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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KANSER iLINTILI ENFEKSiYONLARIN TEDAVISINDE KULLANILMAK UZERE
DOYMAMIS YAG ASiDi TEMELINE DAYANAN NANOPARTIKUL KATKILI
KIiTOSAN KOMPOZIiT MEMBRANLARIN HAZIRLANMASI

Abdullah KIZALOGLU

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Nanoteknoloji Miihendisligi Anabilim Dah

Tez Danmismani: Dog¢. Dr. Ebru KILICAY
ikinci Damisman: Dog. Dr. Zeynep KARAHALILOGLU
Haziran 2019, 69 sayfa

Sunulan caligma, kanser tedavisi ve antibakteriyel uygulamalar i¢cin doymamis yag asidi
temeline daynan tasiyict sistem ile dekore edilmis kitosan membraninin tasarimini
icermektedir. Bu amacla, antitiimoral ve antimikrobiyal Ozelliklere sahip uygun bir ilag,
nanopartikiiler formiilasyona yiiklenmistir ve nanopartikiil formiilasyonu, kanser tedavisi
sirasinda  bagisiklik  sisteminin  zayiflamasi nedeniyle olusabilecek tiimorle iliskili
enfeksiyonlarin Onlenmesi icin kitosan membran igerisine emdirilmistir. Bu calismada,
polistiren-g-polioleik-g-polietilen glikol (PS-g-Poleic-g-PEG) graft kopolimerleri serbest
radikal polimerizasyonu yoluyla sentezlenmis olup, fizikokimyasal karakterizasyonlari
Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ve Proton Niikleer Manyetik Rezonans
(*H-NMR) ile yapilmistir. Bos PS-Poleic-PEG nanopartikiilleri (NPs) ve farkhi
konsantrasyonlardaki kafeik asit yiiklii PS-Poleic-PEG NP'ler (Caff NPs) [2: 1-1: 1 polimer/



OZET (devam ediyor)

ilag (w/w)] ¢oziicii buharlastirma teknigi ile hazirlanmistir. NP'lerin boy-boy dagilimi, bazi

parametrelerin degistirilmesi yoluyla yapilmustir.

NP'lerin kisa siireli stabilitesi 4 © C' de depolama kosullarinda 30 giin boyunca incelenmistir.
Ilag yiiklii NP’lerin ilag enkapsiilasyon ve yiikleme etkinlikleri degerlendirilmistir. Kitosan
membran (CHT membran) ve Caff NPs-CHT membranlar basariyla iiretilmistir. Caff NPs-
CHT kompozit membranlar1 yaklasik 50 giin boyunca kontrollii salim gostermistir. Elde
edilen CHT membran ve Caff NPs-CHT membranlarin mekaniksel 6zellikleri, Bos NPs-CHT
membraninkilerden daha yiiksek gozlenmistir. Caff NPs kompozit membranlar, Escherichia
coli ve Staphylococcus aureus'a karst CHT membranina kiyasla mitkkemmel antibakteriyel
Ozellik gostermistir. In vitro kiiltiir ortaminda SaOS-2 insan osteosarkomunun ve MC3T3-E1
preosteoblast hiicre hatlari, tim Orneklerin antikanser aktivitesi MTT analizi yoluyla
degerlendirilmis olup, akis sitometrisi ve ¢ift boyama metodlari ile de dogrulanmistir. Sonug
olarak, tasarlanan yeni ila¢ salim platformu, kemik kanseri vakalarinda kanser tedavisi

esnasinda kansere bagl enfeksiyonlarin 6nlenmesinde biiyiik bir potansiyel gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kanserle iligkili enfeksiyonlar; kafeik asit, kitosan; oleik asit;

nanopartikiil

Bilim Kodu:
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Co-Advisor: Assoc. Prof. Zeynep KARAHALILOGLU
Jun 2019, 69 pages

The present study includes the design of a chitosan membrane decorated with unsaturated
fatty acid based carrier system for cancer treatment and antibacterial application. For this
purpose, a suitable drug with antitumoral and antimicrobial properties was loaded into
nanoparticular formulation and the nanoparticle formulation was embedded into chitosan
membrane in order to prevent tumor-associated infections that may occur due to the
weakening of the immune system during the cancer treatment. In this study, poly styrene-
graft-poly oleic acid-g-poly ethylene glycol graft copolymers (PS-g-Poleic-g-PEG) were
prepared by free radical polymerization and the physicochemical characterization was carried
out via Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) and proton nuclear magnetic
resonance (H-NMR). Pristine PS-Poleic-PEG nanoparticles and the different concentrations

[2:1-1:1 polymer/drug (w/w)] of caffeic acid loaded PS-Poleic-PEG NPs were prepared by



ABSTRACT (continued)

solvent evaporation technique. The size-size distribution of NPs was performed by changing

the some parameters.

The short term stability of NPs were investigated at 4 °C in storage conditions for 30 days.

Drug encapsulation and loading efficiency of drug loaded NPs were also evaluated.

The chitosan membrane and the chitosan membrane with Caff NPs were sucessfully
fabricated. The chitosan-caff-NPs composite membrane showed controlled release during
about 50 days. The mechanical properties of obtained chitosan membrane-drug loaded
nanoparticles and chitosan membrane were observed higher than for chitosan membrane-
naked nanoparticles. The Caffeic acid NPs-composite membranes indicated excellent
antibacterial properties than the chitosan membrane against the Escherichia coli
and Staphylococcus aureus. In vitro culture medium of SaOS-2 human osteosarcoma and
MC3T3-E1 osteoblast cell lines, the anticancer activity of the all samples was evaluated by
MTT assay and verified through the flow cytometry and double staining methods. As a
results, the designed novel drug delivery platform showed great potential to cancer-associated

infections treatment in bone cancer cases.

Keywords: Cancer-associated infections; caffeic acid, chitosan; oleic acid; nanoparticle

Science Code:
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 KANSER NEDIR

Kanser, bir kistm anormal hiicre grubunun normal hiicre bdliinmesi kurallarini goz ardi
ederek kontrolsiiz bir sekilde biiytidiigii ve iiredigi bir hastalik olarak tanimlanabilir. Normal
hiicreler siirekli olarak hiicrenin boliinmesi, bagka bir hiicreye ayrilmasi veya Olmesi
gerektigini belirten otometabolik sinyallere maruz kalmaktadir. Kanser hiicreleri bu sinyallere
kars1 bir olgiide 6zerklik gelistirerek kontrolsiiz biiylime ve ¢ogalma egilimine girerler. Bu
cogalmanin devam etmesine ve yayilmasina izin verilirse sonug¢ 6liimciil olabilir. Aslinda,
kansere bagli 6limlerin neredeyse % 90", “Metastaz” adi verilen bir siire¢ icinde meydana

gelen timdr yayilmasindan kaynaklanmaktadir [1].
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Sekil 1.1 Kanser olusumunun gosterimi [2].



Modern kanser biyolojisinin temeli basit bir ilkeye dayanir; Hemen hemen tiim memeli
canlilarin hiicreleri, hiicre ¢ogalmasini, farklilagmasini ve hiicre 6liimiinii kontrol eden benzer
molekiiler aglara sahiptirler. Kanserin olusumu ve tedavisi lizerine arastirmalar1 destekleyen
gecerli teori, normal hiicrelerin, bu aglardaki molekiiler, biyokimyasal ve hiicresel seviyedeki
degisiklikler sonucunda hiicrelerde bozulma baglamasi ve sonunda da kansere doniismesidir.
Kanser arastirmalarindaki son 50 yillda meydana gelen olaganiistii gelismeler kanser
hiicrelerinin bu 6zerkligi nasil gelistirdigi konusunda 6nemli bilgilere ulasilmasini saglamistir.
Artik kanser, hiicre genomundaki degisiklikleri veya mutasyonlari igeren bir hastalik olarak
goriilmektedir. Bu degisiklikler (DNA mutasyonlari), hiicre bdliinmesi ve hassas hiicresel
dengeyi bozan, kanser olusturmak i¢in boliinmeye devam eden hiicrelerin gelismesine yol

acan proteinler iiretmektedir [3].

Gliniimiizde kabul edilen goris, kanserin, degistirilmis bir DNA sekansina (mutasyona sahip)
tek bir anormal hiicreden (klonal kokenli) kaynaklanan, ¢ok genli, cok asamali bir hastalik
oldugu yoniindedir. ilk asamadaki anormal kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasini, atipik bir asamaya
tasiyan ikinci bir mutasyon izler. Bu mutasyon ardisik ve doniisiimlii olarak ilerler ve buna
maruz kalan segilmis hiicrelerin bir “Timor” kitlesi olusturmasi ile sonuglanir. Tiimor kitlesi
icindeki bazi hiicreler, daha fazla mutasyon dongiisiinden gegerek “Malign” adi verilen
hiicrelerin olusmasina, ardindan genlesme devresi tiimor kitlesinin biliylimesine ve
ilerlemesine yol agar. Bu da nihayetinde dokular1 gevreleyen bazal membran bariyerini kirar
ve viicudun diger kisimlarina metastaz yapar yani yayilir. Kanser sonucu 6liim, istilaci, asinan
ve somatik hiicrelerin kontrolsiiz klonal genislemesi nedeniyle tiimorlerin normal dokulara

yayilmasindan kaynaklanmaktadir [4].
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1.2 KANSER TURLERI

100'den fazla kanser tiiri vardir. Kanser tiirleri genellikle kanserlerin olustugu organlar veya
dokular i¢in adlandirilir. Ornegin, akciger kanseri akciger hiicrelerinde ve beyin kanseri de
beyin hiicrelerinde baglar. Kanserler ayrica, bir epitelyal hiicre veya skuaméz bir hiicre gibi,
onlar1 olusturan hiicre tipi ile tarif edilebilir [6].

Belirli hiicre tiirlerinde baslayan bazi kanser kategorileri su seklidedir:

1.2.1 Karsinoma

En sik goriilen kanser tiirli karsinomalardir. Viicudun i¢ ve dis yiizeylerini orten hiicreler olan
epitel hiicreleri tarafindan olusturulurlar. Mikroskop altinda bakildiginda genellikle siitun
benzeri bir sekle sahip bir¢ok epitel hiicresi tiirli vardir. Farkli epitel hiicre tiplerinde baslayan

karsinomlarin spesifik isimleri vardir:

Adenokarsinom, s1vi veya mukus {ireten epitel hiicrelerinde olusan bir kanserdir. Bu tip epitel
hiicreli dokulara bazen glandiiler dokular denir. Meme, kolon ve prostat kanserlerinin ¢ogu

adenokarsinomlardir.



Bazal hiicreli karsinom, bir kisinin dis derisi olan epidermisin alt veya bazal (baz) tabakasinda

baslayan bir kanserdir.

Skuamoz hiicreli karsinom, derinin dis ylizeyinin hemen altinda yatan epitelyal hiicreleri olan
skuamoz hiicrelerde olusan bir kanserdir. Skuamdéz hiicreler ayrica mide, bagirsaklar,
akcigerler, mesane ve bobrekler dahil olmak {izere diger bir¢ok organi da kapsar. Skuamoz
hiicreler, mikroskop altinda bakildiginda balik kantar1 gibi diiz goriiniir. Skuaméz hiicreli

karsinomlara bazen epidermoid karsinomlar denir.

Gegis hiicresi karsinomu, gegis epiteli veya lirotelum adi verilen bir tiir epitel dokusunda
olusan bir kanserdir. Biiyliyen ve kiigiiltiilebilen bir¢ok epitel hiicre katmanindan olusan bu
doku, mesanenin astarlarinda, iireterlerde ve bobreklerin bir kisminda (renal pelvis) ve birkag
baska organda bulunur. Mesane, lireter ve bdbreklerin bazi kanserleri, gecis hiicreli

karsinomlardir [7].

1.2.2 Sarkoma

Sarkomalar, kas, yag, kan damarlari, lenf damarlar1 ve fibréz doku (tendonlar ve baglar gibi)

dahil kemik ve yumusak dokularda olusan kanserlerdir.

Osteosarkom en sik goriilen kemik kanseridir. En sik goriilen yumusak doku sarkoma tipleri,
leiomyosarkom, kaposi sarkoma, malign fibr6z histiyositoma, liposarkoma ve

dermatofibrosarkoma protuberanslardir [8].

1.2.3 Losemi

Kemik iliginin kan olusturucu dokusunda baslayan kanserlere 16semi denir. Bu kanserler, kati
tiimorler olusturmaz. Bunun yerine, kanda ve kemik iliginde ¢ok sayida anormal beyaz kan
hiicresi (16semi hiicreleri ve l6semik patlama hiicreleri) birikerek normal kan hiicrelerinin
toplanmasina neden olur. Diisiik seviyedeki normal kan hiicreleri viicudun dokularina oksijen

almasini, kanamay1 kontrol etmesini veya enfeksiyonlarla savagsmasini zorlastirabilir.

Hastaligin ne kadar ¢abuk koétiiye gittigine (akut veya kronik) ve kanserin bagladigi kan

hiicresi tiiriine (lenfoblastik veya miyeloid) gore gruplanan dort yaygin l6semi tiirii vardir.



1.2.4 Lenfoma

Lenfoma, lenfositlerde (T hiicreleri veya B hiicreleri) baslayan kanserdir. Bunlar bagisiklik
sisteminin bir parcast olan hastaliklarla savasan beyaz kan hiicreleridir. Lenfomada, lenf
bezlerinde ve lenf damarlarinda ve viicudun diger organlarinda anormal lenfositler olusur. iki

ana lenfoma tiri vardir:

Hodgkin lenfoma - Bu hastalig1 olan kisilerin Reed-Sternberg hiicreleri olarak adlandirilan

anormal lenfositleri vardir. Bu hiicreler genellikle B hiicrelerinden olusur.

Non-Hodgkin lenfoma - Bu lenfositlerde baslayan biiyiik bir kanser grubudur. Kanserler hizli

veya yavas biiyiiyebilir ve B hiicrelerinden veya T hiicrelerinden olusabilir.

1.2.5 Multipl Miyelom

Multipl miyelom, baska bir immiin hiicre tipi olan plazma hiicrelerinde baslayan kanserdir.
Miyelom hiicreleri adi verilen anormal plazma hiicreleri, kemik iliginde birikir ve tiim
viicuttaki kemiklerde tiimdrler olusturur. Multipl miyelom ayrica plazma hiicreli miyelom ve
kahler hastaligi olarak ta adlandirilmaktadir [9].

1.2.6 Kemik Kanseri

Kemik kanseri birincil veya ikincil olabilir.

* Birincil kemik kanseri

Kemiklerde baslar. Kemigin dis tabakasinda veya ortasindan baslayabilir ve kemik yiizeyinde
geligebilir. Kanseri olusturan tiimor biiyiidiikge, kanser hiicreleri ¢gogalir ve kemigi yok eder.
Eger tedavi edilmezse, birincil kemik kanseri viicudun diger bolgelerine yayilabilir.

» Ikincil (metastatik) kemik kanseri

Kanserin viicudun baska bir bolgesinde basladigi gogiis veya akciger gibi yerlerden viicuda

yayillmis ve kemiklere metastaz yapmis olanidir. Kemik kanseri nadirdir. Her yastan insani



etkiler ancak yashlarda daha fazladir. Erkeklerde kadinlardan daha yaygindir. Ilerlerse baska
bir kemige sigrayabilir. Paget hastalifi (osteoitis deformans), lifli displazi veya c¢oklu
enkondromlar yiiksek kemik kanseri riski olusturan bazal hastaliklardir. Bazi calismalar
ayrica yumusak bir doku sarkomasi olmugsmasi durumunda kemik kanseri gelisme riskinin de
arttigin1 gostermistir. Genetik faktdrler de kemik kanseri riskine etki eder. Ornegin kalitsal Li-
Fraumeni sendromu kemik kanser riskini arttirmaktadir. 30'dan fazla primer kemik kanseri
tiirti vardir. Kemik kanserlerinin % 35°1 osteosarkoma, % 30’u kondrosarkoma, % 15 kadar1

da ewing’s sarkoma tiirtindendir [10].

1.2.7 Akciger Kanseri

Akciger kanseri, akcigerlerden birinde veya ikisinde kontrolsiiz sekilde biiyliyen habis bir
timordiir. Akcigerlerde baslayan kanser, primer akciger kanseri olarak da bilinir. Kanser,
viicudun lenf bezleri, beyin, adrenal bezler, karaciger ve kemikler diger bdlgelerine
yayilabilir. Bazen bir kanser viicudun bagka bir yerinde baslar ve akcigerlere de yayilabilir.

Bu, ikincil tiir olarak bilinir. Cesitli primer akciger kanseri tiirleri vardir.

* Adenokarsinom (mukus iireten hiicrelerde baslar ve daha sik akcigerlerin dis kisminda

geligir)

» Skuamoz hiicreli karsinom (en sik gelisendir ve daha ¢ok biiylik hava kanallarinda gelisir)

Biiyiik hiicreli farklilasmamis karsinomlar; Bunlardan baslicalaridir.

Akciger kanseri nedenleri tam olarak anlagilmamis olsa da, bir dizi risk faktoriiniin hastalig

tetikledigi bilinmektedir. Bunlar sunlari igerir:

Sigara igmek etkin bir faktordiir. 10 akciger kanseri tanisindan 9’u sigara igmektedir. Sigara
icmeyenler ile karsilastirildiginda, sigara igenlerde akciger kanseri gelisme olasiligr 25 kat

fazladir. Asbeste maruz kalmak da kanser gelisimi agisindan yiiksek risk tagir [11].
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Sekil 1.3 Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirleri [12].
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1.3 KANSERE NEDEN OLAN ETKENLER NELERDIR

Kanserin baglamasi ve ilerlemesi, hem ortamdaki dis etkenlere (tiitiin, kKimyasallar, radyasyon
ve bulasici organizmalar) hem de hiicre i¢indeki faktorlere (kalitsal mutasyonlar, hormonlar,
bagisiklik kosullar1 ve metabolizmadan kaynaklanan mutasyonlar) baglhidir. Bu faktorler
birlikte ya da sirayla hareket ederek anormal hiicre davranisi ve asir1 proliferasyonla
sonuglanabilir. Sonu¢ olarak, hiicre kiitleleri biiylir ve genisler, normal dokular1 cevreler
(beyindeki gibi) ve ayrica viicuttaki diger bolgelere de yayilabilir (metastaz). Bununla
birlikte, yaygin kanserlerin ¢cogunun, bu DNA mutasyonlariin birikmesi ve tespit edilebilir

bir kanserle sonuglanmasi i¢in aylar ve yillar siirdiigiinii hatirlamak gerekir.

