarinin 174 nm, Zeta

potansiyalinin ise + 39,5 mV oldugu ve kararli yapiya sahip olduklar1 bulunmustur.

Kitosan nanopartikiilleri bos halde HeLa kanser hiicrelerine uygulandiktan sonra
hiicrenin negatif ylikiinden dolayr pozitif yiiklii amin gruplarn sayesinde hiicre

yiizeyine tutundugu SEM ile gbsterilmistir.

Birgok kanser tedavisinde kullanilan kemoterapdtik bir ilag olan sisplatin kitosan
nanopartikiillerine yiiklenerek 12, 24, 48, 72 ve 96 saatlik salinimlar1 graphite
furnace-atomic adsorption spectrometer (GF-AAS) ile incelenmistir. Salinimin ilk 12
saatlik takibinde sisplatinin belirli bir miktarinin salindig1 sonraki zaman dilimlerinde

ise 12 saatlik salinimdan farkli miktarda salinimin olmadig1 saptanmustir.

Kitosan nanopartikiilleri, sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerin HeLa
kanser hiicrelerindeki sitotoksik etkisinin incelenmesi i¢in WST-1 testi kullanilmistir.
Yapilan teste géore HeLa kanser hiicrelerine ait kontrol grubunun canlilik yiizdesi %
99,96+1 olarak bulunmustur. Sentezlenen kitosan nanopartikiilleri HeLa kanser
hiicrelerine uygulanmis ve kitosanin sitotoksik etkisinin yok denilecek kadar az
oldugu tespit edilmistir. En diisiik doz olan 7,5 pg/ml’ de canlilik ytizdesi % 99,6+1
iken en yiiksek doz olan 75pug/ml’ de canlilik yiizdesi % 85,67+2 olarak elde
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edilmistir. Kemoterapotik bir ilag olan sisplatinin uygulandigt HeLa kanser
hiicrelerinin kontrol grubunun % 98,78+1 canlilik yiizdesi gosterdigi ve sisplatinin
uygulandigt hiicrelerde en diisiik doz olan 7,5 pg/ml’ de canlilik yiizdesi % 69,242
iken en yiiksek doz olan 75 pg/ml’ de canlilik yiizdesi % 3,19+3 olarak elde
edilmistir. Artan sisplatin dozu HeLa kanser hiicrelerinin canlilik yiizdesinin
azalmasma sebep oldugundan doz ile canlilik ylizdesi ters orantili olarak
bulunmustur. Sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerinin uygulandigi HeLa kanser
hiicrelerinin kontrol grubu % 99,54+1 canlilik yiizdesine sahip oldugu ve en diisiik
doz olan 7. 5 pg/ml’ de canlilik yiizdesi % 74,6143 iken en yliksek doz olan 75pug/ml
de canlilik yiizdesi % 13,86+2 olarak elde edilmistir. Kitosan nanopartikiillere yiikli
sisplatinin tek basina uygulanan sisplatine gore sitotoksik etkisinin yliksek olmadigi

bulunmustur.

HeLa kanser hiicrelerin kontrol grubu ve HeLa kanser hiicrelerine uygulanan
sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerinin hiicreler iizerinde yarattig1 apoptotik etki
SEM ile incelenmis ve gosterilmistir. 50 pg/ml’ den 1000 ug/ml’ ye kadar uygulanan
sisplatin ytiklii kitosan nanopartikiillerin dozu arttik¢a apoptotik etki de artmakta ve

hiicrelerin morfolojik 6zelliklerinde doza bagli artan degisiklikler olusmaktadir.

Sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerin HelLa kanser hiicrelerinde
olusturdugu apoptotik etki kaspaz 3 immiinositokimyasal boyama ve ikili boyama
metodu ile incelenmistir. Kaspaz 3 immiinositokimyasal boyama sonucunda elde
edilen sonuclara gore kontrol grubunda apoptotik indeks % 5+1 elde edilmistir. HeLa
kanser hiicrelerine uygulanan sisplatin dozu arttikga HelLa kanser hiicrelerindeki
apoptotik indekste artis gozlenmistir. Sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerine
yiiklenen sisplatin dozundaki artis sisplatindeki apototik etki kadar artis olmasada
HeLa kanser hiicrelerindeki apoptotik indeks artan dozla beraber artmaktadir.
Sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerinin HeLa kanser hiicrelerine
uygulanmasinin ardindan yapilan diger bir boyama sekli ise ikili boyama metodudur.
Bu boyama metodu ile apoptotik ve nekrotik hiicreler incelenmistir. Apoptotik
indeks sonuglar1 kaspaz 3 immiinositokimyasal boyama ile paralel bulunmus ve
sisplatinin artan dozuyla beraber apoptotik indekste artis olmustur. Nekrotik indeks

sonuclarina bakildiginda ise HelLa kanser hiicreleri kontrol grubunda en yiiksek %
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3+1 nekrotik indeks saptanmigtir. Sadece sisplatin uygulanan HeLa kanser
hiicrelerinde en yiiksek sisplatin dozunda (75 pg/ml) nekrotik indeks % 64,2+3 iken
sisplatin yiikli kitosan nanopartikiillerinin igerdigi en yiiksek sisplatin dozunda (75
ng) ise nekrotik indeks % 60,342 olarak gdzlenmistir. Sisplatin ve sisplatin yiiklii
kitosan nanopartikiillerin nekrotik etkisi arasinda pek bir fark olmamasina karsin
sisplatin ilk uygulandig1 anda kitosan nanopartikiillere yiiklii halinde daha hizli etki

etmis ve HeLa kanser hiicrelerini nekroza ugratmistir.

GST pi immiinositokimyasal boyama ile sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan
nanopartikiillerin uygulandigit HeLa kanser hiicrelerindeki GST pi ekspresyonu
incelenmistir. Kontrol grubunda GST pi ekspresyonuna % 10+1 oraninda
rastlanilmis ve HelLa kanser hiicrelerine farkli dozlarda sisplatin ve sisplatin yiiklii
kitosan nanopartikiillerin uygulanmasinin ardindan yapilan immiinositokimyasal
boyama sonucunda kontrol grubuna goére GST pi ekspresyonunda artan sisplatin

dozuyla beraber genel bir artig gozlenmistir.

Son olarak sisplatin ve sisplatine yiiklii kitosan nanopartikiillerin etkisini birbirleriyle
kiyaslamak i¢in Mann — whitney U testi ve T-Testini istatistiksel analizi kullanildu.
Istatistiksel anlam P<.0,05 de kuruldu. Istatistiksel sonuca gére Mann — whitney U
testine ve T — Testi analizine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamastir.

Kitosan pek ¢ok avantaja sahip oldugu gibi kitosandan yapilan polimerler pek c¢ok
ilacin hapsedilmesinde kullanilmaktadir. Campos ve arkadaglar1 [104] tarafindan
yapilan calismada kitosan nanopartikiilleri sentezlenerek cesitli konsantrasyonlarda
Chang konjektival hiicrelerine uygulanmis ve Trypan Blue ile sitotoksik etkisi
incelenmistir. 0,25, 0,5, 1,0 ve 2,0 mg/ml konsantrasyonlarda kitosan
nanopartikiillerinin in vitro ortamda uygulanmasinin ardindan hiicre canlilig1 (%)
sirastyla % 95,2, % 98,4, % 91,25 ve % 96,15 olarak bulunmustur. Kitosan
nanopartikiillerin toksik etkisinin olmadigr goriilmistiir. Grenha ve arkadaglari
tarafindan yapilan ¢aligmada farkli kitosan : TPP (w/w) oranlarinda hazirlanan
kitosan nanopartikiilleri elde edilmis ve Zetaiszer cihazi kullanilarak elde edilen

kitosan nanopartikiillerin Zeta boyutuna ve Zeta potansiyeline bakilmistir. Kitosan ve
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TPP oran1 3.6:1, 4:1, 5:1 ve 6:1 (w/w) oldugunda Zeta boyutu 300 — 390 nm ve Zeta
potansiyelinin +34 - +45 mV arasinda oldugunu bulmuslardir. Bu sonuglar ve
yapilan pek c¢ok calisma kitosan nanopartikiillerin kararli bir yapida oldugunu

desteklemektedir [114].

