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OZET

Amagc: Nanopartikiller (NP) i¢inde kapsiillenmis kemoterapdtik ilaglarin dogrudan
timorlere ulagsmast amaciyla meme kanserinde kullamlmaktadir. Bu yolla, normal
hiicrelerde ilaglarin sitotoksik etkileri azaltilir ve kanser hicrelerinde ila¢ direnci
engellenir. Bu calismanin amaci, kemoterap6tik maddeleri kapsulleyen NP'leri

sentezlenerek kanser ve normal hiicreler tizerindeki sitotoksik etkilerini aragtirilmasidir.

Yontem: Doksorubisin (Dox) ve/veya Epoksomisin (Epo) yiikli Poli (laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA) NP'leri, modifiye o/o/w ¢ift emiilsiyon faz ayirma yontemi kullanilarak
hazirlandi. Sentezlenen NP'lerin fiziko kimyasal 0zellikleri, zetasizer ile boyut analizi ve
zeta potansiyeli, taramali elektron mikroskobu (SEM) ile pargacik morfolojisi,
termogravimetrik analiz (TGA) ile agirlik kaybi, diferansiyel tarama kalorimetresi ile
enerji degisimi (DSC) ve Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopi (FTIR) ile kimyasal
bag analizleri kullanilarak belirlendi. Ayrica, sentezlenen NP'lerin sitotoksisite,
apoptozis, apoptotik yollar ve ilag direnci Uzerindeki etkileri meme kanseri hicreleri
(MCF-7) ve normal hiicreler (HUVEC) kullanilarak olusturulan in vitro hiicre kultdrleri

modellerinde arastirildi.

Bulgular: Nanopartikiil karakterizasyon analizleri Dox ve/veya Epo'in NP'ler i¢indeki
varlig1 bagariyla yiiklenebildigi kanitladi. Dox ve Epo yiiklii NP'ler, serbest Dox ve Epo'
den MCF-7 hiicrelerine kars1 daha sitotoksik olurken, normal HUVEC hiicrelerine karsi
serbest Dox ve Epo' e gore daha az sitotoksik oldugu bulundu. Sonug olarak, Dox ve
Epo yiOkli NP'ler ilag direncini azaltarak MCF-7 hicrelerinin sitotoksisitesini,

apoptozisini, apoptotik yollarin aktivasyonunu arttird1.

Sonug: Ilag kombinasyonlarii (Dox ve Epo) kapsayan nanopartikiiller, coklu ilag
direncinin ve normal dokulara toksisitenin tstesinden gelmek icin klinikte potansiyel bir

tedavi olarak uygulanabilir.

Anahtar Kelimeler: Epoksomisin, Doksorubisin, Poli (laktik-ko-glikolik asit),

Nanopartikiil, ilag Direnci



ABSTRACT

Objective: Delivery of chemotherapeutic drugs encapsulated in the nanoparticles (NPs)
directly to the tumors has been used in breast cancer. This way, cytotoxic effects of
drugs are reduced on normal cells and drug resistance is inhibited in cancer cells. In our
study, we synthesized NPs encapsulating chemotherapeutics and investigated their

cytotoxic effects on cancer and normal cells.

Method: Doxorubicin (Dox) and/or Epoxomicin (Epo) loaded Poly(lactic-co-glycolic
acid) (PLGA) NPs were prepared using a modified o/o/w double emulsion phase
separation method. Physicochemical properties of the synthesized NPs were performed
using size analysis and zeta potential with zetasizer, particle morphology with scanning
electron microscopy (SEM), weight loss with thermogravimetric analysis (TGA), energy
change with differential scanning calorimetry (DSC), and chemical bonds analysis with
fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). Furthermore, the effects of synthesized
NPs on cytotoxicity, apoptosis, apoptotic pathways, and drug resistance were
investigated in vitro in cell cultures models created using breast cancer cells (MCF-7)
and normal cells (HUVEC).