Kanserler yaklasik olarak her 3 kisiden birinde ortaya ¢gikar. DNA mutasyonlari normalde

hiicre boliinmesi agisindan gen basina her 20 milyonda 1 olasiliklidir. Ortalama bir dmiir

boyunca herhangi bir bireyde olusan ortalama hiicre sayisi 1016 'dir (her saniye 10 milyon
hiicre degistirilir). Bu nedenle, diinyanin herhangi bir yerindeki insan niifusunun benzer
kanser siklig1 gosterecegini varsaymak mantikli olacaktir. Bununla birlikte, kanser insidansi
oranlar1 (teshis edilen birey sayisi) iilkeler arasinda biiylik 6l¢iide degismektedir. Buradan
anlasildig1 lizere bazi1 faktorler, bazi popiilasyonlarda kanser vakalarini dramatik sekilde
arttirmada etkili olmaktadir. Agik olan bu durum, kansere neden olan etkin faktorlerin kalitsal
veya ¢evresel oldugudur. Bu, belirli popiilasyonlarin ¢ok sayida kansere duyarli gen tasidig
veya poplilasyonlarin yasadigi ¢evrenin biiyiik dl¢iide kanser insidansi oranlarina etki ettigi

anlamia gelmektedir [13].

Giindemde olan soru genlerin mi yoksa ¢evrenin mi kanser gelisiminde daha baskin bir rol
oynadigidir. Genler popiilasyonlar arasinda esit olarak dagilmasa da, diinyadaki kanser
insidans1 oranlarindaki farkliliklar1 aciklamamaktadir. Su Ornekte en c¢arpict sekilde
gorilmistiir ki, mide kanseri insidansi, Japonlara gére Amerikalilarda 6-8 kat daha yiiksektir.
Bununla birlikte, Amerika'ya yerlesen go¢cmen Japonlar, Amerikan popililasyonuna benzer
mide kanseri oranlarmi gostermektedir. Dolayisiyla kanser olusumu riski bilyiik olciide

cevresel gorlinmektedir ki bu da tiim kanserlerin % 90'indan fazlasini igermektedir.

Kanser olusumu ile ilgili yasam tarzina iligkin bilinen ilk rapor, burun kanseri ile tiitiin

kullanimi arasindaki baglantiyr belirten bir Ingiliz doktor olan John Hill'e aittir. 18. yiizyilin



sonlarinda, Sir Percival Pott, baca temizleyicilerindeki skrotal kanserin zayif hijyen ve teoride
kansere neden olan faktdrlerin birikimi ile baglantili oldugunu bildirmistir. Danimarka Baca
temizleyicisi loncasi o tarihlerde her giin banyo yapilmasini, baca temizleyicileri igin
banyonun nasil yapilmasi gerektigini tanimlamis ve antitoksik beslenmeye iliskin 6nerilerde
bulunmus ve sonug olarak Avrupa'da, isyerlerinde kurum ve komiir tozuna maruz kalanlarda

sik goriilen skrotal kanser insidansi oranlarinda biiyiik diisiis goriilmiistiir.

1950'de ortaya konulan epidemiyolojik kanitlar, sigara i¢enlerin sigara igmeyenlere gore 20
kat daha fazla akciger kanseri riski tasidigini gostermistir. O tarihten beri, ABD'de yilda
yaklagik 170.000 agiz ve bogaz kanseri nedeniyle meydana gelen oliimlerin tiitiin ve alkol
tilkketimi ile baglantili oldugu tespit edilmistir. Ayrica her yi1l yarim milyondan fazla 6liim
obezite, fiziksel hareketsizlik, beslenme (diisiik sebze meyve, yiiksek tuz ve nitrat tiiketimi)
gibi yasam tarzlarindan kaynakli mide, 6zofagus, bagirsak, pankreas, meme ve prostat

kanserlerine bagli olarak meydana gelmektedir.

Kanser riski, viriisler, hepatit B viriisiit (HBV), papilloma viritisii (HPV), bagisiklik yetmezligi
virlisi (HIV) (nazofarenks, servikal karsinomlar ve kaposi sarkomasi ) ve Helicobacter pylori
gibi bakteriler (mide kanserleri) de dahil olmak iizere enfeksiydz ajanlarla da artig
gostermistir. Giines 1smlarindan kaynakli yiiksek diizeyde ultraviyole radyasyona maruz
kalinmas1 ve bronzlagma salonlarinin popiilerligi nedeniyle, 6zellikle Avustralya'da, cilt

kanseri (melanom) vakalar1 artmistir.

Kanserin baslamasi ve ilerlemesi, kansere direk olarak neden olan maddelere (kanserojenler,
mutajenler) maruz kalmadan da olabilmektedir. Gidada, suda, havada bulunan, insanlarin
maruz kaldig1 kimyasallar ve giines 15181 da kanseri provoke edebilmektedir. Epitel hiicreleri
cildi kapladiginda, solunum ve beslenme yollarin1 kapattigindan ve yenilen kanserojenleri
metabolize ettiginden dolayr kanserlerin % 90'imdan fazlasinin epitelden (karsinomlar)
kaynaklanmas1 sasirtict degildir. Vakalarin % 10'undan daha azinda, genetik yatkinlik
kanserin ¢ok erken yaslarda gelisme riskini arttirmaktadir. (6rnegin bazi ¢cocukluk 16semileri,

retina kanserleri vb.)

Kanser her yasta insanlarda goriilebilmesine ragmen, yaslanan niifus arasinda daha yaygindir.
Yeni kanser vakalarinin yilizde altmisi ve kanser oliimlerinin iigte ikisi 65 yasindan biiyiik

kisilerde goriilmektedir. Yaygin kanserlerin goriilme sikligi (6rnegin, meme, kolorektal,



prostat, akciger) yasla birlikte artmaktadir. Yaslhilarda kanser insidansinin neden arttig1 ile
ilgili birka¢ teori soz konusudur; bagisiklik sistemindeki yasa bagh degisiklikler (azalan
bagisiklik siirveyansi); rastgele olusan genetik mutasyon olasiliginin yasam siiresine bagl
olarak artmasi veya yasam boyu kanserojen etkenlere maruz kalmanin birikmesi (6zellikle
kolorektal ve akciger kanserleri i¢in); hormonal degisikliklerin meydana gelmesi, bu teoriler

arasinda sayilabilmektedir.

Kanserin gelisimi i¢in ¢ok faktorlii genetik degisiklikler gereklidir. Cevresel etkilerle kansere
maruz kalma, gec evrelerde tedaviye cevap vermeme yasl kisilerde bir ¢ok kanser tiirii i¢in
listsel artis gdstermistir. Omiir boyu Ostrojene maruz kalma meme veya uterus kanserine,
testosterona maruz kalma prostat kanserine yol acabilmektedir. Hiicresel bagisikligin azalmasi
yiiksek oranda immiinojenik (6rnegin, lenfomalar, melanomlar) kanser tiirlerine de yol
acabilir. Bir kanserin olusmasi icin DNA mutasyonlarinin birikmesi gerekir. Bu nedenle

yasam siiresi uzadike¢a, kanser gelisimi riski de artmaktadir [14].

1.4 KANSER VE KANSER ILINTILI ENFEKSIiYON OLUSUMU VE BUNU
ONLEMEYE YONELIK TEDAVI YONTEMLERI

Kanserli hastalar, hastaliklar1 ve tedavileri sirasinda bulasici komplikasyonlarla karsilagsma
riski altindadir. Bulasict hastaliklardan kaynakli enfeksiyonlar kanserli hastalarda onemli
morbidite ve mortalite nedenleridir. Bazi durumlarda, malignitenin kendisi hastalar1 agir veya
tekrarlayan enfeksiyonlara karsi hassas hale getirebilmektedir. No6tropeni, uzun yildir
kemoterapi goren hastalarda enfeksiyon gelisiminde baslica bir risk faktorii olarak kabul
edilmistir. Her ne kadar nétropeni, enfeksiyonlar i¢in kilit bir risk faktorii olsa da, kanserli
hiicrenin gelisimini durdurmak i¢in uygulanan immiin sistemi baski altina alan tedavilerde en

az notropeni kadar risk tasimaktadir.

Graft-host hastaligt notrofil tedavisi i¢in yogun immiinsupresif (bagisiklik baskilayici)
uygulama iceren allojeneik hematopoetik kok hiicre nakli ile olusan bir hastaliktir ve
noétropenik olmayan alicilar i¢in bakteriyel, viral ve firsat¢i enfeksiyonlar agisindan da biiytlik
risk tasimaktadir. Kronik lenfositik 10semili hastalar siklikla kapsiillenmis bakterilere, baglica
Streptococcus pneumoniae'ye duyarliligi arttiran hipogamaglobiilinemiye sahiptir. Bu
hastalarda tekrarlayan sinopulmoner enfeksiyonlar: ve septisemi olabilir. Multipl miyelomlu

hastalar genellikle fonksiyonel olarak hipogamaglobiilinemiktir [15].
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Kat1 tiimorler, anatomik faktorlerden dolayr hastalari enfeksiyona maruz birakabilir. Kan

dolasimint artiran tiimorler nekrotik hale gelebilir, bdylece enfeksiyon i¢in bir nidus olusturur.

Endobronsiyal tiimdrler, rekiirren postobstriiktif pnomonilere neden olabilmektedir.
Abdominal tiimoérler genito iiriner veya hepatobiliyer yollar1 tikayarak hastalar1 sirasiyla
piyelonefrit ( list idrar yollar1 enfeksiyonu) ve kolanjit ( safra yollar1 enfeksiyonu) i¢in hassas
hale getirebilmektedir. Maligniteler nedeniyle ameliyat geciren hastalar, ameliyat tipi
(6rnegin, 6zofagektomi ve hepatobiliyer rekonstriiksiyonun enfeksiyon riski ile iliskili
ameliyatlar ), timor yiikiiniin biiyiikligli, preoperatif performans durumu ve 6nceki sonuglari
nedeniyle enfeksiyon komplikasyonlar1 igin yiiksek risk altinda olabilirler. Cerrahi,
kemoterapi ve radyasyon tedavisi alan ileri derecede malignitesi olan hastalar da ¢ogunlukla
yetersiz beslenmekte, bu da enfeksiyon riskini arttirmaktadir [16]. ileri ya da refrakter
malignitesi olan hastalar, enfeksiydz komplikasyonlar i¢in tedaviye yanit veren hastalardan
daha fazla risk altindadir. Coklu kemoterapétik tedavi alan hastalar, ciddi enfeksiyonlarin

gelismesinde 6nemli derecede risk altindadir.

Gastrointestinal, sinopulmoner ve genitoiiriner kanallarin mukozal astarlari, ¢esitli patojenlere
kars1 ilk savunmayi olusturur. Kemoterapi ve radyasyon tedavisi, birka¢ farkli seviyede
mukozal bagisikligi bozar. Epitel astarinin sagladigi fiziksel koruyucu bariyer tehlikeye
girdiginde, bu bolgeler mikroorganizmalarca istila edebilir. Notropeni ve epitel hiicre
anatomik bariyerinin kaybi, hastalar1 tirolite (ndtropenik enterokolit) yoneltebilir.
Kemoterapiyle iliskili gastrointestinal mukozit, viridans grubu streptokoklar, gram negatif
cubuklar ve Candida tiirleri kan dolagim1 yoluyla hastalari, enfeksiyonlara kars1 yatkin hale
getirebilmektedir. Otolog HSCT alicilar1 genellikle allojenik nakil alicilarindan daha az
bulasict komplikasyonlara sahiptir. Otolog HSCT alicilarinda enfeksiyonlarin ¢ogu, nétropeni
sirasinda veya hiicresel bagisikligin yeniden olusturulmasindan 6nce nakil sonrast ilk birkag
ay i¢inde meydana gelir. Beklenen siiresi 7 giin veya daha uzun olan nétropeni olan hastalar,

enfeksiyon komplikasyonlarinin gelisiminde daha yiiksek risk altinda kabul edilmektedir.

Otuz yildan uzun bir siire Once yapilan calismalar, notrofil sayist 500/mcL'nin altina
distiiglinde (notropeni olarak tamimlanir), enfeksiyona karsi yatkinhigin da arttigim
gostermistir. Enfeksiyon siklig1 ve derecesi, ndtrofil sayimu ile ters orantilidir; ndtrofil sayisi

100 / mcL'den az oldugunda ciddi enfeksiyon ve kan dolasimi enfeksiyonu riskleri en fazladir.
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Notrofil sayisindaki diislis oran1 ve notropeni siiresi de kritik faktorlerdir. Bu durum kemik

iligi rezervinin bir 6l¢iisiidiir ve enfeksiyonun ciddiyeti ile yiiksek oranda iliskilidir [17].

Kanserli hastalarda enfeksiyonlara kars1 6nleyici tedbirler, genellikle yiiksek riskli hastalarda,
en yaygin enfeksiyon patojenlerine (bakteriyel, viral ve mantar dahil) yonelik genis
spektrumlu antimikrobiyal ajanlar kullanilarak 6n profilaksi veya koruyucu tedavileri

icermektedir.

Notropeni sirasinda antibakteriyel profilaksi kanser ve kemoterapiye bagli nétropenisi olan
hastalar ciddi bakteriyel enfeksiyon riski altindadir. Florokinolonlar kemoterapinin neden
oldugu nétropenisi olan erigskinlerde en sik kullanilan, profilaktik antibakteriyel ajanlardir.
Florokinolonlarin plasebo veya TMP / SMX ile karsilastirildiginda bir meta-analizde
florokinolon profilaksisi, gram-negatif enfeksiyon insidansini profilaksisi olmayanlara kiyasla
yaklasik % 80 oraninda azaltmistir. (bagil risk, 0.21; % 95 CI, 0.12-0.37) ve toplam
enfeksiyonlarda genel bir azalmaya yol a¢mustir. Florokinolon profilaksisinin bu meta-
analizinde enfeksiyonla iliskili 6liim oranlart degismemis, gram-pozitif enfeksiyonlarin ve
fungal enfeksiyonlarin orani, florokinolon profilaksisinden 6nemli Olclide etkilenmemistir.
Bu, florokinolon profilaksisinin bazi denemelerinde artan bir gram-pozitif enfeksiyon
oraninin meydana gelmesi goz Oniine alindiginda 6nemli bir husustur. Viridans grup
streptokokal bakteremi atilimlar, ndtropenik hastalarda bu patojen ile iliskili nemli morbidite
ve mortalite potansiyel ikinolon profilaksisi ile iliskilendirilmistir. Enfeksiyonlar igin bireysel
risk degerlendirmesi ve onleyici tedbirlerin alinmasi, kanser tedavisinin temelini olusturmakta

ve hastalar i¢in tedavi sonuglarinin optimize edilmesine katkida bulunmaktadir [18].

Kanserli nétropenik hastalarda enfeksiydz komplikasyonlar:1 6ngérme, dnleme ve yonetme
konusundaki etkili stratejilerden olumlu sonuglar alinmistir. Antimikrobiyal tedavideki
ilerlemeler nedeniyle, nétropenik donemdeki akut 16semili hastalarda veya kok hiicre nakli
yapilan hastalarda enfeksiyon dolayisi ile 6liim vakalari nadirdir. Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezleri i¢in Bagisiklama Uygulamalart Danisma Komitesi, asplenik kisilerin pndmokok
polisakkarit ve meningokok asilar1 ile asilanmalarin1 6nermektedir. Konjuge meningokok
asis1 (MCV4) 55 yas veya lstli yetiskinlerde tercih edilmektedir. Yetiskinlere uygulanan
pediatrik H influenzae tip B (Hib) asis1 ile immiinizasyonu, daha yash cocuklarda ve
eriskinlerde etkinligi bilinmediginden dolay:1 iste§e bagli olarak uygulanmaktadir, ancak

caligmalar immiin sistemi baskilanmis hastalarda iyi immiinojenik etki gostermektedir.
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Immiinizasyon ideal olarak splenektomiden en az 2 hafta énce yapilir. Bu miimkiin degilse,
splenektomiden sonra bagisiklik kazandirilmasi tavsiye edilir, ¢linkii bu hastalar hala
koruyucu bir antikor tepkisi olusturabilmektedir. Asplenik kisilerde ilk asilamadan 5 y1l sonra
pnomokok asisi ile bir kez yeniden immiinizasyon Onerilmektedir. MCV4 veya MPSV4 alan
fonksiyonel asplenik hastalarda 5 yil sonra MCV4 ile yeniden asilama Onerilir. Asplenik
hastalarda pnomokokal hastaligi 6nlemek igin penisilinli profilaksi Onerilir. Lgh-doz
kortikosteroidlerin ndtrofillerin, monositlerin ve lenfositlerin dagilimi ve islevi {izerinde
onemli etkileri vardir. Kanserli hastalarda, kortikosteroidler nadiren uygulanan sadece
immiinosupresif ajanlardir ve bu nedenle tek basina kortikosteroid rejiminin neden oldugu
konak¢i savunmasinda bozulma derecesinin tanimlanmasi zordur. Enfeksiyon riski,
kortikosteroidlerin doz ve siiresinin, eslik eden immiin yetmezliklerin (ntropeni ve diger
immiinosiipresif ajanlarin kullanimi gibi) ve malignitenin durumunun bir fonksiyonudur.
Kortikosteroidler ates ve peritonit gibi lokal enfeksiyon belirtilerini korlestirir. Hematolojik
maligniteleri ve allojenik HSCT alicilar1 olan hastalar, lenfosit alt gruplarinin tiikenmesine
neden olan yeni monoklonal antikorlarla giderek daha fazla tedavi edilebilmektedir. Anti-
CD20 monoklonal antikorlar1 (6rnegin, rituximab, ofatumabab), B hiicreli lenfoid malignitesi

olan hastalarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [19].