Biyopargalanabilir ve biyoadezif bir polimer olan kitosan, toksik, iritan ve alerjik
degildir [115]. Sunulan calismada sentezlenen kitosan nanopartikiilleri HeLa kanser
hiicrelerine uygulanmis ve WST — 1 sitotoksisite testi ile kitosan nanopartikiillerin
sitotoksik etkisinin en yiiksek doz olan 100 pg/ml de bile HeLa kanser hiicrelerinin
% 85.67+2 canlilik yiizdesine sahip oldugu bulunmustur. Sisplatinin antitimdor
aktivitesinin kromozomal DNA ile etkilesiminden kaynaklandigina inanilir. Bu
etkilesimde sisplatin  hiicrede ¢ekirdek igerisine girerek DNA da kiriklar
olusturmakta ve hiicrenin 6liimiine yol agmaktadir. Sisplatin ve sisplatin yiikli
kitosan nanopartikiillerin HeLa kanser hiicrelerine uygulanmasinin ardindan yapilan
WST-1 sitotoksisite testinin sonucunda sitotoksik etkisinin artan dozla beraber
oldukca yiiksek oldugu tespit edilmistir. Mattheolabakis ve arkadaslar1t [116]
tarafindan yapilan calismada PLGA — mPEG nanopartikiilleri sentezlenmis ve
sisplatin yiiklenerek kolorektal adenokarsinom HT29 hiicrelerine uygulanmistir.
Uygulamanin ardindan MTT metodu ile sitotoksisitesine bakilmis ve sonugta serbest
sisplatin ve sisplatin yiiklii nanopartikiillerin sitotoksik etkisinin sisplatin dozuyla (1
— 12,5 pg/ml) dogru orantili bir sekilde arttigin1  gozlemlemislerdir.
Cisdiamminedichloroplatinum (II) (CDDP) olarak bilinen sisplatin, DNA sentezinde
degisiklikler ve hiicre Oliimiiyle sonug¢lanan, DNA’nin niikleofilik bdlgelerine
baglanan metal bazli onkojenik bir ajandir. Tseng ve arkadaglar1 [117] tarafindan
yapilan calismada jelatin nanopartikiilleri (GP) sentezlenmis ve sisplatin (CDDP)
yiiklenerek biotinylated-EGF (bEGF) ile modifiye edilerek ve A549 (insan
adenokarsinom) ve HFL1 (insan akciger fibroblast) hiicrelerine uygulanmistir.
CDDP, CDDP-GP ve CDDP-GP-bEGF‘ nin sitotoksik etkisi MTT metodu ile
incelenmistir. Burada hiicrelere uygulanan ajanlarin artan doza bagli sitotoksik
etkisinin serbest sisplatinle benzer oldugu ve sisplatinin sitotoksik etkisinin