Results: The presence of Dox and/or Epo within NPs was proven by these material
characterization analyses, revealing that Dox and/or Epo could be successfully loaded
into the nanoparticles. Dox and Epo loaded NPs are more cytotoxic than free Dox and
Epo to MCF-7 cells while they are less cytotoxic than free Dox and Epo to normal
HUVEC cells. As a result, Dox and Epo-loaded NPs reduced drug resistance and
increased the cytotoxicity, apoptosis, and activation of apoptotic pathways in MCF-7

cells.

Conclusion: Clinical projects applying nanoparticles encapsulating drug combinations
(Dox and/or Epo) might be carried out as a potential treatment to overcome multidrug

resistance and toxicity to normal tissues.

Key words: Epoxomicin, Doxorubicin, Poly(lactic-co-glycolic acid), Nanoparticle,

Drug resistance.
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HUVEC hiicrelerinde Dox’nin 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

MCF-7 hiicrelerinde Dox’nin 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

HUVEC hiicrelerinde Epo’in 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

MCF-7 hiicrelerinde Epo’in 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

HUVEC hiicrelerinde Doxil’in 24 saatlik canlilik inhibisyonu.
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HUVEC hiicrelerinin kontrol grubunun morfolojisi.
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MCF-7 hicrelerinin kontrol grubunun morfolojisi.
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1. GIRIS

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen ikinci kanserdir ve diinya genelinde, kadinlarda
kansere bagli 6liimlerde birinci siradadir (Kim ve ark., 2014). Kemoterapi, bircok kanser
icin 0nemli bir tedavi secenegidir. Kombine kemoterapi uygulandiktan sonra bile
geligebilen ila¢ direnci kemoterapinin basarisiz olmasina neden olmaktadir. Bu yiizden
ilag duyarliligimin arttirilmasi, kanser hastalarinin tedavilerinin basarili olmasi ig¢in

onemli bir basamaktir (Wang ve ark., 2010).

Kemoterapotik ilaclar hem erken hem de ileri evre meme kanserinin tedavisinde ve
izlenmesinde hayati 6neme sahiptirler. Sistemik olarak verilen kemoterapétik ilaglar
kanser hiicreleriyle birlikte viicudun diger normal hiicrelerini de 6ldiirerek kisa ve uzun
vadede olumsuz yan etkilere neden olmaktadir. En 1yi gelistirilmis kemoterapotik
ajanlarin bile normal ve kanserli hiicreler iizerindeki etkileri ayrilamamaktadir. Bu
yuzden kemoterapétik ilaglar vicutta non-spesifik dagilarak sistemik toksisiteye ve
olumsuz yan etkilere sebebiyet vermektedir. Kemoterapi ilaglarin1 dogrudan tiimdre
tastyan nanopartikiiller hem ileri hem de erken evre meme kanserinde kullanilmaktadir.
Boylelikle normal hiicreler {izerindeki sitotoksik etki azaltilmaktadir (Sinha ve ark.,
2006).

Kanser tedavisinde nanopartikiillerin uygulanmak istenmesinin sebebi hizli, giivenilir ve
sistemik dolagim araciligiyla tam bir dagilimi saglamasindan dolayidir. Nanopartikiiller
hiicreler arasi1 bosluklardan gegebilmeleri ve hedeflenebilme 6zellikleri nedeniyle
onemlidir. Nanopartikiiller kan dolasiminda tiimére ulasabilecek ve tiimor mikro
damarindan disar1 ¢ikabilecek kadar kiigtiktlirler. Damar duvari endotel hiicrelerden
olusur ve endotel hiicre membrani proteoglikan olan bir glikokaliks ile kapli oldugundan
dolay1 negatif yiike sahiptir (Dull ve ark., 2003). Bu da nanopartikiillerin saglikl1 endotel
bolgelere girememesini ve tiimor bolgesinde ise nanopartikiillere endotel agikliktan
gecebilmelerinden dolay1 bir segicilik saglar. Bu tezde 6ncelikli olarak kemoterapotik
ila¢ enkapstiile ederek sentezledigimiz nanopartikiiliin bir endotel hiicre olan HUVEC

hiicrelerine toksik etki yapip yapmadigini arastirildi.