Escherichia coli, bakterisi, diizenli genler tarafindan olusturulan iist kanonik yollarinin
tiimiiniin iltihaplanmasina yol agmakta ve patojenleri tetiklemektedir. E.coli, timér nekroz
faktorii kodlayan mRNA konsantrasyonlarii 8 kat, interlokinleri ise yaklasik olarak 14 kat
artirmistir. Bu veriler, indiikleyici meme tiimori iltihabimin, E. coli enfeksiyonundan sonra
¢ok daha erken meydana geldigini gostermektedir. E.coli, sitokin ve patojen sinyallesmesini
dogrudan azaltmak i¢in bir dizi uyar1 sinyali gondermektedir. Bu sinyaller negatif geri
besleme dongiilerini olustururlar ve bunlarin tiimii hedef hiicrenin sitoplazmasinda ¢alisirlar.
Bununla birlikte, bu bagisikligi ortadan kaldiran mekanizmalari, iltihaplanmayi tesvik eden
cok sayida faktor ve yol takip etmektedir. Sonug¢ olarak, E.coli’nin mevcuidyetinde

inflamasyon baskin seklide stirmektedir.

Staphylococcus aureus bakterisi iltihaplanmaya kars1 direng gosteren gesitli faktorlerin
ekspresyonunu tetiklemistir. S. aureus bakterisi, liposakkarit ile indiikklenen iltihaplanmaya
kars1 oldugu bilinen homolog 2 proteinini, mikro-RNA miR-143 ve C1QTNF3 (Clq ve timor
nekroz faktori ile iligkili protein 3)’t kodlayan mRNA seviyelerini arttirmistir [20]. S.aureus

ve E.coli, klinik mastiti yani meme iltihabin1 indiikleyen sirasiyla gram pozitif ve gram
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negatif bakteri tiirlerinin baginda gelir. Mastitis, meme i¢i bakteriyel enfeksiyona cevap olarak
siklikla gelisen meme bezlerinin iltihabidir. Mastitis, gelismekte olan {ilkelerdeki insanlarda
oldugu kadar, diinya ¢apinda tarimda kullanilan evcil hayvanlarda da 6nemli bir halk saglig
sorunudur. Insanlarda mastitis, anne-cocuk insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) ile ilgilidir.
Ayrica, konake1 enfeksiyona karsi konak tepkisi sirasinda iiretilen enflamatuar mediatorler,
bebek bagirsak hasarina neden olmustur. Insanlarda hastaligin patogenezindeki etkilerine ek
olarak, mastitis siit Uriinleri endiistrisinde ekonomik kayiplar sadece Amerika Birlesik
Devletleri'nde yillik 2 milyar dolara yaklasirken, hayvancilikta en pahali hastaliklardan biri
olmaya devam etmektedir. Dogal bagisiklik sistemi, enfeksiyona karsi verilecek cevabin ilk
savunma hattin1 olusturur ve enfeksiyonun en erken evrelerini derhal tanimaya ve bunlara
karsillik vermeye hazirdir. Ayrica, dogal bagisiklik sistemi daha oOnce karsilasilmayan

patojenlere de cevap verebilmektedir [21].

1.4.1 Kanser Tedavisinde Kullanilan Anti-Tiimor Ilaclar

Enedinler diger adiyla anti-tiimor atibiyotikler, bazi mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
olaganiistii yapilar1 ile dogal bir iriin smifidir. Yiksek nitelikli biyolojik profilleri ve
kanitlanmis klinik etkinligi ile giiglii antitimér ve antimikrobiyal aktivitelere sahiptirler. Bu
antibiyotikler; neokarzinostatin (NCS), kalikeamisin (CAL), esperamicin (ESP), dynemisin
(DYN), lidamisin (LDM), kedaridin ve benzeri yaklasik 20 ayr1 tiirde siniflandirilmislardir.
Enedin antibiyotiklerin ¢ogu, kanser hiicrelerine kars1 hizli ve giiglii aktiviteler
gostermektedir. Adriamisin gibi yaygin olarak kullanilan kemoterapétik ilaglara gore daha
yiiksek antitlimor aktivitesine sahiptirler. Enedinle ilgili bir¢ok klinik deneyler yapilmistir.
Hayvan deneklerde ¢esitli tiimor hiicrelerinin biiylimesini belirgin bir sekilde Onledigi
gozlenmistir. Enedin, antibiyotikler DNA iplik¢ik kesimi i¢in ortak bir mekanik yolu paylasir
ve biyolojik olarak aktif degildir. Ancak sitotoksik ve yiiksek oranda reaktif radikallere yol
acan sikloaromatizasyon reaksiyonlarmma neden olmaktadir. Bu yiiksek oranda reaktif
radikaller, diisiik konsantrasyonda DNA hasarini tetiklemek igin DNA zincirlerinden hidrojen
atomlarini ¢ikarabilmektedir. Kalikeamisin s6z konusu oldugunda, aktive edilmis bir hiicre
¢ekirdegin olusumuna yol agan bir reaksiyonlar kademesi anlasilmalidir. Bu ¢ekirdek, DNA
zincirinden hidrojen atomlarin1 soyutlar. Molekiiler oksijen ile kesistiginde, sonugta bir 5'-

aldehit iiretilerek iplik kopmasina yol acgan bir ara peroksit olusur.
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Bu antitiimorallarin baslicalar soyledir;

1.4.1.1 Kafeik Asit

Kafeik asidin, antioksidan, antienflamatuar, antimutagenik, antimetastatik, antidepresif,
antianksite, antikarsinojenik aktiviteler ve HIV replikasyonunun inhibisyonu dahil olmak
lizere ¢ok cesitli biyolojik fonksiyonlar1 gosterdigi bilinmektedir. Ayrica, ¢aligmalar kafeik
asidin, kanser hiicre hatlarinda apoptozun bir indiikleyicisi oldugunu ve hayvanlarda timor
bliyiimesinin inhibisyonu ve gerileme yetenegini gelistirdigini tanimlamistir. Oral
uygulamadan sonra kafeik asit bagirsaktan kolayca absorbe edilmekte ve plazma ile sirkiile
olabilmektedir [22]. Kafeik asit, bitkilerde fenil propanoid yolundan elde edilen ve iyi bilinen
bir dogal aromatik bilesiktir. Kafeik asit, antioksidan, antikanser, antiviral, antidiyabetik ve
anti-depresif dahil olmak iizere 6nemli 6zellikleri nedeniyle bilim adamlari tarafindan biiyiik
ilgi gdrmiistlir. Farmasotik uygulamalar1 nedeniyle, kafeik asit iiretimi yayginlagmistir. Kafeik
asit, SPION'un yiizey oksidasyonunu dnlemek i¢in yiizey aktif maddesi olarak ve en kiiglik
nanoboyut SPION'lar1 sentezlemek igin kullanilmis ve sonug¢ olarak kafeik asidin

kanserojenezleri inhibe ettigi goriilmiistiir [23].

Kafeik asit icerikli ligand (kafeik asit-polietilen glikol-folik asit; FA-PEG-CA, kafeik asit-
polietilen glikol-feophorbid-a; PheoA-PEG-CA) kapli demir oksitten imal edilen, geleneksel
SPION 1s18a duyarl hale getirici ve tiimor hedefleyici ligandlarla kaplanan nanopartikiillerin
sulu bir ortamda yiiksek suda ¢oziiniirliikle ve folat araciligi ile aktif olarak tiimorleri
hedefledigi belirlenmistir. Kafeik asit igerikli demir oksit kapli ligand partikiillerinin suda
¢Oziiniirligii ve mikroskobik goriintiileri ile degerlendirildiginde sitotoksisitesinin bir lazer
isinimiyla MDA-MB-231 hiicrelerinde iki kat arttigi, tiimor segici terapdtik ajanlar olarak
islev yapma yeteneklerini koruduklari, bu sonuglara gore kafeik asit icerikli ligand
nanoparitikiillerin bu verimli 6zelliklerinin uygulamalara dahil edilebilecegi ve boylece klinik

kanser tedavisinin etkinligini arttirabilecegi 6ngoriilmektedir [24].

Kafeik asidin% 5 kitosan igine katkilandirilmasindan sonra, ayni kosullarda kitosanin
molekiiler agirligr azaltilarak asilama etkinligi arttinlmistir. Kafeik asit, antioksidan
aktivitesinde ana role sahiptir. Tiirev igceren en yiiksek kafeik asitte maksimum radikal
temizleme aktivitesinin (0.064 mg / ml) oldugu gézlenmistir. Suda ¢dziiniir kitosan ve kafeik

asit tiirevleri aktivite kaybi olmadan elde edilebilmektedir. Kafeik asit dogal olarak fenolik bir
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bilesiktir ve kahve, zeytinyagi, beyaz sarap, lahana vs. de bulunmaktadir. Modifikasyonlari,
etil ester ve fenetil ester kanserojen inhibitorleridir ve ayrica, in vitro anti radikal temizleyici
aktivite gostermektedirler. Ayrica, kafeik asidin kitosan oligomerleri, polimer olusumunda

goriilmeyen antioksidan aktivite gostermektedir [25].

Arastirmalar giimiis nanopartikiillerin (AgNPs) hem indirgeyici bir madde hem de dengeleyici
olarak kafeik asit ile birlikte kullanildiginda hizli ve basit bir sekilde sentezlenebilecegini
gostermistir. Sentezlenen AgNP'ler, sulu ¢ozeltide stabil olmalarinin yani sira kii¢iik boyutlu,
dar dagiliml ve yiiksek ylizey negatif yiikke sahip olma ozelliklerine sahiptirler. Ayrica,
AgNP'ler hiicrelere girebilmekte ve apoptozun indiiklenmesi yoluyla tiimor hiicrelerinin
canliligint etkili bir sekilde onleyebilmektedir. Sonug olarak, AgNP'leri hepatoma tedavisinde
potansiyel alternatif bir ajan olarak hazirlanmasi igin kafeik asidin araci olarak kullanildigi bir
metod basariyla gelistirilmistir. ' Yag ve kahve orijinli kafeik asidin, antioksidanlar,
antitromboz, antihipertansif, antifibroz ve antiviral aktiviteler de dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli
biyolojik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Bazi calismalar da, kafeik asidin, gesitli

kanser hiicre hatlarina karsi anti kanserojen etkiler gosterdigini kanitlamistir [26].

1.4.1.2 Neokarzinostatin (NCS)

NCS 109 amino asitli bir tek polipeptit zincirinden ve protein olmayan bir kromofordan
olusan, losemi, gastrik karsinom ve pankreas adenokarsinomlarinin tedavisinde klinik
kullanimda olan ilk enedin antitiimdr antibiyotiktir. NCS’nin islevinin ana hedefi DNA’dir
[27]. Klinik ¢aligmalarda NCS'nin akut 16semiye kars1 aktif oldugu gosterilmistir. Calismalar,
NCS'nin 51 hastadan 9'una tamamen, 9'unun da kismen olumlu sonu¢ verdigini ortaya
koymustur. NCS ayrica hepatomaya ve hematolojik malignitelere kars1 etkilidir. NCS, hem
sirekli hem de aralikli olarak intravendz inflizyonla malign hastaligi olan hastalara
uygulanmaktadir. Aralikli NCS tedavisi alan 16semili hastalar, kemik iligi hiicrelerine yonelik
stirekli inflizyonla tedavi edilenlere gore daha biiylik olumlu degisiklikler gdstermistir.

Anoreksi, bulant1 ve kusma NCS uygulamasinin en sik goriilen yan etkileridir [28].

1.4.1.3 Mylotarg ( Kalikeamisin Kombinasyonu)

Kanser tedavisi i¢in gelistirilmis 6zgiilliik ve farmakolojik 6zelliklerine sahip olan modifiye

enedin bilesikleri iiretmek, bilim adamlarinin her zaman dikkatini ¢eken bir konu olmustur.
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Calicheamicin, CD33 antijenine baglanan bir antikorla kombinasyonu olan mylotarg, 2000
yilinda FDA tarafindan bir kemik iligi kanseri olan akut miyeloid 16seminin tedavisinde
denenmek i¢in onaylanmistir. CD33 pozitif, akut miyeloid 16semi ile ilk tekrarlamada 60 yas
ve Ustii hastalarin tedavisinde “antikor hedefli kemoterapi” kategorisinde ilk siralarda
yeralmistir. Mylotarg, sitotoksik enedine, antitimor antibiyotik, kalikeamisin ile konjlige
edilmis bir rekombinant hiimanize IgG4, kappa antikorundan olusur. Mylotarg'in antikor
kismi spesifik olarak CD33 antijenine baglanir. CD33 antijeni, 16semik patlamalar ve
olgunlagsmamis normal miyelomonositik hiicrelerin olgun hiicrelerinin yiizeyinde bulunan
sialik aside bagimli adezyonbir proteinidir. Ancak normal hematopoetik kok hiicrelerde
yoktur. Anti-CD33 hP67.6 antikoru, bir miyelom NSO hiicre zinciri kullanilarak memeli hiicre
siispansiyon kiiltiirii tarafindan {iretilir ve viriisleri elimine etmek veya etkisiz hale getirmek
icin saflastirilir. Retroviriisiin etkisizlestirilmesi ve saflastirilmasi ve sonunda  hP67.6
antikorunun elde edilmesi i¢in ii¢ ayr1 ve bagimsiz islem yapilmaktadir. Bu iglemler, diisiik
pH islemi, DEAE-Sefaroz kromatografisi ve viral filtrasyonudur. Mylotarg, 5 mg ilag
konjugati iceren steril, beyaz, koruyucu icermeyen liyofilize bir tozdur. Ilag 1518a duyarhidir ve
infiizyonun hazirlanmasi ve uygulanmasi sirasinda dogrudan ve dolayli giines 1s1gindan ve
korumasiz fluoresan 1s1§indan korunmalidir. Mylotarg, kanser hiicrelerinin biiylimesini
yavaglatmakta veya engellemektedir. Genellikle en az 60 yasinda olan, hastaligin niiks ettigi

ve bagka kanser ilaglar1 alamayan hastalara uygulanmaktadir [29].

1.4.1.4 Lidamisin Kromoforu (LDM)

Lidamisin, DNA ve RNA sentezini kuvvetle inhibe etmekte ve cesitli kanser hiicrelerine karsi
son derece giiglii sitotoksisite gostermektedir. LDMnin IC50 degerinin, insan kanser
hiicrelerinde, mitomisin C ve adriamisininkinden 1000 kat daha gii¢lii oldugu goriilmiistiir.
LDM, losemi L1210, P388, ascites hepatoma H22, sarkom 180 ve melanom Harding-Passey
gibi farelerde transplante edilebilir tiimorlerin inhibisyonunu saglamaktadir. LDM ile timor
biiylimesinin inhibisyon oraninin, tolere edilen dozda mitomisin C'den daha yiiksek oldugu
bulunmustur. LDM, minimum etkili bir dozda anjiyogenezin baskilanmasinda oldukca
etkilidir. LDM, reseptoriin bFGF baglanmasin1 bloke ederek bFGF reseptorii immiin
kompleksinin olusumunu inhibe etmektedir. Bu gibi giiglii aktivite ile LDM, belirgin bir
sekilde anti-metastatik aktivite gdsteren yeni bir gliglii antianjiyogenez ajani olabilmektedir.
LDM ayrica, BEL-7402 hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerinde sisplatin ile kombinasyon halinde

sinerjetik etkiler gostermekte olup, Bcl-2 ekspresyonunun azalmasiyla interniikleozomal
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DNA fragmantasyonu iiretmektedir. LDM'nin, Distamisin A ile tatbik edildiginde, DNA
boliinmesinin amplifikasyonu ile arttirilmig apoptoz ve sitotoksisite gosterdigi bulunmustur.
Bu nedenle, bir antikanser ajan, DNA-baglayict ligand ve MAPK inhibitorii ile bir LDM

kombinasyonu, kanser kemoterapisi i¢in yeni bir stratejiyi temsil etmektedir [30].

1.4.1.5 Esperamicin

Esperamicinler, siradis1 bir kimyasal c¢ekirdekle karakterize edilen bir smif antitimor
antibiyotik grubudur. Bu ilaglarin sitotoksisite tirettigi mekanizma arastirilmis, tek ve cift
kanatli DNA kirilmalarinin olusumu ile ilgilerinin oldugu anlagilmistir. Esperamicinin
aromatik kromoforu, ilacin hiicrelere alimina katkida bulunabilirken ayni zamanda da
egelleyebilmektedir. Esperamicin ve analoglari, her biri spesifik, genetik olarak islenmis
DNA igeren bir dizi izojenik E.coli susu iizerine uygulanmis, sonugta mekanizma olarak
DNA kirilmasina iliskin onarim hatalarinin giderilmesine yonelik olacak sekilde sitotoksisite

trettigi goriilmiistiir [31].

1.5 KANSER VE ENFEKSIYON HASTALIKLARI TEDAVIiSINDE KULLANILAN
POLIMERIK TASIYICI SISTEMLER

Nanopartikiiler ilag tasiyic1 sistemler, nanometrik parcaciklarin, kanser hiicrelerinin ¢evresel
damarlar1 tizerinden penetrasyon yoluyla kanser hiicresine girerek kanser tedavisini
etkinlestiren sistemlerdir. Antikanser ilaglarin kapsiillenmesi i¢in tasiyici olarak kullanilan
nanopartikiiller ~tercihen dogal polimerler kullamlarak hazirlanmaktadir.  Ozellikle

polisakaritler bu konuda elverisli polimerlerdir [32].