inkiibasyon siiresine bagli olarak arttigin1 gézlemlemislerdir.
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Sunulan ¢aligmada kitosan nanopartikiillerine yiiklii sisplatin miktar1 arttikga
sitotoksik etkide artmis ve HeLa kanser hiicrelerinin apoptozuna ve nekrozuna sebep
olmustur. Apoptoz yolaginda goérev yapan bir enzim olan kaspaz 3 antikoru
araciligiyla immiinositokimyasal boyama yapilarak sisplatin ve sisplatin yiiklii
kitosan nanopartikiillerin hiicrelerdeki apoptotik etkisine bakilmis ve 7.5 pg/ml — 75
ug/ml arasindaki dozlarda uygulanan sisplatinin artan dozla beraber hiicreler
tizerindeki apoptotik etkisinin arttif1 ve sitotoksisite ile paralel bir etki gosterdigi
elde edilmistir. Gryparis ve arkadaslar1 [118] tarafindan yapilan ¢alismada PLGA —
mPEG nanopartikiillerine sisplatin yiiklenerek LNCaP prostat kanser hiicrelerine
uygulanmis ve antikanser aktivitesi arastirllmigtir. Serbest sisplatinin ve sisplatin
yiiklii nanopartikiillerin, sisplatin konsantrasyonu arttikca antitiimor aktivitesininde
arttigini - gozlemlemislerdir. Moreno ve arkadaglart [119] tarafindan yapilan
calismada biopargalanabilir laktik asit — glikolik asit kopolimeri (PLGA) kullanilarak
mikropartikiill ve nanopartikiiller sentezlenmis ve sisplatin yiliklenmistir. Kolon
adenokarsinom DHD/K12PROD hiicre hattina mikropartikiil, nanopartikiil ve serbest
sisplatin (2.5, 10, 18, 50 ve 100 uM) uygulanarak nétral kirmiz1 boyasi ile hiicre
canliligr incelenmistir. Uygulama sonrasinda serbest ve enkapsiile olan sisplatinin
farkl1 konsantrasyonlardaki uygulamalarindan sonra kaspaz 3 aktivasyonuna
bakilmis ve kaspaz 3 aktivesinin ilk 10 saatte artmaya basladigi ve doza bagh
olarakta farkli zaman araliklarinda artiglar tespit edilmistir. Serbest sisplatinin diisiik
dozda ( 2,5 uM ve 10 uM ) sebep oldugu maksimum kaspaz 3 aktivasyonu 72 saatte
olurken yiiksek dozda (50 pM) 24 saatte gozlenmistir. Hiicrelerde sisplatin dozuna
bagl olarak kisa siirede kaspaz 3 aktivasyonu artirmaktadir. Sisplatin kaspaz sinyal
yolagiyla beraber apoptozise sebep olur. Bu yolaktaki reseptorlerden biriside
sisplatinin sebep oldugu apoptoziste dnemli rol oynayan kaspaz 3’ tiir. Cummings ve
arkadaslar1 [120] tarafindan yapilan caligmada tavsan renal proksimal tiibiiler
hiicrelerine (RPTC) kemoterapétik bir ajan olan sisplatin uygulanmistir. Hiicrelerde
sisplatinin sebep oldugu apoptozis sinyalinde P53, kaspaz 3, 8 ve 9, mitokondrinin
rolii incelenmistir. /n vitro ortamda RPTC hiicrelerine sisplatin uygulanmasinin
ardindan 2. ve 4. saatlerde kaspaz 3, 8 ve 9 aktivitesinde 6nemli bir artis gdzlenirken
RPTC hiicrelerinin uygulama yapilmayan kontrol grubunda kaspaz aktivitesine
rastlanilmamustir. Kaspaz 3 aktivitesi 8, 12 ve 24. saatlerde sirasiyla 5,4, 12,4 ve 54,7

kat artmistir. Artan zamana bagl olarak hiicreler lizerinde sisplatinin etkisi artmis ve
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buna bagli olarak kaspaz aktivitesinide artirmistir. Horky” ve arkadaslart [121]
tarafindan yapilan ¢aligmada HeLa kanser hiirelerine sisplatin uygulanarak
niikleolinin morfolojik degisiklikleri ile TUNEL boyama ve programli hiicre 6liimii
markirlarinin  indiikksiyonunu  karsilastirmiglar ve sisplatin uygulanan HeLa
hiicrelerinde kaspaz 3 aktivasyonunu aragtirmislardir. Herhangi bir uygulama
yapilmazken HelLa hiicrelerinin kaspaz 3 aktivitesi ve TUNEL boyama sonuglari
negatif bulunurken, hiicrelere sisplatin uygulandiktan 6 saat sonra kaspaz 3
aktivasyonu sitoplazmik ve periniikleer kisimda pozitif bulunurken, 12 saat sonra ise

TUNEL pozitif bulunmustur.