Antrasiklin ilaclar genellikle kéti huylu meme kanserinin tedavisinde kemoterap6tik
olarak kullanilir. Doksorubisin (Dox) tipik bir antrasiklin ilagtir ve metastaz yapmis
meme kanseri hastalarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilir (Biganzoli ve ark., 2004;
Humber ve ark., 2007). Bu tezde kombine tedavide en ¢ok kullanilan ve ticari adi
Adriamycin olan Dox kemoterapotik olarak secildi. Dox’in kemoterapotik aktivite
mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen, kanser hiicrelerinde apoptozisi uyardigi
gosterilmistir (Minotti ve ark., 2004; Koceva-Chyla ve ark., 2005; Suzuki ve ark., 2005).
Dox ile kanser tedavisinin baslangicinda iyi yanitlar alinmasina ragmen, daha sonra
gelisen Dox-direnci klinikte biiyiik bir problemdir ve tedavinin basarisiz olmasinin en
onemli nedenidir (Esteva ve ark., 2001). Etkili bir tedavi icin ilag direncinin Ustesinden

gelebilen ilag tasiyici sitemler gelistirmek kritik bir oneme sahiptir.

Epoksomisin (Epo) dogal selektif bir proteozom inhibitoriidiir ve in vivo anti-
inflamatuar etkisi iyi bilinmektedir. Bir epoksomisin tiirevi olan proteozom inhibit6ri
Cafilzomib 2012 yilinda FDA onay1 almistir ve niikks eden direngli multiple myeloma
hastalarinin tedavisinde kullanilmaktadir (McCormack, 2012; Thompson, 2013). Ancak
su ana kadar literatiirde Epoksomisin’in meme kanserinde ilag direngliligine olan etkisi
ile ilgili bilgi mevcut degildir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda proteozom inhibitdri olan

Epoksomisin’in meme kanserinde ilag direnci lizerine olasi etkisini arastirdik.

Gunimiizde nanopartikiil olarak hazirlanmis ve klinik uygulama asamasina geg¢mis
nanopartikil-ilag kombinasyonu bulunmamaktadir. Ancak ilag direncinin engellenmesi
icin ¢aligmalar devam etmektedir. Bu tez calismasinda Dox ile Epo’i nanopartikil
icerisine enkapsiile ederek; ila¢g direncinin azaltilmasini, ilaglarin etkinliginin
arttirilmas1 ve normal hiicrelere daha az sitotoksik olmalari hedeflendi. Sentezlenen
nanopartikillerin fizikokimyasal 6zellikleri, ila¢ salimmi ve in vitro etkinligi
belirlendikten sonra meme kanseri huicrelerinde ve tek katmanli normal hiicreler olan
HUVEC hiicrelerinde hiicre  kiiltiirii  modeli olusturuldu.  Sentezlenen yeni
nanopartikillerin in vitro hicre kaltiriinde sitotoksisite, apoptozis ve apoptotik

yolaklara olan etkileri arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri
Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasiyla baslar invazyon ve metastaz ile ilerler.

Hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi, hiicrede meydan gelen genetik degisimler ile
baglar. Bu slreci, ¢evre dokulara yayilma (invazyon) takip eder ve sonunda baska
organlara yayilma (metastaz) meydan gelir (Steinfort ve ark., 2016). Meme kanseri
kisaca siit lobulleri (bezleri) ve kanallarini olusturan hiicrelerin kontrol dis1 olarak
cogalmalar1 ve viicudun cesitli yerlerine giderek ¢ogalmaya devam etmeleri olarak
tammlanabilir (Roses, 2005). Siit kanallarindan kaynaklanan meme kanseri duktal
karsinom, sut lobtllerinden kaynaklanan meme kanseri de lobiler karsinom olarak

adlandirilmaktadir.

Meme kanserleri Diinya Saglik Orgiitii tarafindan histolojik olarak smiflandirilmstir.
Buna gore meme kanseri, in situ ve invaziv kanserler olarak iki ana gruba ayrilmaktadir
(Singletary ve ark., 2002). In situ kanserde; malign epitelyal hicreler bazal membranla
cevrili duktus ve asinuslar iginde sinirli iken, invaziv kanserde; neoplastik hticreler bazal

membrani asarak stromaya invazyon gostermektedir (Sekil 2.1).

normal kanser B R
hilcreler ™ hiicreleri e -l
. ' kanser L

~{] ol
hiicre duvar hiicre duvar)

hiicre duvan
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kanser hiicreleri

Sekil 2.1. invaziv ve In situ kanser.