Nanopartikiillii tasiyici sistemler antikanser ilaglarinin farmakolojik ve terapdtik 6zelliklerini
artirabilecek sekilde bu ilaglarin taginmasinda kullanilabilecek alternatif bir yaklasimdir [33].
Bu sistem, bir antikanser ilacim1 hedef dokuya tagima sirasinda bozulmaya karsi
koruyabilmekte ve ayrica belirli organ bolgelerinde ilacin terapotik seviyede bulunmasini da
saglayabilmektedir. Polimerik nanopartikiil, nanovezikiil ve nanoemiisyon igeren sistemler
ilag tasiyic1 olarak da kullanilmaktadir [34]. Bu tiir nanopartikiillerin dogal biyopolimerle
kullanimi, toksik ve biyobozunur olmamalari, biyouyumluluklari, koruyucu ve hidrofilik
ozellikleri  nedeniyle tercih edilmektedir [35]. Hidrojel nanopartikiiller, ilaglarin

kapstillenmesi ve hedef bolgeye tasinmasi i¢in uygun niteliklere sahip partikiillerdir [36].
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Antikanser ilag tastyici sistem kullanimi ile ilgili girisimlerin ¢ogu, ilact hedef bolgeye
ulastirmak ve kapsiillenmis ilaci istenen bolgeye serbest birakmak icin sulu siispansiyon bir
nanopartikiiler sistemi i¢ine hidrofobik ilaclar1 dahil etme girisimleridir [37]. Bu sistemler i¢in
gerekli polimerler biyobozunur, biyouyumlu ve toksik olmayan 6zelliklere sahip aljinat ve

kitosan gibi dogal biyopolimerler ile karsilanmaktadir.

Cerrahi operasyon, tiim kanser tiirleri i¢in birincil tedavidir. Ancak kanser hiicreleri viicudun
diger bolgelerine yayildigi durumlarda uygun degildir. Agri, yorgunluk, kanama, enfeksiyon
ve lenfodemin gibi yan etkiler s6zkonusu olabilmektedir. Kemoterapi ve radyoterapinin
saglikli hiicrelerin tahrip olmasi, toksisite ve sa¢ dokiilmesi gibi yan etkileri s6z konusudur
[38]. Bu nedenle, yeni tiirden kanser tedavilerinin kesfedilmesi giindeme gelmistir. Bu agidan
antikanser ilaglarin hedef organa verilmesi i¢in nanopartikiiler tasiyici sistemlerle ilgili
aragtirmalar artmaktadir. Antikanser ilacinin tasinmasinda hastalarin giivenliginin saglanmasi

ve ilacin terapotik etkisinin arttirilmasi i¢in nanopartikiillerden faydalanilmaktadir [39].

Nanopartikiiler tasiyici sistemler,

1. Bir antikanser ilacinin 6zel hedefleme ve taginma verimliliginin arttirtlmasi,
2. Yan etkilerin azaltilmasi,
3. Daha fazla giivenlik ve biyouyumlulugun iyilestirilmesi ve ilaglarin daha hizli ve

kalict etkisi i¢in nanoteknoloji kullanan modifiye bir ilag tagima sistemleridir [40].

Nanopartikiiller cok yonlii 6zellikleri nedeniyle intravendz uygulama igin uygundur. Ornegin,
10-100 nm biiyiikliiglindeki nanopartikiiller, intravendz kilcal damar ¢apindan (5-6 um) daha
kiictiktiir. Bu sayede kilcal damara kolaylikla penetrasyon saglayabilmektedir [41].

Nanopartikiiller daha biiylik partikiillerin ulasamadigi bodlgelere dokulardan da niifuz
edebilmektedir. Kemoterapotik ilag, nanopartikiillerin, uzun dolagim siiresi sayesinde timor
hiicreleri i¢inde birikebilmekte ve mikro damar sistemi iginde olusan penetrasyon delikleri
yoluyla tiimdr hiicrelerine taginabilmektedir [42]. Bilindigi iizere nanopartikiiller sentetik ve
dogal olabilmektedir. Bazi sentetik nanopartikiiller toksik olabilmekte ve insanlara,
hayvanlara ve gevreye zarar verebilmektedir [43]. Dolayisiyla dogal ve bazi sentetik polimer

temeline dayanan nanopartikiiller biyomedikal uygulamalar i¢in sik¢a kullanilmaktadir. Bu
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uygulmalar igin cesitli biyopolimerler kullanilmistir. Bunlar poli (3-hidroksibutirat), poli
(laktik asit) igeren nanopartikiiller, poli (e-kaprolakton) ve poliglikolit kopolimerleri olan
aljinat ve kitosandir [44].

Kanser tedavisi i¢in tasiyict olarak kullanilan ve gesitli biyopolimerlerden iiretilen
nanopartikiiller Sekil 1.5'de gosterilmektedir. Bu biyopolimerler arasinda kitosan ve aljinat,
biyolojik olarak pargalanabilmeleri, biyouyumlu olmalari, hidrofilik, muko yapiskan ve

koruyucu ozellikleri nedeniyle 6zel bir yere sahiptirler [45].
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Sekil 1.5 Tasiyic1 nanopartikiiller [46].

Aljinat, guluronat ve mannuronat lineer (dogrusal) kopolimerlerinden olusan bir anyonik
polisakarittir.  Aljinat yine biyolojik olarak parcalanabilen, biyouyumlu, toksik olmayan,
jellesme ve mukoadhezyon gibi pek cok istenen Ozellige sahiptir. Hemo uyumlu olup,
organlar i¢inde birikmez ve bozulmazlar [47]. Bu nedenle, aljinat sayisiz biyomedikal

uygulamalarda ve ozellikle ilag tasiyici sistemlerde kullanilmaktadir [48].
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Kitosan, glukozamin ve N-asetil glukozamin birimlerinin kopolimerlerinden olusan katyonik
bir polisakarittir. Kitosanin biyouyumlulugu, toksisite olmama, jellesme, biyolojik
parcalanabilme ve membran gecirgenligi gibi 6zellikleri, tibbi ve farmasdtik uygulamalar i¢in
tercih edilen bir polimer olmasini saglamaktadir [49]. Kitosan, insan enzimleri, 6zellikle
lizozim tarafindan bozunabilmekte ve filmler, boncuklar, mikropartikiiller ve nanopartikiiller
gibi cesitli formlarda iiretilebilmektedir [50]. Kitosan, aljinat gibi negatif yiiklii polimerlerle
etkilesime girebilmekte ve ilag kapsiillemesi ve ila¢ taginimi i¢in arzu edilen 6zelliklere sahip
hidrojeller olusturabilmektedir [51]. Kitosan nanopartikiiller aljinatin karboksilat gruplar1 ve
kitosanin amino gruplar1 arasindaki etkilesim iizerine kurulu iyonotropik jellesme ile meydana
gelebilmektedir. Aljinat-kitosan nanopargaciklari, kapsiillenmis ilaci enzimatik bozulmadan
korurken, ilact hedef organa iletebilmekte ve ilacin kontrollii salimina saglayabilmektedir
[52]. Bu konudaki bircok ¢alisma, bu tiir 6zelliklerinden dolay1 ¢esitli antikanser ilaglarini
iceren ve farkli kanser hiicrelerini hedef alan aljinat-kitosan nanopartikiillerinin
hazirlanmasina odaklanmistir [53]. Bunlara ek olarak, kitosan ve aljinat mikropartikiiller cok

katmanli formlarda uretilebilmektedir.

1.6 BiYOPOLIMER TEMELINE DAYANAN MEMBRAN SiSTEMLER

Membran teknolojisi 40 yildan bu yana gelismeye devam etmektedir. Ancak bu teknoloji
hammadde olarak fosil bazli polimerlere ihtiya¢ duydugu ic¢in, membran iiretimi agisindan
siirdiiriilebilirlik imkanlar1 da oldukga diisiiktiir. Plastik atiklar kiiresel capta cevresel bir
sorundur ve bu atiklart bertaraf edebilecek teknik imkanlar da siirlidir. Dolayist ile artan
cevre kirliligi, membran iiretimi igin geleneksel olanlarin yerini alabilecek diger potansiyel

polimerlerin arastirilmasini zorunlu hale getirmistir.

Hayvansal (polilaktik asit, polihidroksyalkanatlar, polibiitilen siiksinat) veya bitkisel
kaynaklardan (seliilloz bazli polimerler, aljinat, poliizopren, nisasta) ve ayrica bakteri
fermantasyon iriinlerinden (kitin, kitosan, kolajen, serisin) tiiretilen biyopolimerler
biyomedikal alanda popiiler olmustur. Membranlarin hazirlanmasi i¢in  biyopolimerlerin
kullanim1 ve daha biiylik 6lgeklerde uygulanmalart halen zor olsa bile, bu konu literatiirde
iist seviyede ele alinmis ve belgelenmistir. Ayrica, biyopolimerler, son on yil boyunca biyo-
bazli membranlarin, mikro ve ultrafiltrasyon, pervaporasyon, gaz ayristirma ve tibbi
uygulamalar dahil olmak iizere farkli teknoloji alanlarinda kullanilmak {izere iiretilmesi ile

ilgili aragtirmalarin odak konusu olmustur [54]. Biyoplastikler, biyolojik kaynaklardan
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ve/veya fosil (komiir veya petrokimya) kaynaklarindan elde edilip edilmedigine bagl olarak,
biyobazli ve/veya biyobozunur olarak tanimlanabilmektedir. Genel olarak, iki terim birbirine
kanistirildigindan {iretim yontemlerine gore ii¢ biyoplastik kategorisini ifade eden kesin

tanimlar yapmak gerektirmistir.

Biyobozunur polimerler, fiziksel ve kimyasal ozellikleri bozulmaya ugrayan ve
mikroorganizmalara, karbon dioksit, metan, ve suya maruz kaldiklarinda tamamen bozulan
malzemeler olarak tanimlanmaktadir. Biyopolimerler biyolojik olarak bozunabilir (6rnegin
polilaktik asit) veya bozunamaz (6rnegin, biyopolietilen) nitelikte olabilir. Benzer sekilde,
birgok  biyopolimerler  biyolojik  olarak  parcalanabilir  (6rnegin  nisasta  ve
polihidroksialkanoatlar) olmasina ragmen, biyolojik olarak parcalanabilir polimerlerin tiimii

biyopolimer degildir (6rnegin polikaprolakton).

Yenilenebilir kaynaklar1 kullanarak biyopolimer {iretmenin ii¢ temel yolu vardir:

e Kismi modifikasyon ile dogal biyopolimerlerin kullanilmasi (6rnegin nisasta)

e Fermantasyon/geleneksel kimya ile biyo-bazli monomerlerin iiretilmesi, ardindan
polimerizasyon, (6rnegin polilaktik asit, polibiitilen siiksinat ve polietilen)

e Biyopolimerlerin dogrudan bakteri tarafindan tiretilmesidir. (6rnegin,

polihidroksialkanatlar) [55].

1.6.1 Dogal ve Sentetik Polimerler

1.6.1.2 Dogal Polimerler

Adindan da anlasilacag iizere, bu polimerler dogada olugmaktadir. Metabolizmalar iki ana
dogal polimerden olusur. Bunlar DNA-RNA ve enzimlerdir. Diger bazi dogal polimerlere
agaclardaki seliiloz, ve patatesteki polimerler 6rnek gosterilebilir. Tahta, ipek ve diger bir¢ok
imalat {irtinii de dogal polimerlerdir. Bu polimerlerin tiimii, bilimsel isimlerle
smiflandiriimislardir. Ornegin polisakaritler (seker polimerleri) DNA, RNA, nisasta, seliiloz,
odun ve kitin dogal polimerler sinifindandir. Kitin, istakoz, yenge¢ ve karides gibi kabuklular
olusturan maddedir. Kitin sert ve ¢6ziinmez bir maddedir. Ancak ileri derecede esnek hale

gelebilmesi sasirtict olmustur. Diger bir polisakarit ise agaclarda bulunan dogal kaucuktur.
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Diinya capinda bir¢cok yerde kaucuk kullanilmaktadir. Dogal polimerler, sag, cilt, tirnak,

gergedanin boynuzu, ipek ve enzimlerdeki proteinleri tagiyan polipeptitlerdir.

1.6.1.3 Sentetik Polimerler

Dogal polimerler disindaki makromolekiiller grubundaki diger kategoridir. Sentetik
polimerler, hayat1 kolaylastirmak icin diger polimerlerin kesfedilmesiyle insanlar tarafindan
degistirilmis veya suni olarak iiretilmis polimerlerdir. Ornegin naylon sentetik bir polimerdir.
Diger faydali bir sentetik polimer de petrolden iiretilen benzindir. Benzin, otomobillerin
icadindan itibaren beri kullanilmis ve molekiiler yapilar1 degistirilerek daha verimli hale
getirilmiglerdir. Bilim insanlari, nasil degistirilecegini goérmek i¢in hidrokarbonlar1 da

parcalamislar ve bunlar1 kullanarak polimer zincirleri elde etmeye ¢alismislardir.

Leo Baekland tarafindan Bakalit kesfedilmis, Stpehanie Kwolek de Kevler isimli sentetik bir

polimer iiretmis bu da kursun gecirmez yelek yapiminda kullanilmaya baslanmistir [56].

1.6.2 Kitosan Temeline Dayanan Membran Y apilar

Kitosan, D-glukozamin ve N-asetil-D-glukosaminden olusan bir kopolimerdir ve ticari olarak
kabuklu deniz hayvanlarinin dis iskeletinden deasetilasyon yoluyla iiretilmistir. Kitosanin
doku mihendisligi icin bir yap1 iskelesi ve giiclii bir metal iyon baglayici oldugu
kanitlanmigtir. Saf kitosan membranlarin, agik yara Ortiisii olarak kullaniminda bazi
sinirlamalar s6zkonusudur. Buna ragmen kitosan yara iyilesmesini hizlandirmakta ve ¢esitli
hemostatik 6zellikleriyle genel bir antimikrobiyal etki gdstermektedir. Membran olusumu
stirecinde gliserol varligi, artan gliserol icerigi ile artan ag genisligi, membran zarimin
gecirgenligini etkilemigtir. Basit kitosan membranlarin orta derecede gegirgenlige sahip
oldugu rapor edilmistir. Tiim kitosan bazli membranlar esnektir. Gliserol kadar olmasa bile,
modifikasyon sonucu asgari degeri agsmaya yetecek kadar deforme olabilme o6zelliklerini

kazanabilmektedirler.
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1.6.2.1 Kimyasal Capraz Bagh Kitosan

Kitosanin dialdehitlerle veya epoksitlere kimyasal c¢apraz baglanmasi daha yogun ag
yapilarina neden olur ve gecirgenliklerini degistirir. Capraz baglama membranin mekanik

ozelliklerini iyilestirsede gecirgenligini genellikle azaltmaktadir.

1.6.2.2 Gozenekli Kitosan Membranlari

Gozenekli kitosan membranlar gecirgenligi artirabildikleri gibi istenen biiyiikliikte de
hazirlanabilmektedir. Gozenekli bir yapr elde etmeyi miimkiin kilan bir yol da membran
olusumu sirasinda sert silika parcaciklarinin veya bazi polimerik yapilarin membrana
eklenmesidir. Kitosan membranlarinin gegirgenligi ve mekanik dayanimi, birka¢ farkh
yontemle ayarlanabilmektedir. Kitosan membranlarinin gecirgenligi arttirillirken ayni

zamanda membran yapi gliserol ile genisletilip esnetilebilmektedir [57].

1.6.3 Kompozit Membran Sistemler

Kompozit membranlar genellikle, bir malzemenin gozenekli alt tabakasi {izerine ince bir iist
tabakanin entegre edilmesi ile olusturulan “asimetrik yap1”seklinde tanimlanabilir. Kompozit
membranlar, istenen seciciligi, gegirgenligi, kimyasal ve termal kararliligt vs. elde etmek igin
modifiye edilebilmektedir. Kompozit membranlari hazirlama asamast dort simifta

gruplandirilabilir:

1) ince tabakanin ayr1 olarak dokiilmesi (6rnedin, bir su banyosunun yiizeyine g¢ok
seyreltilmis bir polimer ¢ozeltisinin yayilmasiyla) ve daha sonra bir mikro goézenekli
destek lizerinde lamine edilmesi;

2) Mikro gozenekli destegin bir polimer, reaktif bir monomer veya bir 6n polimer ¢ozeltisi ile
kaplanmasi, ardindan kurutma, 1s1l iglem veya radyasyon iglemi;

3) Plazma polimerizasyonu;

4) Mikro gozenekli destegin yiizeyi tlizerinde reaktif monomerlerin ara yiizey

polimerizasyonu [58].
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Kompozit membranlar en az iki farkli malzemeden olusur. Bunlar genellikle, se¢ici, gegirgen
ve gozenekli destek gorevi goren alt tabaka bir membran malzeme ve bunun {izerine yayilan
ince tabaka halindeki malzemedir. Bu tip membranin biitiinsel olarak kaplanmis olanlara gore
avantaji, istenen performansi elde etmek i¢in her katmanin bagimsiz olarak optimize
edilebilmesidir. Bir destek iizerine ince bir {ist tabaka uygulamak igin bilinen bazi teknikler
vardir. Cok ¢esitli hazirlama teknikleri nedeniyle, neredeyse tiim polimerik malzemeler

kompozit membranlar iiretmek i¢in kullanilabilmektedir [59].