Sisplatin ve sisplatin yiiklii kitosan nanopartikiillerinin HeLa kanser hiicrelerine
uygulanmalarinin ardindan antioksidan bir enzim olan GST pi ekspresyonlarina
bakilmistir. Terapdtik bir etkiye sahip olan sisplatin GST pi’ nin subsrati roliindedir.
GST enzim ailesinden olan GSTP1-1 kemoterapétik ajanlari igeren substratlarin
bliyiik bir kismiyla indirgenmis glutatyon konjugasyonunu katalizler ve bir
detoksifikasyon enzimi olarak rol oynar [122]. Hiicreye alinan sisplatin c¢ekirdek
icerisine girer ve DNA da kiriklar olusturarak hiicreyi oliime gotiirmektedir. Bazi
caligmalara gore, GST pi ekspresyonunun ADR, melfalon, sisplatin, siklofosfamid ve
klorambusil gibi antikanser ajanlarin in vivo kanser dokularina verilmesinin ardindan
terapide meydana gelen direngli ¢esitli hiicre hatlarinda da yiikseldigini
gostermektedir [123]. Sisplatin hiicreye girdigi zaman, GST’ nin fizyolojik substrati
olan sitoplazmik GSH’ 1 inaktivasyonu hiicreyi savunmasiz hale getirir. Hiicre
igerisine sisplatinin alinmasiyla beraber sitozolde eksprese olan GST pi
detoksifikasyon enzimi ile birleserek bir kompleks olusturur. Kompleks olusumunun
ardindan aktif sisplatin miktar1 azalir ve hiicre yasamina devam eder. Yapilan bu
caligmada ise sisplatin ve sisplatin ytiklii kitosan nanopartikiillerin uygulandigi HeLa
hiicrelerindeki GST pi ekspresyonlar1 arastirilmistir. Elde edilen sonuglara goére 7,5
pug/ml — 75 pg/ml doz araliginda sisplatin  miktarinin artmasit GST pi
ekspresyonunuda artirmstir. Bu artis sisplatinin hiicreye etkisini azaltmistir.
Uygulamalarin ardindan yapilan WST — 1 sitotoksisite sonuglarinda doza bagh
olarak toksisitenin artmasi, hiicre icerisine alinan sisplatinin etkisinin GST pi
izoenzimi ile yeteri kadar azaltilamadig1 anlagilmaktadir. Artan toksisiteyle beraber

GST pi ekspresyonuda artmis fakat bu hiicrelerin canliligin1 yiiksek oranda
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korumasina yetmemistir. Bunun yamisira g¢oklu reaktif substratlarin glutatyonla
baglanmasini katalizleyen GST enzim ailesi tiyelerinin yiiksek ekspresyonu sisplatin
tedavisinde diisiik yanit orami ile iliskilendirilebilir Goto ve arkadaslar1 [124]
tarafindan yapilan g¢alismada GSTP1 (GSTpi 1) sisplatin-glutatyon adiiktlerin
olusumuyla sisplatin detoksifikasyonunda dogrudan rol oynayarak GSTP1 bu platin
bilesenlerine kars1 direng kazanilmasinda rol oynar. Son klinik ¢caligmalar GSTP1’ in
genotipi ve kemoterapotik ajalarin  sitotoksisitesi arasinda iliski oldugunu
dogrulamustir. /n vitro calismalar GSTP1’ i ozellikle platin igeren bilesenlerin

detoksifikasyonu ile baglantili bulmustur [125].