(http://www.memesaglik.com/images/stories/invazif.jpg Erisim Tarihi: 15.04.2017)
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2.1.1. Epidemiyolojisi

Kanser, tiim diinyada giderek artan onemli bir saglik sorunudur. Diinyada her yil 14
milyon kisiye kanser teshisi konulmakta ve 8,2 milyon kisinin O6liimiine sebep
olmaktadir. Uluslararas1 Kanser Ajansimin (IARC) yayinladigi 2012 verilerine gore
meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve diinya genelinde, kadinlarda
kansere  bagli  Olimlerde  birinci  swradadir  (http://globocan.iarc.fr  Erisim
Tarihi:16.01.2017).

Tablo 2.1. Ulkelere gére kadinlarda en sik gbriilen ilk bes kanser tiri.

Turkiye Dunya AB ABD
1 Meme Meme Meme Meme
2 Tiroid Kolorektal Kolorektal Akciger
3 Kolorektal Uterus serviksi Akciger Kolorektal
4 Uterus korpusu Akciger Uterus korpusu Tiroid
5 Akciger Uterus Korpusu  Uterus serviksi Uterus

Ulkemizde yapilan son arastirmalara; bir y1l icerisinde yaklasik 67.200 kadin ve 96.200
erkegin kanser tanist aldigim gostermektedir. Bir yil iginde yaklasik 17.000 kadin meme
kanseri tanis1 almustir (Sekil 2.2) ve her dort kadin kanserinden birisi meme kanseri
oldugu goriilmektedir (http://kanser.gov.tr/2014-rapor.pdf Erisim Tarihi: 15.04.2017).
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Sekil 2.2. Kadinlarda en sik goriilen kanserlerin toplam sayis1 ve yiizde dagilimlar
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2.1.2. Etiyolojisi

Meme kanserine neden olan etmenler tam olarak anlasilmamistir ancak bazi faktorlerden
etkilendigi bilinmektedir. Kadin cinsiyet (%99 kadinlarda, %1 erkeklerde) ve yas; meme
kanserinde en onemli risk faktorleridir. Meme kanserini etkileyen diger faktorler,

asagidaki sekilde siralanabilir:

Yas: Meme kanserinin her sekiz kadindan birinde gorilme ihtimali vardir (% 12.56).
Yas; meme kanserinde en dnemli risk faktorlerindendir. Goriilme sikligi premenopozal
dénemde %25-30; postmenopozal dénemde %70-75 araligindadir
(http://www.tmhdf.org.tr/MemeKanseri Erisim Tarihi: 15.04.2017). Yas ilerledik¢e

meme kanseri insidansi artmaktadir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Yasa bagli olarak meme kanseri goriilme siklig
Yas 100.000 de insidans

0-39 1
40-44 126
50-54 228
60-64 348
70-74 450
80-84 477

Genetik Faktorler: Diinya Saglik Orgiitii’'ne gore ailede meme kanseri olmas: meme
kanseri gorilme riskini 2-3 kat arttirmaktadir. Meme kanseri vakalarinin, %20-30’unda
ailede meme kanseri olmasina ragmen, vakalarin sadece %5-10 unda genetik yatkinlik
bulunmustur. Genetik yatkinlik sebebi olan en Onemli genetik mutasyonlar basta
BRCAL1 ve BRCA 2 olmak lzere PTEN, TP53, MLH1, MLH2 ve STK1l gen
mutasyonlarini igerir. Bunlardan mutasyona ugramis BRCA1 genini tasiyan bir kadinin
ortalama 70 yillik yasam siiresinde meme kanseri olma riskinin yaklasik % 85 oldugu
belirtilmistir. Kadinlarda BRCA1 mutasyonu oldugunda, ergenlik sonrast memelerinde
timor gelisim riski %5-10 kat artar (Berryve Parmigiani, 1997; Couch ve ark., 1997
Phillips, 2001; Groep, 2011).