1.7 BITKISEL KAYNAKLI DOYMAMIS YAG TEMELINE DAYANAN GRAFT
KOPOLIMER SiSTEMLER VE UYGULAMALARI

Yenilenebilir tiim biyopolimerler oldukca ilgi ¢ekmektedir. Yenilenebilir kaynaklarin
kullanimi, giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Dogal biyolojik kaynaklar, tarimsal
tiretim ve biyobazli malzemelerdeki yeni gelismelerle yakindan baglantilidir. Gelecek yiizyil
boyunca siirdiiriilebilir kalkinma, yenilenebilir kaynaklardan dogal polimer bazh
malzemelerin diinyanin smirl petrol kaynaklarina alternatif olarak kullanilmasini zorunlu
hale getirmistir. Dogal biyopolimerler dogada bulunan en bol polimerlerdir. Diger biyokiitle
ile birlikte bitkilerde ve agaclarda da bulunmaktadirlar. Biyopolimerler  iizerindeki
arastirmalar yaygin olmasina ragmen, biyobazli materyallerle ilgili calismalar sentetik
polimerlere kiyasla siirlidir. Bunun baglica nedeni, hidrofilik yap: ve kimyasallara/iklim
kosullarina karsi zayif diren¢ gibi birtakim dezavantajlari olmasidir. Oysa ki, graft
kopolimerizasyonu yoluyla diger bir ifadeyle asilama yoluyla elde edilen biyo polimerlerin
yiizey modifikasyonundaki gelismeler, uygulama kapsamini genisletecegi i¢in son derece
onemlidir. Mitkemmel mekanik ve bariyer 6zelliklerine sahip biyopolimerlerden yeni graft
kopolimer malzemelerinin gelistirilmesi, endiistriyel iriinlerin gelecekteki uygulamalari igin
onemli bir aragtirma konusu olmustur. Graft kopolimerlerin otomotiv, toksik iyon giderimi,
biyomedikal, savunma vb. gibi farkli uygulama alanlar1 s6z konusudur. Grafting (asilama)

tiirleri ve uygulama alanlar1 su sekildedir;

Hidroksiapatit asilama: Hidrofilik monomerlerin, tibbi uygulamalar igin seliilozik polimerler
lizerine asilanmast; plazma destekli yiizey grafti ve plazma kaynakli graft polimerizasyonu
yoluyla biyopolimerlerle yiizey islevselligi saglama; poliakrilamid asilanmis zamki suda

¢oziinilir yapiskan malzeme olarak sentezleme ve uygulama amaciyla yapilmaktadir [60].
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Hazer ve ekibi yaptiklar1 ¢calisma sonunda serbest radikal polimerizasyonun ve yogunlagsma
reaksiyonlariin kombinasyonu yoluyla, yeni bir yesil makroperoksit baslatici kullanarak ¢ift
hidrofilik bir kopolimerin sentezini bildirmistir. Ik olarak, oleik asit, karboksil gruplarina
sahip doymamis yag asidi makroperoksit baglaticisini elde etmek igin, oda sicakliginda birkag
hafta boyunca petri kaplarinda ayr1 ayr1 otoksidazlanmistir. Cift hidrofilik poli NIPAM-g-
polioleikasitg-PEG as1 kopolimeri, NIPAM, PEGNH2 ve makroperoksit yag asidi igeren
karisim, azot atmosferi altinda 95 © C'de 5 saat sliren reaksiyon ile iiretilmistir. Elde edilen

kopolimerin fizikokimyasal ve termal karakterizasyonlar1 tanimlanmastir.

Bu ¢alismada molar kiitleli diamin uglu polietilen glikol, MW ~ 2000 g / mol, 2-aminopropil,
polipropilen glikol-blok polietilen-glikol-blok-polipropilen glikol kullanilmigtir. Etilen glikol

tinitelerinin propilen glikol tinitelerine mol oran1 36/9 olarak belirlenmistir [61].

Kanser hastalar1 kemoterapi gibi kanser tedavisi esnasinda yiliksek enfeksiyon riski
tagimaktadir. Kanser ve enfeskiyon hastaliklari ¢ogu acidan benzer yonlere sahip olup, ev
sahibi immun cevabi1 aktive etmekte ve patojenlere sebebiyet vermektedir. Patojenlere karsi
savunma, direng ve tolerans olmak tizere iki kisimdan olugsmaktadir. Direng, patojenlere karsi
ev sahibini korumakta ve enfeksiyonu etkisiz hale getirmektedir. Tolerans ise enfeksiyonun

negatif etkisini elimine etmek yoluyla ev sahibini korumaktadir [62,63].

Onkoloji hastalar1, virrlis, parazit [64] ve bakterilerin neden oldugu genis spektrumdaki
enfeksiyonlardan dolayr acit c¢ekmektedirler. Enfeksiyonlar, coklu ila¢ direnci gosteren
organizmalar1 igeren bakteriyel patojenlerin kolonilesmesinden meydana gelmektedir. Bu
tirden komplikasyonlar, kanser hastalarinin Oliimiine sebebiyet verebilmektedir. Cesitli
kateterler, cerrahi aletlerin kullanimi ve bazi uygulamalardan dolayr ortaya ¢ikan hastane
enfeksiyonu bu tiir hastalarda oldukca 6nemli enfeksiyon riskleri olusturmaktadir. Ek olarak,
immun baskilayci tedavi, aktif veya latent donemindeki enfeksiyonlarin tekrar aktif hale
gelmesine neden olabilmektedir. Coklu ila¢ direngli mikroorganizmalarin gelisimi de aym
zamanda bu tiir hastalarin antibiyotik ile tedavi edilebilmesini 6nlemektedir [65]. Gilinlimiizde
kanserin tedavisinde ve ayn1 zamanda tedavi esnasinda olabilecek enfeksiyonlara karsi hastay1

korumak i¢in farkl terapotik tedavi yaklasimlar gelistirilmektedir.

Polimerik membranlar, hazirlama kolayligi, pahali olmayan materyallerin kullanimi, gézenek

olusumunun kontrol altina alinmasi, esnek yapiya sahip olabilmesi ve diger genis capta
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uygulama alanlarindan dolay1 cazip ozelliklere sahiptirler. Ancak, biyokirlenmeye maruz
kalmasi, mekaniksel kuvvet ve az akiskan Gzelliklerinden dolayr da bazi dezavantajlar1 da
sozkonusudur. Bu tiir dezavantajlarin iistesinden gelebilmek i¢in polimerik membran igerisine
emdirilmis nano boyutta materyaller membran yapinin iyilestirilmesi yoluyla sinerjistik etki
saglamaktadirlar [66]. Polimerik kitosani olusturan nano ve mikro partikiiller ve membranlar,
gbzenekli yap1 olusturmasindan dolayi kontrollii ilag salim sistemleri ve ortii materyali olarak

giivenli bir sekilde kullanilabilmektedir [67, 68].

Kitosan, polimerik 1-4-bagli-2-amino-2-deoksi-p-D-glukozdan olusan lineer hidrofilik
polisakkarittir. Kitosan, kitinin poli(B-(1-4)-N-acetyl-D-glucosamine) kismi
deasetilasyonundan elde edilmektedir. Dogal, antibakteriyel, biyoyenilenebilir, anti-
immunojenik, toksik olmayan, anti-timér ve biyouyumlu o&zelliklerinden dolay1 kitosan
muazzam Ozelliklere sahiptir [69, 70]. Dogal glikosaminoglikanlar1 taklit ettiginden ve insan
ekstraselliiler matriksin baslica bileseni oldugundan dolay1 kitosanin biyouyumlulugu
miikemmeldir [71]. Uzerinde pozitif yiik olmasmndan ve biyouyumlu 6zelliginden dolay:
kitosan etkin bir sekilde hiicre biiylimesini desteklemektedir. Ek olarak, kitosanin hidrofilik
ylizeyi ona, hiicre yapismasi, ¢ogalmast ve farklilasmasi gibi muazzam oOzellikler
kazandirmaktadir [72, 73, 74]. Pozitif yiike sahip olan kitosan kolaylikla negatif yiiklii hiicre
membrant ile reaksiyona girebilmekte ve siki baglantili proteinlerin ac¢ilmasi yoluyla
kolaylikla penetre olabilmektedir [75]. Bu sebeple, membran temeline dayanan kitosan gibi
kitosan ve kitosan tiiretmeleri, biyomedikal uygulamalarda kapsamli bir sekilde
kullanilmaktadir [76, 77, 78]. Kitosanin farkli ¢oziiciilerdeki ¢Ozlniirliigii sinirhidir. Az
miktarli asetik asit ve su karisitminda ¢oziinmektedir [78, 79]. Bu dezavantaj, membrani
hazirlama asamasinda polimer ¢ozeltisi icerisine doldurucunun dagilmasini veya karigmasini
sinirlamaktadir. Siirfektantla birlikte nanopartikiiller, membran1 elde etmek i¢in kitosan
cozeltisi ile karigtirllabilinir. Bu sekilde siirfektant molekiilii, dispersiyonu ve membran
olusumunu kolaylastirmaktadir [80]. Bos kitosan membran1 sulu ortamda oldukga yiiksek
sisme davranis1 gostermektedir. Bu sebeple, bu tiir dezavantajlarin {istesinden gelmek i¢in

kitosanin diger polimerler ile karismasi veya ¢apraz baglanmasi gerekmektedir [81, 82].

Tiim bunlar g6z 6niline alindiginda doku rejenerasyon uygulamalari i¢in uzun siireli, istenen
etkiye sahip nanodlgekteki polimerler ile kitosanin iyilestirilmesi énemlidir. Ornek olarak,
Huang ve arkadagslar1 kemik rejenerasyon uygulamalari i¢in kitosan membran igerisine nano-

hidroksiapatit/CS mikrokiire entegre etmislerdir [83]. Bir diger ¢alismada ¢ozelti-kaliplama
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dontistirme yoluyla kitosan/ZnO nanopartikiil (CS/ZnO) kompozit membranlari elde
edilmistir. % 10’un {lizerinde ZnO igerigindeki Saf CS membran ile karsilastirildiginda CS
membran igerisindeki ZnO igerigi mekaniksel 6zellikleri iyilestirmis ve Bacillus subtilis,
Escherichia coli, ve Staphylococcus aureus’a karsi daha yiiksek antibakteriyel aktivite

gostermistir [84].

Yenilenebilir kaynaklardan elde edildiginden dolay1 bitkisel-yag temeline dayanan polimerler
cazip Ozelliklere sahiptirler. Bu yenilenebilir 6zellikler, cok amagli uygulanabilirlik, diisiik
maliyet, non toksik ve biyobozunur 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir [85]. Polidoymamis
yag asitleri ve esterler, kimyasal maddeleri elde etmek i¢in otooksidasyona maruz kalmasi
acisindan hassas ham materyallerdir. Bunlar arasinda linoleik asit, oleik asit, soya yagi, keten
tohumu yag1 gibi yaglar, polimerik makroperoksit baslaticiyr elde etmek icin kolaylikla
otooksidasyona maruz kalabilmektedirler [86].

Kafeik asit, 3,4-dihidroksisinamik asit, bitkilerde fenil alaninden biyosentetiksel olarak
tiretilmektedir. Kafeik asit, bitki, zeytin, meyve, sarap, kahve ve zeytin yaginda
bulunmaktadir [87]. Bu dogal bitkisel fenolik bilesik, antikarsinojenik etki, antioksidatif ve
antiviral, anti enflamatuar, anti tromboz ve antihipertensif aktiviteyi i¢eren cazip Ozelliklere
sahiptir [88]. Bunlarin tiimdr biiyiimesini ve ilerlemesini inhibe edebildigi ve baz1 kanser

hiicre hatlarinda apoptozu baslattig: literatiirde rapor edilmistir [89, 90].

Aytekin ve arkadaslari, antioksidan aktivitesini arttirmak i¢in farkli molekiil agirligr ve
graftlama oranlarinda kitosan-kafeik-asit Ornekleri hazirlanmig ve saf kitosan formuyla
karsilagtirmiglardir. Bu graftlama prosesleri, kafeik asitin karboksil grubuyla kitosanin amino
grubunun reaksiyona girmesi yoluyla kovalent baglayici, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimid hidrokloriir (EDAC) kullanilarak gergeklestirilmistir. En yliksek radikal
temizleme aktivitesi, en yiiksek miktarda kafeik asit 6rneklerinde gozlenmistir. Ek olarak,

kitosan ve kafeik asit tiirevleri, proses esnasinda aktivitelerini korumuslardir [91].

Tiim bu bilgilerin 15181 altinda sunulan yiiksek lisans tez konusunun amaci, kanser tedavisi
esnasinda enfeksiyonu onlemek ve tiimorii inhibe etmek icin doymamus bitkisel yag temeline
dayanan PS-Poleic-PEG NPs (NPs) ve Caff-PS-Poleic-PEG NPs (Caff NPs) emdirilmis
biyotaklit edici yeni kompozit kitosan membrani gelistirmektir. Bu nedenle, polioleik asit,

makroperoksit baglatici, oda sicakliginda hava oksijeni altinda oleik asitin otooksidasyonu
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yoluyla elde edilmistir. Polioleik makroperoksit baslatici, serbest karboksilik asit gruplarini
iceren PS-g-Poleik graft kopolimerini elde etmek igin stirenin serbest radikal
polimerizasyonunu baslatmistir. Sonrasinda, PS-g-Poleik-g-PEG amfifilik graft kopolimerini
elde etmek icin amin uglu polietilen glikol (PEG), karboksilik asit grubu ile reaksiyona
girmistir. Elde edilen PS-g-Poleik-g-PEG graft kopolimeri, ¢oziici buharlastirma yoluyla
nanopartikiil ve kafeik asit yiliklii nanopartikiilii hazirlamak i¢in kullanilmigtir. Hazirlanan
orneklerin fiziksel, morfolojik ve biyolojik 6zellikleri karakterize edilmistir. PS-Poleik-PEG
NPs veya Caff-PS-Poleik-PEG NPs igeren CHT membranlarin mekaniksel performansi,
antikanser, antibakteriyel, sitotoksik aktivitesi ve hiicresel alim etkinligi detayli bir sekilde
incelenmistir. Bos membran ve NPs-CHT membranla karsilastirildiginda daha ¢ok antikanser
aktivite gosteren kompozit kitosan membranlarin biyouyumluluk ¢aligmalart SaOS-2, insan
osteosarkoma hiicre hatt1 iizerinde gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak, ila¢ igeren CHT
membranlar, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus bakteri tiirlerine karst miikemmel

antibakteriyel aktivite gostermistir.
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BOLUM 2

DENEYSEL CALISMALAR

2.1 KULLANILAN MATERYALLER VE KIMYASALLAR

Diisiik molekiil agirlikli kitosan toz (50.000-190.000 Da) Sigma-Aldrich'ten satin alinmistr.
Polietilen glikol-bis- (2-aminopropil eter) (2000 g / mol, MW) Hunstman Corp.'dan (Basel,
Isvigre) hediye olarak alinmustir. Oleik asit (saflik:% 85-88) CHS Endiistriyel Uriinler San.
Tic.A.S.’den alinmustir. Stiren Sigma-Aldrich'ten (Almanya) elde edildi ve CaH; iizerinden
vakumla damitilarak saflastirildi. Diger tiim kimyasallar (Sigma-Aldrich, Almanya) reaktif
dereceliydi ve daha fazla saflastirilmadan kullanildi. Diklorometan (DCM) ve Tween 80,
Merck'ten (Darmstadt, Almanya) satin alindi. Tripsin-EDTA, Dulbecco’nun Modifiye Eagle's
Medium'u (DMEM F-12),% 1 penisilin / streptomisin,% 10 fetal sigir serumu (FBS) ve
dimetilsiilfoksit (DMSO), Biological Industries'den (Beit Haemek Israel) temin edildi. MTT
(4,5-Dimetiltiazol-2-il) -2,5-Difenil tetrazolyum bromiir (MTT), canli/6lii hiicreli ¢ift boyama
kiti ve  TACS Annexin V-Floresein Apoptoz Saptama Kiti, Sigma-Aldrich ve R&D
Systems'den temin edildi. , Inc. (MN, USA).

2.2 GRAFT KOPOLIMER SENTEZi
2.2.1 Otookside Polimerik Oleik Asit
18 g oleik asit petri kabina dokiildii (@ =14.5 cm, oil kalinligi: 1.0 mm) ve yaklasik 4 ay

boyunca oda sicakliginda hava oksijenine maruz birakildi. Sonugta sar1 renkli viskoz sivi

polimer elde edildi [85, 92, 93]
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2.2.2 PS-g-Poleik Graft Kopolimerlerin Sentezlenmesi

Polistiren-poleik-PEG graft kopolimer sentezi tek reaksiyon basamaginda serbest radikal
polimerizasyonu yoluyla gerceklestirilmistir. Polioleik asit, stirenin serbest radikal
polimerizasyonunu baslatmak igin kullanildi. Bu amagla 8 gr stiren ve 3 gr Poleik asit
(Poleik), 10 ml saf toluende ¢o6ziildii ve bu karisim, 5 saat boyunca 95°C’de manyetik
kanistiric1  kullanarak yag banyosu igerisinde karistirildi. Elde edilen polimer 20 ml
kloroformda ¢6ziindii, metanolde ¢oktiiriildii ve siiziildii. Sonrasinda graft kopolimer 24 saat

boyunca 40 °C’de vakum altinda kurutuldu [86].