Glutatyon; DNA etkilesimini Onleyen ve sitoplazmada metal bilesiklerin igerdigi
toksik olan fonksiyonel gruplarla birleserek sisplatin gibi ajanlarin DNA’ ya olan
zararl etkilerine karst koyan bir tripeptitdir. Shiga ve arkadaglar1 [126] tarafindan
yapilan ¢aligmada sisplatine bagli neoadjuvan kemoterapi alan bas ve boyun kanseri
68 hastadan tedavi Oncesi biyopsiler alinarak kemoterapi direnciyle tomor
markirlarin bir serisinin ekspresyonlarini1 ¢caligmiglardir. p53, Glutatyon S-Transferaz
pi (GSTpi), thymidylate synthase (TS), c-erbB2 ve MDRP (¢oklu ilag direnci
proteini) ekspresyonlart immiinohistokimyasal olarak incelemis ve GST pi ile TS
ekspresyonlarinin neoadjuvan tedavi sonrasi genel sagkalim azalmasi ile anlamli bir
iligki oldugu bulundu. Hastalarin % 53’ iinde GST pi ekspresyonunun oldugu ve
neoadjuvan tedavide kisa genel sagkalim ve yliksek GST pi ekspresyonlari arasinda
onemli bir iligki oldugunu gézlemlemiglerdir. GST pi neoadjuvan kemoterapi alan
hastalara gore hastalifi tekrar niiks eden hastalarda tedaviye yanitin onemli bir
belirleyicisidir. Yapilan bu c¢alismada GST pi’nin tedaviye olan yanitin zayif
belirleyicisi olarak bulmalarima ragmen genel sagkalimla daha giiclii iliskiye sahip
oldugu bulunmustur. Nishimura ve arkadaslar1 [127] tarafindan yappilan ¢alismada
bas ve boyun kanserli hastalardan biyopsi ile alinan 6rneklerin parafin bloklarindan
GST pi, mii ve alfa izoenzimlerinin ekspresyonlar1 incelenmistir. Platinuma bagh
kemoterapi, neoadjuvan kemoterapi ve hastaligin tekrar niiks etmesinden dolay1
kemoterapi alan hastalarda yapilan inceleme soncunda hastalarin yanit oranin GST
ile iligkisine bakmiglardir. Kemoterapi alan hastalarda yiiksek GST ekspresyonuna
sahip olanlarin tedaviye yanit oranmmin % 19 olmasmna ragmen diisik GST

ekspresyonunu sahip olanlarda ise % 88 oldugu bulunmustur. Neoadjuvan
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kemoterapi alan hastalarda ise diisiik GST ekspresyonlarina sahip hastalarin tedaviye
yanit oraninin % 100 olmasina ragmen yiiksek GST ekspresyonlarina sahip olanlarda
ise tedaviye yanit oraninin % 44 oldugunu bulmuslardir. Hastaligin niiks etmesinden
sonra yapilan kemoterapide ise yiiksek GST ekspresyonlarina sahip hastalarin
tedaviye yanit oraninin % 8,6, diisiik GST ekspresyonlarina sahip hastalarin ise % 70
oldugu bulunmustur. GST pi, mii ve alfa antikorlartyla yapilan immiinhistokimya
boyama sonucunda lezyonlarda mii ve alfa ekspresyonlarinin gézlenmesine ragmen
sinyalin timor hiicrelerinin genis bir kisminda GST pi’ nin 6nemli bir destekleyici

konumda oldugunu tespit etmiglerdir.