2.2.3 PS-g-Poleik-g-PEG Graft Kopolimerlerin Sentezlenmesi

PS-g-Poleik-g-PEG graft kopolimerini elde etmek i¢in kondenzasyon reaksiyonu
(PEGNH’nin amin ucu ile PS-g-Poleik asitin karboksil grubu arasinda). Kisaca 3 gr PS-g-
Poleik ve 0.25 gr Polietilen glikol-bis- (2-aminopropil eter) (PEG 2000NH,) polimerleri 10
ml saf toluende ¢oziiliip, igerisinden azot gazi gecirildikten sonra 5 saat sliresince yag
banyosu varliginda 95°C’de 1sitilarak karistirildi. Coziicii kismen rotary evapoartdrde
buharlastirildi. Metanolde ¢oktiiriildii ve filtre edildi. Filtre kagidindaki polimer kiiciik petri
kabina aktarildi ve 24 saat oda sicakliginda ve ertesi giin vakum altinda 40 °C’de 24 saat
kurutuldu. Tleri saflagtirma islemi i¢in kurutulan polimer kiigiik kapakli cam tiipiin igerisine
konuldu iizerine 15 mL kadar saf kloroform ilave edildi ve agzi kapatilarak karistirilip
¢Oziinmesi saglandi. Coziindiikten sonra polimer ¢ozeltisi adi siizgec kagidinda stlizdiiriildii ve
alttaki polimer ¢ozeltisi 0.5-0.6 gr agirligindaki petri kabina diizgiin bir sekilde dokiildii. 24
saat oda sicakliginda kurumaya birakildi. Ertesi giin istiinii kaplayacak kadar saf su konularak
30 dk beklendi ve daha sonra polimer filmi diizglin bir sekilde siyirarak alindi ve su dolu
beher icerisine koyularak 24 saat bekletildi. Boylelikle reaksiyona girmemis olan PEG’ler
ortamdan uzaklastirildi [86, 93].

2.2.4 Polimer Karakterizasyonu
Elde edilen graft kopolimerlerin fizikokimyasal karakterizasyonunu gerceklestirmek amaciyla

FTIR ve 'H-NMR analizleri yapildi. FTIR-ATR, Perkin Elmer Spektrum 100 Model FTIR
spektrometre kullamilarak gergeklestirildi. Graft kopolimerlerin "H-NMR spektrumu, Bruker
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mq 20 Minispec model Pulsed NMR Spektrometre yoluyla ¢oziicii olarak CDCl3z ve i¢

standart olarak tetra metilsilan kullanilarak gergeklestirildi.

2.3 PS-POLEIK-PEG VE CAFF-PS-POLEIK-PEG NANOPARTIKULERININ
HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

PS-g-PLina-g-PEG graft kopolimerlerinden ¢6ziicii buharlastirma teknigi kullanilarak
nanopartikiiller hazirlanmistir. Bu amagla 10 mg PS-g-Poleik-g-PEG graft kopolimeri 10 ml
diklorometanda ¢6ziindiikten sonra homojenizator varliginda (IKA T 125 Digital Ultra Turrax
Homogenizer) ve buz banyosu esliginde Tween 80 iceren sulu dagilma ortamina damla damla
enjekte edilerek sulu siispansyon c¢ozeltisi olusturuldu. Organik c¢oziiciiyli uzaklagtirmak
amactyla sulu ¢ozelti ultrasonik banyo ve mekanik karistirict (2000 rpm) varliginda 2 saat
karistirtlmistir. Sonrasinda ortamda reaksiyona girmeden kalan Tween 80, polimer ve organik
¢oOziicliyli uzaklastirmak amaciyla siispanse haldeki ¢ozelti 12.000 rpm hizda 30 dk siire ile
suyla yikanarak coktiirilmustiir. Alttaki ¢okelek -80 °C’de dondurularak ileride yapilacak

olan deneysel ¢alismalar i¢in liofilize edilmistir.

Kafeik asit yiiklii nanopartikiilleri (Caff-NPs) elde etmek icin ayni prosediir uygulanmistir.
Kisaca 5 mg ve 10 mg Caff (5Caff ve 10Caff) etanolde (ETOH) ¢oziilerek polimerik organik
faza eklenmistir. Elde edilen organik ¢6zelti homojenizator kullanilarak siispansiyon ortamina
damla damla ilave edilmistir. Ortamdan organik c¢oziiciiyli uzaklastirmak i¢in ultrasonik
banyo (Alex, Germany) ve mekanik karistirici (Heidolph RZR 2021) kullanilmistir. Kullanim
oncesi elde edilen NPs, 5Caff NPs ve 10Caff NPs liofilize edilmistir [94].

2.3.1 Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

NPs ve Caff-NPs’lerin morfolojik arastirmasi SEM (Quanta FEG 450 Model SEM)
kullanilarak gerceklestirilmistir. NPs’lerin optimizasyonu, cesitli sentez kosullar1 altinda
ortalama boy ve boy dagilimi1 ve zeta potansiyel (Malvern Instruments, Model 3000 HSA,
England) degerlerinin belirlenmesi yoluyla elde edilmistir. Bos NPs ve Caff-NPs’lerin

fonksiyonel gruplarini belirlenmesi FTIR analizi yoluyla gergeklestirildi
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2.3.2. Enkapsiilasyon Etkinligi ve Yiikleme Kapasitesinin Ol¢iimii

Belirli miktarda Caff-NPs (5 ve 10 mg Caff) sonike edilerek 12.000 rpm’de 20 dakikada
santrifiij edildi. Siipernatant ve yikama ¢ozeltileri toplandi ve ilaci ¢6zmek i¢in karisima
belirli miktarda etanol ilave edildi. Nanodrop (Thermo Scientific Nano Drop 1000
Spektrofotometre) yoluyla spektrofotometrik olarak 362 nm dalga boyunda [95] ilacin
absorbans dl¢iimii tayin edildi. Ila¢ enkapsiilasyon (EE) ve yiikleme etkinligi (LE), asagidaki
esitlik yoluyla hesaplandi.

Enkapsiilasyon etkinligi (%) — toplam ila¢ miktari—serbest ilag miktari X100 (2.1)

toplam ilag miktari

toplam ilag miktari—serbest ilag miktari

Yikleme etkinligi (%) =

X100 2.2)

kuru nanopartikuillerin agiriigl

2.4 CHT-MEMBRAN VE NPS CHT-MEMBRANLARIN HAZIRLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

CHT-membran, ¢oziicii kaliplama metodu kullanilarak ve gliserol eklenerek hazirlanmistir
[96]. Bu amacla esnek ve direncli kitosan filmi, % 2’lik (w/v) asetik asit ¢cozeltisi icerisinde %
2’lik (v/v) kitosanin ¢oziilerek teflon petri kabma dokiilmesi ve kitosan ¢dzeltisinin
buharlastirilmast yoluyla elde edilmistir [97]. Havada c¢oziiciiniin yavas bir sekilde
buharlagsmasi ve ardindan 40 °C’de vakum altinda kurutulmasi yoluyla transparan membranlar

olusturulmustur [98].

Benzer sekilde kompozit membranlar, Caff NPs emdirilmis CHT soliisyonunun, bos NPs, 5
ve 10Caff NPs’lerle karistirilmasi yoluyla hazirlanmistir. Bunun i¢in liyofilize NP’ler, Tween
80’in sulu ¢ozeltisiyle birlikte gliserol katkili kitosan soliisyonu (% 1, CHT kiitlesine bagl
olarak (w/w)) igerisinde dagitilmistir ve homojen bir karisim elde edilene kadar tiim bilesenler
karnigtirllmistir. Son olarak, c¢ozelti teflon petri kabina dokiilerek ¢6ziicli buharlastirildiktan

sonra 40 °C’de vakum altinda kurutulmaya birakilmistir [99-101].
Bos ve kompozit membranlarin morfolojik degerlendirmesi SEM ve Atomik Kuvvet

Mikroskobu (AFM, Nanomagnetics, Turkey) kullamilarak arastirilmistir. [letken membranlar

olusturmak icin kesit yiizeyi altin ile kaplanmistir ve membranlarin ylizey piriizliliigi ve
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morfolojisi SEM ve AFM yoluyla arastirilmistir. 5 pm x 5 um’lik alanin taranmasi igin

membranlar ufak kareler halinde kesilmistir.

2.4.1 Caff-CHT Membranlardan In vitro ila¢c Salim

Membranlardan ilag salimini gerceklestirmek icin iki grup ilag yiikkli NPs emdirilmis
membranlar (5 ve 10Caff NPs-CHT membran) kullanildi. 1 ¢cm genislik ve boyunda kare
seklindeki ornekler pH 7.4’de 5 ml fosfat tampon ¢o6zeltisi (PBS) iceren cam tiip igerisine
yerlestirildi. Tiipler ¢alkalamali inkiibatore yerlestirildi ve yaklasik olarak 50 giin boyunca
hafif bir sekilde sallanarak 37 °C’de inkiibe edildi. Belirlenen zaman araliklarinda 40 pl
siipernatant ortamdan alind1 ve cam tiibe aym1 miktarda taze PBS aninda ilave edildi. ilaci
¢ozmek amaciyla 40 pl ethanol 40 ul siipernatanta ilave edilerek sonike edildi ve sonra
nanodrop kullanilarak 362 nm dalga boyunda siipernatanttaki Caff’in absorbans o&lgiimii

gercgeklestirildi [91].

2.4.2 Mekaniksel Ozellikler

CHT membran, NPs-CHT membran, 5Caff ve 10Caff NPs-CHT membranlarin gerilme
kuvveti (6rnek alaninin minimum kesit yiizeyi/kirilmadaki maksimum yiikleme) ve
kirilmadaki uzama (6rnegin baslangictaki dl¢iim boyu/ drnegin kirilma anindaki uzamasi x
100), oda sicakliginda 10 mm/dak piston baslik hizinda universal test cihazi yoluyla
(Zwick/Roell Z250 kN, Ulm, Germany) arastirildi [97]. Membranlar 2x2 c¢cm (uzunluk x
genislik) boyutunda kesildi ve dl¢timler 3 tekrarli yapildi.

2.4.3 Antibakteriyel Etki

Bos CHT membran, NPs-CHT membran, 5Caff NPs-CHT membran ve 10Caff NPs-CHT
membranlarin E.coli (gram negatif) and S.aureus (gram positif) bakteri tiirleri tizerindeki
antimikrobiyal aktivitesi plaka sayim metodunun kullanilmas: yoluyla arastirildi. Bakteriyel
bliylime, canli sayimi metoduyla tayin edilmistir. 250 rpm c¢alkalama hizinda inkiibator
igerisinde at 37 °C’de 24 saat boyunca sirastyla Luria-Bertani ve nutrient broth besiyerinde
E.coli ve S.aureus biiyiitiilmiistiir. 4 membran grubu 2 x 2 cm boyutunda (uzunluk x genislik)
kesildi ve 30 dakika UV 1s1im1 altinda steril edildi. Bakteriyel popiilasyonu yeteri derecede
arttiktan sonra bakteriyel siispansiyon, McFarland 0.5 standart (yaklasik 1.5x10® CFU/mI
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hiicre yogunlugu) yogunlugunda steril tuz (su icerisinde % 0.85 NaCl w/v) igerisinde bakteri
kolonilerinin dagitilmast yoluyla elde edildi ve spektroskopik olarak kontrol edildi. 24 saat
boyunca tiim Ornekler bakterilerle kiiltiire edildikten sonra yikama yoluyla baglanmamis
bakterileri uzakllastirmak i¢in PBS kullanildi. Yapisan bakteriler hafif vorteksleme ve
ultrasonifikasyon yoluyla ayrildi. En son ¢ozelti diliie edildi, dagitildi ve 24 saat boyunca
nutrient agar plakalar tizerinde kiiltiire edildi. Agar plakalar lizerinde CFU’larin miktari

sayildi [102, 103]. Orneklerin antibakteriyel aktivitesi asagidaki esitlik yoluyla tayin edildi:

kontrol CFU—deneysel gruplar CFU
kontrol CFU

antibakteriyel oran (%) = X100 (2.3)

2.4.4 Hiicre Sitotoksite Analizi

Membranlarin in vitro sitotoksiteleri SaOS-2, insan osteosarkoma kanser ve MC3T3-E1, fare
preosteoblastik hiicre hatlarinin kullanilmasi yoluyla belirlendi. Bu amagla, membranlarda
hiicre ¢ogalmasi tizerine NP’lerin entegre edilmesinin etkisini degerlendirmek i¢in MTT (3-
[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) analiz kiti kullanildi. SaOS-2 ve
MC3T3-E1 hiicreleri, 9x10° cell/well yogunlugunda 96-well platelere ekildi. Higbirseyle
muamele edilmemis hiicreler kontrol grubu olarak degerlendirildi. Membranlar 1x1 cm
boyutunda kesildi ve yaklasik 20 dakika boyunca UV 1smni1 altinda steril edildi. Steril edilen
membranlar ve NP’ler (25 pg/mL), 5 ml DMEM ortamina daldirildi ve 37 °C de % 5 CO;
etiiviinde 24 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra membranlardan 200ul
medyum alindi ve bu miktar hiicre kiiltiirii iceren 96 well kuyucuklara transfer edildi. 24
saatlik inkiibasyondan sonra medyum ortamdan uzaklastirildi ve herbir kuyucuga fenol
kirmizist igermeyen Spg/ml of RPMI 1640 ile diliie edilmis 200ul 3 mg/ml MTT c¢ozeltisi
ilave edilerek karanlikta 3 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bundan sonra medyum ortamdan
uzaklagtirildi ve formazan kristalini ¢ozmek i¢in herbir kuyucuga 200ul isopropanol/HCl
cozeltisi ilave edildi. MTT formazan {irtinii mikroplaka okuyucusu (Biochrom Asys Expert
Plus, Microplate Reader, Holliston, Ma) ile 570 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Hiicre canlilig
asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

As7(0rnek)

Hiicre canlihigl (%) = As7o(kontrol)
570

X100 (2.4)
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Flow Sitometri analizi icin, MC3T3-E1 and SaOS-2 hiicreleri flask igerisinde 1 x 10°
yogunlugunda hiicre sayisina ulagana kadar kiiltiire edildi. 37 °C’de CO; inkiibatorde 24 saat
boyunca CHT-membranlar ile muamele edildikten sonra tireticinin talimatina gore apoptotik
analizi saglandi. Bunun i¢in hiicreler tripsinize edildi ve 5 dakika 3500 rpm’de santrifiij
edildi. Sonrasinda hiicreler PBS ile yikandi. Analiz i¢in, hiicreler, 1 pL annexin V-FITC, 10
pL PI ve tampon ¢ozelti iceren 100 pL. boyama c¢ozeltisi ve 400 uL tampon c¢ozeltisi

igerisinde siispanse edildi ve 6rnekler BD FACSDiva yazilim yoluyla analiz edildi.
2.4.5 Live/dead Analizi

Membranlarin iizerinde canli/6lii hiicrelerin oranini1 degerelendirmek amaciyla hiicreler,
live/dead canlilik analiz kiti ile boyand. Ik olarak, MC3T3-El hiicreler (15 x 10° cells/well),
% 1 penisilin-streptomisin ve % 10 fetal kalf serumu (FCS) ile desteklenen ¢-MEM {izerinde,
Sa0S-2 hiicreleri (15 x 10° cells/well) ise, % 15 fetal bovin serum (FBS) ve 1 PenStrep
eklenmis McCoy’s 5SA (Modified) (serum igermeyen L-Glutamin) igerisinde 37 °C’de 5 %
CO; ortaminda biiyiitiildii ve sonrasinda 24 saat boyunca 0.25 pg/ml oraninda serbest kafeik
asit, NPs, Caff yiiklii NPs igeren formiilasyonlar ve bos CHT membran, NPs, 5 ve 10Caff
NPs emdirilmis CHT membran (1x1 cm) ile muamele edildi. Hiicre kiiltiir plakasi kontrol
olarak secildi. Bundan sonra medyum uzaklastirildi ve hiicreler calcein-AM ve PI ¢ozeltisi ile
boyanarak 10 dakika beklendi. Canlilik orani, FITC ve Texas Red filtreleri iceren inverted
floresan mikroskop (Leica, Wetzlar, Germany) kullanilarak degerlendirildi. Tiim 6rneklerle
muamele sonrasi hiicre hatlarindaki yasam oranlarii tayin etmek i¢in canli ve 6lii hiicreler

sayildi [104].
2.5. ISTATIKSEL ANALIZ

Standart varyans analiz (ANOVA) metodu kullanilarak tiim 6rnekler 3 tekrarli olacak sekilde

analiz edildi. Sonuglar ortalama degerler+ standard sapma (SD) seklinde rapor edildi.
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BOLUM 3
DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

3.1 PS-G-POLEIK-G-PEG GRAFT KOPOLIMERLERININ SENTEZ VE
KARAKTERIZASYONU

Polioleik asit, peroksit olusumu i¢in 2 allilik grup ve tek cift bagin varligindan dolay1 graft
kopolimerizasyonu daha az komplike olup, basit yapisal karakterizasyona sahiptir. Diger
¢oklu doymamis yag asitleri, yiiksek sicaklikta polimerin capraz baglanmasindan dolay:
yaklasik 80 °C gibi diisiik sicaklikta polimerize olurken, oleik asit herhangi bir capraz
baglanma olmaksizin yaklagik 95 °C’de daha yiiksek sicaklikta polimerize olabilmektedir.
Oleik asit makroperoksiti elde etmek i¢in oleik asitin otooksidasyonu, oda sicakliginda giin
15181 altinda oleik asitle hava oksijeninin reaksiyona girmesi yoluyla gerceklestirilmistir.
Otooksidasyon reaksiyonu allilik hidrojene oksijen molekiiliiniin saldirmasi yoluyla
gerceklesmektedir ki bu reaksiyon karbon atomu iizerinde radikal olusumuna neden
olmaktadir. Sonug¢ olarak, hidroperoksit ve peroksitler, bu karbon radikaline oksijenin
saldirmasi yoluyla olusabilmektedir [93]. Serbest karboksilik grubu igeren PS-g-Poleik asit
graft kopolimerini elde etmek i¢in polistirenin serbest radikal polimerizasyonu, polioleik asit
ile baslatilmistir. Amfifilik PS-g-Poleik-g-PEG graft kopolimerini olusturmak i¢in PS-g-
Poleik graft kopolimerinin serbest karboksilik asit grubu, PEG’nin amin ucu ile reaksiyona

girmistir.

Elde edilen graft kopolimerlerinin fizikokimyasal karakterizasyonu, FTIR ve 'H-NMR
kullanilmasi yoluyla gerceklestirilmistir. PS-g-Poleik-g-PEG graft kopolimerlerinin FTIR
spektrumunda 1728 cm™'de Poleik asitin karboksilik asidinin karbonil bandi, 1600 cm™de

stirenin fenil gruplar1 ve 1105 cm™’de ise PEG’e ait karakteristik pikler goriilmiistiir (Sekil
3.1(A)).
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PS-g-Poleic-g-PEG graft kopolimerlerinin *H-NMR spektrumlarina bakildiginda Sekil 3.1(B)
polistirenin fenil gruplar1 6.5-7.1 ppm de; Poleik asitin allilik grouplart 5.3 ppm’de; Poleik
asitin  metil protonlar1 0.9 ppm’de; PEG ve Poleik asitin —CH-O- gruplar 3.6 ppm’de
karakteristik sinyal gostermislerdir [86].

(A)

PS-g-Poleic-g-PEG H

PS-Poleic-PEG NPs

B eVl

Sekil 3.1 A) Sirasiyla PS-g-Poleic-g-PEG graft kopolimeri ve NPs’lerin FTIR spektrumlari.
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Sekil 3.2 (B) Swasiyla PS-g-Poleic-g-PEG graft kopolimer ve NPs’lerin ‘H-NMR
spektrumlari.

3.2 NANOPARTIKULLERIN HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

NP’ler ¢oziicii buharlastirma teknigi kullanilarak hazirlanmistir [105]. Nanopartikiilleri
olusturmak igin organik ¢oziicii olarak diklorometan ve surfektant olarak non-iyonik Tween
80 kullanmilmistir. Kafeik asit etanolde ¢Oziinmiistir ve Caff NP’leri hazirlamak igin
diklorometan igeren polimer ¢ozeltisi ile karistirilmistir. Bogs NP’ler, farkli parametrelerin
(polimer ve surfektant miktari, karigtirma hizi) degistirilmesi yoluyla optimize edilmistir
(Cizelge 3.1). Optimize boyut, polidispersite ve zeta potansiyel degerleri sirasiyla 18943 nm,
0.017£0.020 ve -28.5£0.10 mV olarak bulunmustur. Polimer miktar1 arttik¢a presipitasyon
arttigindan dolayr partikiil boyutu artmistir. En yiiksek polimer miktarinda partikiil boyutu
40142 nm olarak bulunmugstur. Nanopartikiiller arasindaki sterik itmeyi arttirmasindan dolay1
Tween 80’nin artmasi ile stabilizasyon artmistir ve partikiil boyutu kiictilmiistiir. 189+3 nm
boyutundaki optimize partikiil boyutu, en diisiik Tween 80 konsantrasyonu ile gbézlenmistir.

Stispansiyon ortamina verilen enerjinin artmasi ve nanopartikiillerin daha iyi dagilmasindan
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dolay1r homojenizasyon hizinin artmasi ile daha kiigiik nanopartikiiller elde edilmistir. % 90
genlikteki en hizli homojenizasyon orani, en diisiik 189+3 nm boyutu ile sonuglanmistir [94].

Bos partikiiller ve ilag yiiklii partikiillerin polidispersite, boyut ve zeta potansiyel degerleri
Dinamik Isik Sagilma (DLS) yoluyla degerlendirilmistir (Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2). Bos
NP’ler icin, partikiillerin ortalama boyut ve polidispersite degerleri sirasiyla 189+3 nm ile
0.017£0.020’den  401£2 nm ve 0.125+0.022’ye  ve zeta potansiyel degerleri de -
17.5£0.35’den -28.5+0.10 mV’a oranlanmistir. NPs icerisinde belirli miktardaki ilacin
enkapsiilasyon etkinliginden dolayr kafeik asit yiikli NP’lerin boyut degeri bos
olanlarinkinden hafif yiiksek ¢ikmistir. NPs ve Caff-NP’lerin poldispersite indeksi ve zeta
potansiyel degerleri arasinda 6nemli bir fark gézlenmemistir. Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de
goriildiigli gibi NP’ler hemen hemen dar bir boyut dagilimi gostermistir ve optimize
nanopartikiil degeri yaklasik olarak 183 nm olarak bulunmustur. Poleik oleik asitin karboksil
grubundan dolayr tim partikiillerin zeta potansiyel degerleri negatif yiiklidir. Graft
kopolimer hazirlama basamaginda, PEG miktar arttifinda ¢apraz baglanmadan dolay:1 graft
kopolimerin ¢ozilinilirliigii azalmistir [106]. Bu sebeple bu calismada graft kopolimer
hazirlama asamasinda PEG miktar1 azaltilmistir. Sonu¢ olarak az miktarda amin uglu
PEG’den ve ayrica karboksil grubunun negatif yiikiiniin perdeleme etkisinden dolay1 zeta
potansiyel degeri negatif yiikke dogru kayma egilimi gostermistir. Nanopartikiillerin zeta
potansiyel degeri £30 mV’a yaklasmistir. Yiiksek negatif zeta potansiyel degeri NP’lere
ekstra stabilite katmistir. Benzer negatif yiikler partikiiller arasinda elektrostatik itmeye sebep
olmustur ve boylelikle partikiillerin agregasyonu onlenmistir ve sonugta koloidal sistemin

stabilitesi artmigtir [107-109].

NP’lerin fizikokimyasal karakterizasyonu da FTIR and "H-NMR yoluyla gerceklestirilmistir.
NP’lerin FTIR spektrumuna bakildiginda Poleik karboksilik asitin karbonil bandi 1736
cmbde, stirenin fenil grubu 1601 cm™de ve PEG 1103 cm de karakteristik sinyal
gostermistir  (Sekil 3.1(A)). Graft kopolimerle karsilastirildiginda benzer sonuglar
bulunmustur. NP’lerin *H-NMR spektrumuna bakildiginda graft kopolimerden elde edilen
benzer sonuglar gézlenmistir (Sekil 3.1(B)).

42



Cizelge 3.1 NP’lerin boy-boy dagilimi iizerine farkli parametrelerin etkisi.

- Polimer Tween 80 Homojenizasyon | Boyut Zeta}
Ornek konsantrasyonu | konsantrasyonu oram (genlik.%) | (nm) PDI Potansiyel
(mg/ml DCM) (mg/ml) (mV)
5 0.06 90 338+7 |0.121+0.055 | -22.3+0.40
3 0.06 90 23044 |0.038+0.026 | -27.1+0.13
1 0.06 90 189+3 | 0.017+0.020 | -28.5+0.10
1 0.10 90 253+2 {0.095+0.017 | -21.6+0.33
PS-Poleic-PEG NPs 1 0.06 90 343+5 | 0.119+0.037 | -19.9+0.09
1 0.03 90 40142 |0.125+0.022 | -19.120.11
1 0.06 90 189+3 |0.017+0.020 | -28.5+0.10
1 0.06 70 22846 | 0.132:0.030 | -18.7+0.26
1 0.06 50 37949 | 0.128+0.040 | -17.5+0.35

Cizelge 3.2 Bos Nps ve kafeik asit yiiklii NP’lerin karakterizasyonu.

Zeta
Ornekler Ortalama Boyut (nm) PDI Potansiyel

(mV)
NPs 18943 0.017+0.020 |-28.5+0.10
5Caff-PS-Poleic-PEG NPs 2012 0.032+0.045 |-23.2+0.05
10Caff-PS-Poleic-PEG NPs 22514 0.043+0.012 |-20.8+0.13

3.2.1 Morfoloji

Optimize NPs ve Kafeik asit yiiklii NP’lerin yiizey morfolojisi SEM (Taramali Elketron
Mikroskobu) yoluyla gergeklestirilmistir. Sekil 3.2°ye bakildiginda iyi kiiresel sekle sahip diiz
yiizeyli partikiiller elde edilmistir. NP’lerin ve Caff-NP’lerin  boyutlar1 DLS

sonuglarindakinden daha diisiik gozlenmistir.
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Sekil 3.3 (A) NPs; (B) 5Caff NPs ve (C) 10Caff NP’lerin SEM goriintiileri.

3.2.2 ilacin Enkapsiilasyon ve Yiikleme Etkinlikleri

Cizelge 3.3, NP’lerin ilag enkapsiilasyon (EE) ve yiikleme etkinligini (LE) gostermektedir.
Ilag konsantrasyonu arttikca hazirlama basamag: esnasinda ilag¢ NP’iin disina ¢ikma egilimi

gostermistir. Sonug olarak, ila¢c enkapsiilasyon etkinligi arttik¢a ilag yilikleme kapasitesi

azalmistir [84, 110].

Cizelge 3.3 Farkli ilag konsantrasyonlarinda enkapsiilasyon ve ila¢ yilikleme etkinlik

degerleri.
- Caff/Polimer | Enkapsiilasyon Etkinligi | Yiikleme Etkinligi
Ornelder (mg/mg) (%) (%)

5 Caff NPs 5:10 59+0.12 19.3+0.02

10 Caff NPs 10:10 50+0.20 24.5+0.05

3.3 CHT MEMBRANLARIN VE NPS EMDIRILMiIS CHT MEMBRANLARIN
KARAKTERIZASYONU

CHT membranlar, bos NPS, 5Caff NPs ve 10Caff NPs emdirilmis CHT membranlar basarili

bir sekilde hazirlanmistir ve membranlarin icerisindeki NP’ler SEM (Sekil 3.3) ve AFM
(Sekil 3.4) yoluyla onaylanmistir. SEM goriintiilerine bakildiginda CHT membranlarin yiizeyi
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diiz iken NPs ve Caff NPs emdirilmis CHT membranlarin yiizeyi nano 6lgek karakteristigi
gostermistir. CHT membran icerisindeki Caff NPs konsantrasyonu arttik¢a nanofaz topolojik
karakteristigine sahip membran ortaya ¢ikmistir ve NPs, membranin morfolojisini énemli
Olclide degistirmistir. Sonu¢ olarak; NPs ve Caff NPs’nin eklenmesi membranin yiizey

pilirtizliiligliniin artmasina sebep olmustur [101, 111].

Sekil 3.4 (A) Bos CHT membran; (B) NPs-CHT membran; (C) 5Caff NPs-CHT membran;
(D) 10Caff NPs-CHT membranin SEM goriintiileri.

Bos ve NPs emdirilmis CHT membranlarin yiizey topografisi AFM kullanilarak arastirildi.
Sekil 3.4’ten goriildigi gibi bos NPs-CHT membran, 5Caff ve 10Caff NPs-CHT membranin
yiizeyi piirlizliyken CHT membranin yiizeyi ¢ok daha diizdiir ve bu piiriizliilik etkisi
ozellikle 10Caff NPs-CHT membranda ¢ok daha fazla gézlenmistir. Bunun sebebi NPs ve ilag
hidrofobik ozelliklere sahiptir ve hidrofilik membran ve sulu dis ortam ¢evresi arasindaki bu

hidrofobik katkilama c¢ok daha kolay bir sekilde sudan kagabilmis ve yapinin i¢ bolgesine
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itilerek cukur bdolgenin igerisine penetre olmasindan dolayr bunlarin yiizey piirtizliligi
artmistir. Bu yapilarin ¢ift hidrofobik 6zelliginden dolayr Caff NPs-CHT membran iizerinde
bahsedilen bu etki ¢ok daha fazla artmistir. Cizelge 3.4’°te ylizey piiriizliiliigi icin elde edilen
degerler bu etkiyi kanitlayici niteliktedir [96].

Sekil 3.5 (A) CHT membran; (B) NPs-CHT membran; (C) 5Caff NPs-CHT membran; (D)
10Caff NPs-CHT membranlarin AFM goriintiiler.

Cizelge 3.4 Ornek yiizeylerinden elde edilen piiriizliiliik degerleri.

Ornekler Piiriizliliik Ra (nm)
CHT Membran 33.51
Bos NPs-CHT Membran 40.60
5 Caff NPs-CHT Membran 67.09
10 Caff NPs-CHT Membran 106.64

3.3.1 In vitro fla¢c Sahm

5Caff ve 10Caff NPs-CHT membranlarin in vitro ilag salim profili Sekil 3.5’te gosterilmistir.
Baslangicta, ilk patlama etkisi hafif gézlenmistir. Sonraki asamada her bir 6rnekte kontrollii
ve yavas salim profili elde edilmistir. En yiiksek salim profili % 80 salim hiz1 ile 5 mg kafeik
asitte goOzlenirken, 10Caff-CHT membranda bu oran % 62 olarak bulunmustur.
Nanopartikiilde ilag salim yiizdesi ve ardindan membrandan salim daha kolay gézlenmistir ve
dis sulu ortama ilacin kiiclik miktarinin daha kolay salinmasindan dolayr 5Caff NPs-CHT
membran Orneginde salim daha hizli olmustur. 5Caff NPs-CHT membran ve 10Caff NPs-

CHT membrandan kafeik asit sirasiyla 1152. ve 1176. saatleri igerisinde tamamen salinmistir.
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Sonug olarak; tiim ila¢ yiikli CHT membran sistemleri kararli, siirdiiriilebilir ve uzatilmisg

kontrollii salim profili géstermistir ve sonunda sistem platoya ulagmistir.

Giovino ve arkadaslari; 3 farkli konsantrasyonda (1, 3 ve 5 mg NPs/film) bukkal kitosan film
icerisine peptid yiiklii nanopartikiilii entegre etmislerdir. 3 mg NPs/film miikemmel
mukoadezyon ve sisme Ozellikleri gdstermistir. Filmlerden insiilin ytliklii NP’lerin kontrollii
salim1 6 saatten sonra gerceklesmis olup, 360 saat sonra enkapsiile edilmis insiilinin % 70

oraninda salimi gézlenmistir [112].
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Sekil 3.6 5Caff NPs-CHT membrane ve 10Caff NPs-CHT membranlardan kafeik asitin in
vitro salim profili.

3.3.2 Mekaniksel Ozellikler

Cekme gerilme-uzama test metodu yoluyla CHT membran, bog NPs-CHT membran, 5Caff
NPs-CHT membran ve 10Caff NPs-CHT membranlarin mekaniksel 6zellikleri
degerlendirildi. Orneklerin ¢ekme direnci ve kirilmadaki uzama degerleri Cizelge 3.5°te
gosterilmistir. En yliksek ¢ekme direnci 10Caff NPs-CHT membranda goézlenmistir. CHT
membran ile karsilastirildiginda CHT membrana NPs ve ilag yiiklii NPs’nin ilave edilmesi

stkistirma  kuvveti  veya sikistirma  direncini  arttirmaktadir. CHT membran ile
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karsilastirildiginda, 6zellikle ilag yiiklii NPs ¢ok fazla miktarda doldurucu olarak davranmig
olup ¢ok daha fazla membranla etkilesime girmistir ve boylelikle katkilandirici, membran
icerisinde daha i1yi dagilmistir. Doldurucu/membran etkilesiminin sonucu olarak, kompozit
membran gerildiginde uygulanan yiik doldurucu/membran ara ylizeyi boyunca transfer
edilebilmektedir ve bu yiik nanopartikiil tarafindan paylasilabilmektedir. Ancak asirt miktarda
nano-doldurucunun eklenmesi kiimelenmeye ve zamanindan 6nce yapinin ¢atlamasina neden

olmakta, kirilmay ilerletmekte ve mekaniksel etkiyi zayiflatmaktadir [113].

10Caff NPs emdirilmis kompozit membranlarin gerilme kuvveti, 5Caff NPs-CHT
membraninkinden hafif yiikksek ¢ikmistir. SCaff NPs-CHT membran ve 10Caff NPs-CHT
membranlarin mekaniksel 6zellikleri, bos CHT-membran ve NPs-CHT membranlarinkinden
daha yiiksektir. Bunun sebebi, bos partikiille karsilastirdigimizda ilag¢ yiiklii NPs’lerin boyutu
arttigindan dolayr membran yapiyla etkilesim ve yapi igerisindeki bosluklari doldurma
etkinligi artmistir. Bu sebeple Caff NPs-CHT membran etkilesimi artmistir ve bu etki
mekaniksel ozellikleri iyilestirmistir. Bu tiirden mekaniksel davranislart agiklamak
miimkiindiir. CHT genis miktarda dairesel yap1 icermektedir. CHT membran icerisindeki
molekiillerarast ve molekiil i¢i hidrojen baglari, OH ve NH; tarafindan saglanmaktadir. Bu
durum CHT’nin donmesini onlemektedir. NP’lerin ortama eklenmesi molekiil i¢i hidrojen
baglarini zayiflatmistir ve PEG’nin NH, grubuyla CHT nin OH grubu arasinda yeni hidrojen
baglarinin olusmasina neden olmustur. Bu tiir etkilesim molekiil zincirlerinin kolaylikla
hareket etmesine neden olup donme etkisini arttirmistir. Bu sebeple gerilme kuvveti ve
kirilmadaki uzama artmistir. Ancak ortama belirli miktardan daha fazla NP’lerin eklenmesi
kompozit membranin daha kirilgan olmasina neden oldugundan bu etkiyi kismen azaltmustir.
Sonug olarak, bu tiir kompozit membranlarin mekaniksel 6zellikleri membran yapisi igerisine

uygun miktarda NP veya ilag¢ yiiklii NP’lerin eklenmesiyle arttirilabilmektedir [114-117].

Cizelge 3.5 CHT membrane, NPs-CHT membran, 5Caff NPs-CHT membran ve 10 Caff NPs-
CHT membranlarin mekaniksel 6zellikleri. Degerler ortalama =+ standart sapma; n=3.

Ornekler Gerilme Kuvveti Kopmadaki Uzama
(MPa) (%)
CHT Membran 13.3 2.5
NPs-CHT Membran 30.5 4.2
5 Caff NPs-CHT Membran 33.9 4.9
10 Caff NPs-CHT Membran 40.4 55
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Benzer sekilde Li ve arkadaslari; chitosan/ZnO nanopartikiil (CS/nano-ZnO) kompozit
membranlari sentezlemislerdir. ZnO nanopartikiillerin kitosan matriks igerisine iyi bir sekilde
dagildigr goriilmiistiir. ZnO igerigi CS/nano-ZnO kompozit membranlarin mekaniksel
ozelliklerini etkilemistir ve ZnO igerigi agirlikca ve bu miktar % 3’iin lizerinde oldugunda
CS/nano-ZnO kompozit membranlarin mekaniksel 6zelliklerinin saf CS membrandan g¢ok
daha iyi oldugu gozlenmistir. Ayn1 zamanda kompozit membranlarin ¢ekme kuvvetlerinin,
ZnO igeriginin % 10’un iizerinde olmast durumunda da saf CS membraninki ile

karsilastirildiginda artis gosterttigi gozlenmistir.