Cipslatin ve sisplatin ylkli kitosan nanopartikiillerin HeLa kanser hiicrelerine
uygulanmasinin ardindan immiinositokimyasal boyama araciligiyla kaspaz 3 ve GST
pi arasindaki iliski incelendiginde her iki enzimin birbiriyle zit bir iliski igerisinde
oldugu goriilmektedir. Sunulan ¢alismada apoptotik indeksin diisiik oldugu
durumlarda GST pi ekspresyonunun kaspaz 3 ekspresyonundan fazla oldugu elde
edilmistir. Yapilan bagka ¢alismalar apoptozisin énlenmesinde GST’ lerin roliiniiniin
oldugunu desteklemistir. Sonuglar incelendiginde GST pi° nin hiicrelerdeki
ekspresyonunun artmast kaspaz 3 aktivitesini yliksek oranda engellemekte ve
hiicrenin apoptoza ugramasini azaltmaktadir [128]. Elde edilen apoptotik indeksin
GST pi ekspresyonlariyla genelde zit bir etki gosterdigi goriilmektedir. Sisplatin
uygulanan HeLa kanser hiicrelerinde kaspaz 3 ekspresyonunun artmasiyla beraber
GST pi ekspresyonlarininda artti§i veya birbirine yakin oldugu durumlar da elde
edilmistir. Ciinkii sisplatin dozunun fazla olmasi kaspaz 3 aktivasyonunu artirmakla
beraber GST pi ekspresyonununda artmasina yol agiyor olabilir. Goto ve arkadaslari
[129] tarafindan yapilan ¢alismada HCTS insan kolonik kanser hiicreleri, A549 insan
akciger adenokarsinoma hiicreleri ve T98G glioblastoma hiicrelerinde sisplatin,
irinotekan hidroklorid (CPT-11), etopozid (VP-16) ve 5-florourasil (5-FU) antikanser
ilaglarin sebep oldugu GST pi’ nin niikleer transferini incelemislerdir. Sisplatin (50
uM), CPT-11 (20 uM), VP-16 (20 uM) veya 5-FU (uM) uygulanan her hiicre hattina
uygulandiktan 6 saat sonra GST pi seviyesinde bir artis meydana gelmistir. Niikleer
GST pi’ nin tedavi Oncesi azalmasi, sisplatin ve doxorubicine’ nin sebep oldugu

apoptozisin artmasinin bir faktorii olabilmektedir.
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Jin ve arkadaglar1 [130] tarafindan yapilan ¢alismada HeLa hiicrelerinde sisplatin ve
histon deasetilaz inhibitorleri ile yapilan kombine tedavinin etkisi arastirilmistir.
Hiicreler sisplatin, SAHA (suberoylanilide hidroksamik asit), sirnitol veya HDAC
(histon deasetilaz) inhibitorlerinin birisi ve sisplatinin bir kombinasyonunun farkl
konsantrasyonlariyla inkiibe edildikten sonra MTT metodu ile hiicre canliligi
izerinde inhibitor etkisine bakmuislardir. Sisplatinin hiicre canliligim1 daha ¢ok
azalttigin1 goézlemlemislerdir. Sisplatin, SAHA (suberoylanilide hidroksamik asit)
veya sirnitol, yalmiz veya kombinasyonlariyla 24 saat uygulandiktan sonra
immiinblotlama metodu ile HeLa hiicrelerindeki kaspaz 3 akivasyonu olg¢lilmiistiir.
SAHA ve yalnizca sirnitol minimal kaspaz 3 aktivasyonuna sebep olurken, yalnizca
sisplatinin sebep oldugu kaspaz 3 aktivasyon seviyesi kolayca goriinmektedir.
Ozellikle SAHA/sisplatin ve sirtinol/sisplatin kombinasyonlarinin giiclii kaspaz 3

aktivasyonuna sebep oldugunu gézlemlemislerdir.

Sunulan calisma ile literatlir taramalar1 pek ¢ok yoniiyle uygunluk gostermistir.
Bunlardan bir kismi; kitosan nanopartikiillerinin toksik olmadigi, serbest halde
sisplatinin nanopartikiillere yiiklii halinden daha toksik ve antitlimor etkinsinin daha
yiikksek oldugu, sisplatin dozu ve uygulama zamani arttik¢a hiicreler iizerindeki
etkisinin arttig1 ve kaspaz aktivitesini arttirdigi, GST pi izoenziminin kemoterapide
kullanilan ajanlara kars1 gosterilen yanit oranini etkiledigi ve yliksek GST pi
ekspresyonlarinda yanit oraninin diisiik, diisitk GST pi ekspresyonlarinda ise yanit

oraninin yiiksek oldugu bulunmustur.
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