Giovino ve ¢alisma grubu; makromolekiillerin bukkal salimi i¢in kitosan bagl insiilin yiiklii
poli(etilen glikol) metil eter-blok-polilaktid (PEG-b-PLA) nanopartikiilleri hazirlamis ve
karakterize etmislerdir. Insiilin yiiklii NPs’ler farkli kopolimer konsantrasyonlarinda (% 5 ve
10 w/v) ve 2, 5 ve % 10’luk ilag¢ yiiklenmesiyle hazirlanmistir. 3 mg ve 5 mg film basina
NP’ler sirasiyla daha yiiksek ve daha diisiik kirilmada uzama gostermis olup bos kitosan
filme gore degerleri yiliksek kalmistir. 3-NPs-kitosan filmlerin young modiiliisii, bos kitosan
filmlerinkine c¢ok benzerken, 1-NPs-kitosan filminkinden daha diisiik ve 5-NPs-kitosan
filminkinden daha yiiksek oldugu godzlenmistir. Sonu¢ olarak 3 mg insiilin yiikli NP

emdirilmis kitosan filmler milkemmel fiziko-mekaniksel 6zellik gostermistir [101].

3.3.3 Canly/Olii Analizi

Sa0S-2 ve MC3T3-El hiicrelerinin toksisitesi canli/0lii analizi yoluyla gerceklestirilmistir.
Sekil 3.6 ve 3.7’den goriildiigli gibi her iki hiicre hatt1 lizerinde ddiiriicii etki yaratacak sekilde
en fazla apoptotik etki 5Caff NPs-CHT membran ve 10Caff NPs-CHT membranda
gbzlenmistir. Model ilag kafeik asit SaOS-2 osteosarkoma kanser hiicre hattina kars1 spesifik
oldugu i¢in sagliklt MC3T3-E1 preosteoblast hiicre hattina gore ¢ok daha oldiiriicii etki
gostermistir. En az apoptotik etki CHT membran ve NPs-CHT membran {izerinde
gozlenmistir. Ek olarak, Caff NPs-CHT membranlar MC3T3-E1 saglikli hiicre hatt1 {izerinde
hicbir etki gostermemistir ve SaOS-2 ile karsilastirildiginda canli hiicre sayisi oldukga yiiksek

bulunmustur.
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Sekil 3.7 Bos CHT membran, NPs-CHT membran, 5Caff NPs-CHT membran ve 10 Caff
NPs-CHT membranlar ile inkiibe edilen MC3T3-E1 hiicrelerin Floresan Mikroskop
gortintiileri.
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Sekil 3.8 Bog CHT membran, NPs-CHT membran, 5Caff NPs-CHT membran ve 10 Caff
NPs-CHT membranlar ile inkiibe edilen SaOS-2 hiicrelerin Floresan Mikroskop
gortintiileri.

50



Tamburici ve Tihminoglu, kemik rejenerasyonu icin diatomit entegre edilmis kitosan
kompozit membranlar iizerine c¢alisma yapmislardir. Kompozit membranlarin in vitro
sitotoksisite ve hiicre ¢cogalmasi, 1slanabilirlik, termal, kimyasal, morfolojik ve mekaniksel
Ozelliklerini incelemislerdir. Floresan goriintiisiiyle, diatome entegre edilmis yiizeyin ilizerine
hiicre baglanmasini arastirmiglardir. 7 giin boyunca kitosan ve kitosan kompozit membranlar
tizerinde kiiltiire edilen SaoS-2 hiicreleri, DAPI/Phalloidin ile boyanmis ve floresan
mikroskobuyla goriintiilenmistir. Bos kitosan membran ile karsilastirildiginda SaOS-2
hiicrelerinin kompozit membranlar {izerine iyi baglandig1 ve iyi bir sekilde dagildigi
goriilmiistiir. Ek olarak, in vitro sitotoksisite sonuglart gostermistir ki diatome emdirilmis
kitosan membranlar MC3T3-E1 fibroblast ve SaOS-2 hiicreleri iizerinde sitotoksik etki
gostermemistir. Sonug olarak, yeni kitosan kompozit membranlarin kemik doku miihendisligi

uygulamalarinda yap1 iskelesi olarak biiyiik bir potansiyele sahip oldugu gozlenmistir.

3.3.4 MTT Analizi

MC3T3-E1 ve SaOS-2 hiicrelerinin ortalama canlilik yiizdesi MTT analizi kullanilarak
arastirilmistir ve Sekil 3.8 (A-B)’de gosterilmistir. Bos NPs’nin hiicre canliligi sirastyla her
bir MC3T3-E1 ve SaOS-2 hiicreleri iizerinde yaklasik olarak % 98 ve % 72 olarak
gozlenmistir. Bos NPs ile karsilastirildiginda, NPs-CHT membranlar SaOS-2 hiicreleri
tizerinde yaklasik olarak % 44 oraninda daha yiiksek etki gostermistir. SaOS-2 hiicreleri
tizerinde oOzellikle Caff NPs-CHT membranlarin hiicre canlilifi 6nemli oranda diisiik
bulunmustur ((*p < 0.05). Ancak MC3T3-E1 hiicreleri lizerinde kafeik asit harig tiim 6rnekler
icin sitotoksik etki gdzlenmemistir (Sekil 3.8 A).

Sekil 3.8 B’de MC3T3-E1 hiicreleri ile karsilagtirildiginda SaOS-2 hiicreleri iizerinde 5 ve
10Caff NPs, NPs-CHT membran, 5Caff NPs-CHT membran ve 10Caff NPs-CHT
membranlar yaklasik olarak sirasiyla % 50; % 41; % 44; % 38 ve % 33 oraninda daha diisiik
hiicre canlilig1 gostermislerdir. NPs ve NPs-CHT membranlar arasinda SaOS-2 hiicreleri
tizerinde hiicre canliligi agisindan 6nemli farkliliklar goriilmektedir (*p <0.05). SaOS-2
hiicreleri {izerinde kafeik asitin (% 10) hiicre canlilik oran1 MC3T3-E1l hiicreleri ile
karsilastirildiginda SaOS-2 hiicreleri iizerinde en diisiik degere sahip oludugu gézlenmistir.
Sonug olarak; kafeik asitin spesifik tanima 6zelliginden dolayr Caff NPs-CHT membranlar,

Sa0S-2 hiicreleri iizerinde daha diisiik hiicre canlilik oran1 gostermistir.
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Sekil 3.9 NPs ve CHT membranlarin in vitro sitotoksitesi. Hiicre canliligi; MC3T3 (A) ve
Saos-2 hiicrelerinin (B) NPs ve CHT membranlarla 24 saat muamele edilmesi sonrasi
MTT analizi yoluyla dl¢iilmiistiir. Degerler ortalama+ standart sapma; n=3. *p < 0.05
tiim orneklerle karsilastirildiginda, **p < 0.005 tiim gruplara karsi.

Lee ve arkadaslari; tiimor hastalarinin tedavisi igin ¢ift ligand kafeik asit-polietilen glikol-
folik asit; FA-PEG-CA, cafeik asit-polietilen-feophorbit-a; PheoA-PEG-CA kapli demir oksit
nanopartikiiller hazirlamiglardir. Kafeik asit kapli demir oksit nanopartikiiller (CAMNPS),
MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde folat aracili aktif tiimor hedefleme ve 2 kat sitotoksisite
artist gozlenmistir. Sonug olarak CAMNPs kliniksel kanser tedavisinde miikemmel etkinlik

gostermistir [118].

3.3.5 Antibakteriyel Aktivite

Tiim orneklerin antibakteriyel aktivitesi plaka sayma metodu yoluyla arastirilmistir. Bunun
icin, yapismis bakteri orneklerden uzaklastirilmistir ve agar plaka iizerinde tekrar kiiltiire
edilmistir. Sekil 3.9 A-B’de goriildiigii gibi 24 saatlik inkiibasyondan sonra E.coli ile
karsilagtirildiginda, S.aureus iizerinde bakteri popiilasyon sayist daha yiiksek ¢ikmigtir. CHT
membran pozitif yiiklii oldugundan dolay1 hiicre duvari negatif yiiklii olan E.coli, pozitif

yikli CHT membran ile elektrostatik etkilesim yoluyla kolayca baglanabilmistir. CHT
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membran da negatif yiiklii Caff NPs ile kolayca entegre olabilmistir. NPs’ye kafeik asitle
yiiklendiginde NPs’nin negatif potansiyel degeri hafifce pozitif degere bir kayma gdstermistir
ve bu durum S.aureous ile karsilastirildiginda, E.coli’nin bakteriyel ¢evresine CHT
membrandan ilacin salinmasini kolaylagtirmigtir.  Bu sonuglara gore, her bir E.coli ve
S.aureous bakteri tiirlerine karsi 5Caff ve 10Caff NPs-CHT membranlarda bakteriyel
cogalmanin azaltict etkisi, CHT-membran ve NPs-CHT membraninkine gore daha yiiksektir.
24 saatlik inkiibasyondan sonra kontrolle karsilagtirildiginda S.aureous ftizerinde CHT-
membran i¢in % 17; NPs-CHT membran igin % 78; 5Caff NPs-CHT membran i¢in % 85 ve
10Caff NPs-CHT membran igin % 88 oraninda canlilikta azalma gozlenirken, kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda E.coli {izerinde CHT membran igin % 71; NPs-CHT membran igin %
94; 5Caff NPs-CHT membran igin % 98; 10Caff NPs-CHT membran i¢in % 99.3 oraninda
canlilikta azalma gozlenmistir (Sekil 3.10 A-B). Sonug olarak, E.coli’ye iizerinde 10Caff

NPs-CHT membranin antibakteriyel aktivitesi S.aureous’a gore daha iyidir.

Oh ve ¢alisma grubu; yara ortli uygulamalar icin elektrospinleme teknigi yoluyla poli(€-
kaprolakton) (PCL), kitosan (CH) ve kitosan-kafeik asit konjuge (CCA) hazirlamiglardir.
PCL/CCA fibréz mat, PCL ve PCL/CH fibréz mat ile karsilagtirildiginda daha yiiksek hiicre
baglanmasi ve hiicre ¢ogalmasi ve ayrica PCL ve PCL/CH fibroz mat ile karsilastirildiginda
S.aureous’a kars1 yliksek antimikrobiyal etki gostermistir. Sonug olarak, PCL/CCA fibroz mat
yara Ortiisii ve deri doku miihendisligi tasarimi i¢in umut vaat eden biyomateryal 6zelligine

sahip oldugu 1spatlanmistir [119].

Kontro NPs-CHT mbr S Caff NPs-CHT mbr_ || 10 Caff NPs-CHT mbr
S.aureus "L_S.qureus ___S.aureus S.aureus S.aureus
] . i ~ / .
5 g . .
e e Te b
. »

Sekil 3.10 Agar plate {izerinde Orneklerden ayrilan A) S. aureus ve B) E. coli koloni
kiiltiirleri.
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canlilik oranlar1 kontrol gruplart igin sirasiyla % 99.2 ve % 99.1 olarak bulunmustur. Tim
orneklerin hiicrelerle etkilesimi sonrasinda erken ve gec apoptoz hiicreleri gozlenmemistir.
MC33T3-E1 hiicreleri tiim 6rneklerle etkilestirildiginde, ilacin MC33T3-E1 hiicrelerine karsi
spesifik etkisi olmadigindan dolay1 apoptotik ve nekrotik etkiler goriilmemistir. Bu sebeple
Sa0S-2 hiicreleri ile karsilagtirildiginda MC33T3-E1 hiicreleri {izerinde canli hiicrelerin daha
fazla oldugu gozlenmistir. ilacin SaOS-2 insan osteosarkoma hiicre hattia karsi spesifik
tanima etkisinden dolay1 ilag konsantrasyonu arttikga SaOS-2 hiicreleri iizerinde nekrotik
hiicre sayilar1 artmistir. SaOS-2 hiicreleri lizerinde erken nekrotik etki CHT membran, bos
NPs-CHT membran, 5Caff NPs-CHT membran ve 10Caff NPs-CHT membran i¢in sirastyla
% 18.9; % 22.8; % 28.8 ve % 52.3 olarak bulunmustur. SaOS-2 hiicreleri lizerinde en yliksek
nekrotik etki 10Caff NPs-CHT membrandan elde edilmistir. Sonug olarak, kafeik asit igeren
NPs-CHT membran sistemi SaOS-2 hiicre hattina karsi spesifik tanima 6zelliginden dolayz,

MC33T3-E1 hiicre hattina gore nekrotik etkiyi daha fazla arttirabilmistir.

Brautigan ve grubu; hepatoselliiler karsinoma hiicrelerine (HCC) kars1 kafeik asitin (CA)
toksik etkilerini arastirmistir. CA’nin kimyasal yapisinin diger sinnamik asitlere benzer
oldugu gozlenmistir. CA’nin, HCC’nin ¢ogalmasini inhibe ettigi ve apoptoza sebep olarak
hiicre sayisim1 azalttigi  goriilmistiir. Sonu¢ olarak, Sinnamik asit tiirevleri ile
karsilastirildiginda CA’nin segici olarak hepotositler iizerinde HCC hedeflemesinin daha

yiiksek oldugu bulunmustur [120].

Ulah ve ¢alisma arkadaslart; doku miihendisligi uygulamalari i¢in Kitosan-kolajen 3D pordz
yapi iskelesi igerisine entegre edilmis farkli konsantrasyonlardaki ¢inko oksitin (% 0.5, % 1.0,
% 2.0, % 4.0) biyobozunurluk, sitouyumluluk ve mekaniksel 6zelliklerini arastirmislardir.
Yap1 iskelesinin sitotoksisitesi tizerine ¢inko oksitin entegre edilmesinin etkisi konfokal
mikroskop ve flow sitometri yoluyla tayin edilmistir. Tim ¢inko oksit nanopartikiil yap1
iskeleleri sitouyumlu olup, insan fibroblastlarda canli hiicre miktar1 daha yiiksek goriilmiistiir.
% 2 oraninda ¢inko oksit nanopartikiil yap1 iskelesinde en yiiksek canli hiicre miktar
bulunmustur. Sonu¢ olarak, ¢inko oksit nanopartikiil kitosan-kolajen 3D pordz yap1
iskelelerinin, doku miihendisligi ve rejenerasyon uygulamalari ig¢in umut Vvaat eden

materyaller oldugu gortlmiistiir [104].
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Sitometri goriintiileri.
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gortintiileri.
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BOLUM 4

SONUCLAR

PS-g-Poleik-g-PEG graft kopolimerleri, serbest radikal polimerizasyonu yoluyla basarili
bir sekilde sentezlenmistir

NPs ve Caff NPs, ¢oziicii buharlastirma teknigiyle hazirlanmistir

Yiiksek konsantrasyonla karsilastirildiginda, daha diisiik konsantrasyondaki kafeik asitin
daha yiiksek enkapsiilasyon ve daha diisiik yiikleme etkinligine sahip oldugu bulunmustur
Caff NPs-CHT membranlardan kafeik asitin salimi, CHT yap1 iskelesinin erozyona
ugramasi yoluyla gerceklesmistir

Caff NPs-CHT membranlar ilk giin 1limh bir patlama etkisi gosterdikten sonra bunu
izleyen giinlerde siirdiiriilebilir ve kontrollii salim hiz1 en az 50 giin boyunca gozlenmistir
Farkli konsantrasyonlarda kafeik asit yiikli NPs emdirilmis CHT membranlar, ¢oziicii
kaliplama teknigi yoluyla hazirlanmis ve optimize edilmistir

10 mg kafeik asit yiikliit NPs-CHT membranlar ¢ok iyi fiziko-mekaniksel ve sitotoksik
etki gostermistir

CHT membranlar ile muamele edilen SaOS-2 ve MC3T3-E1 hiicreleri oldukga yiiksek
canli hiicre yiizdesi gostermislerdir

Kafeik asit yiiklii NPs entegre kompozit membranlar ile muamele edilen SaOS-2
hiicreleri en diisiik canli hiicre yiizdesi gostermistir

5Caff NPs-CHT membran ve 10Caff NPs-CHT membranlar SaOS-2 insan osteosarkoma
hiicreleri tizerinde daha yiiksek erken nekrotik gostermislerdir

Tiim ornekler MC3T3-E1 osteoblast hiicre hatt1 iizerinde nekrotik ve apoptotik etki
gostermemistir

Her bir gram pozitif, S.aureous ve gram negatif, E.coli bakteri tiirlerine kars1 Caff NPs-
CHT membranlar, kafeik asitin varligi ve CHT nin mikroorganizma yapismasina kars1
direng gostermesinden dolay oldukga iyi antibakteriyel aktivite gostermistir

Bu arasgtirmalarin 15181 altinda yeni ilag¢ salim platformunu temsil edecek sekilde optimize

NPs-CHT membranlarin, antikanser, antimikrobiyal etkinlik ve mekaniksel
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ozelliklerinden dolay1 kemik kanseri ile ilintili enfeksiyonlar1 tedavi etmek igin

miitkemmel bir potansiyel sahip oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada tasarlanan Caff NPs katkilandirilmis CHT membranlarin mitkemmel ve umut
vaat eden antikanser ve antimikrobiyal Ozellik gostermesi nedeniyle bu tiirden tastyici
sistemlerin ileride yapilmasi planlanacak olan in vivo uygulamalarda yiiksek etkinlikte

kullanilmasi miumkiin olacaktir.
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