Endokrin Etkiler: Gebelik sayisi, emzirme, menars yasi, menapoz yast gibi reproduktif

faktorlerin meme kanseri ile gii¢lii bir iliskisi oldugu gosterilmistir. Erken menars (12

5
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yasindan 6nce), ge¢ menapoz (55 yasindan sonra); 0strojen hormonuna daha fazla maruz
kalinmasina sebep oldugu i¢in, meme kanseri gelisim riski ile iliskilidir (Hsieh ve ark.,
1990). Menarsin bir y1l gecikmesi meme kanseri riskinde % 20 azalisa sebep oldugu
belirtilmektedir (Pike ve ark., 1981). Menopoz donemi 45 yasindan Once baslayan
kadinlarda Ostrojen azalacagindan dolayr meme kanseri riskinin azaldigi gosterilmistir
(Ekbom ve ark., 1997). Gebeligin daha ileri yasta olmasi ve hi¢ dogum yapilmamasi

meme kanseri riskinde artisla iliskilidir (Rosner ve ark., 1994).

2.1.3. Tedavi Yontemleri
Meme kanseri tedavisi mumkin olan bir hastaliktir. Erken fark edildiginde bu
hastaliktan tamamen tedavi edilebilir. Meme kanserinde; cerrahi, hormonoterapi,

radyoterapi ve kemoterapi uygulanmaktadir.

Cerrahi: Meme kanserinin primer tedavisi cerrahi yontemlerle yapilmaktadir. Cerrahi
uygulama ile memeden tumoér alinir ve hastaligin evresi belirlenir. Meme kanseri
tanisinda uygulanan cerrahi yontemler; meme koruyucu cerrahi veya mastektomidir.
Meme koruyucu cerrahide (kismi mastektomi, lumpektomi) amag sadece kanserli doku
ve bu dokunun c¢evresinde bulunan kicik bir miktar normal dokunun alinmasidir. Basit
veya total mastektomi tim memenin alindig1 bir cerrahi yontemdir. Modifiye edilmis
radikal mastektomi ile tiim meme ve kol alt1 lenf nodlar1 alinir ancak g6giis duvarinin

altinda bulunan kaslar alinmaz (Kruper ve ark., 2011).

Hormonoterapi: Cerrahi sonrasi yeniden kanser olusum riskini azaltmak igin ve ileri
evre meme kanserlerinde hormon tedavisi kullanlir. Hormonoterapide hedef, hormon
reseptoru pozitif kanserlerde, hormonun etkisi inhibe edilerek kanser gelisimin

engellenmesidir. Bu hedefi gergeklestirmek i¢in kullanilan tedavi yontemleri;

— Ostrojen reseptér modulatorleri: Bu tedavi yonteminde hastalara verilen ilaglar,
Ostrojenin reseptoriine baglanmasim engelleyerek 6strojen reseptorlerini bloke
ederler. Tamoksifen (Nolvadex®) ve fulvestrant (Faslodex®) bu amacla klinikte

yaygin olarak kullamlan ilag¢lardir (McNeil, 1998).



— Aromataz inhibitorleri: Hormonoterapide ¢ok sik kullanilan yontemdir. Aromataz
enzimi, androjenlerin dstrojenlere donistimiinu katalizleyen bir enzimdir. Aromataz
inhibitorleri, aromatazi inhibe ederek Ostrojen sentezini durdururlar. Anastrozole

(Arimidex), exemestane (Aromasin) ve letrozole (Femara) aromataz inhibitorleridir.

— Yumurtalik islevinin durdurulmasi: Menopoza girmemis kadinlarda Ostrojen
seviyesini diisiirmek i¢in kullamlan yontemdir. Bu amagla yumurtaliklar cerrahi
yontemle ¢ikartilabilir (ooferektomi), ilag veya diisikk dozda radyasyon uygulamasi

ile 6strojen uretimi durdurulabilir.

Radyoterapi: Bu yontem, kanser hicrelerinin yiiksek enerjili 1smn verilerek
oldurulmesidir. Radyoterapi cerrahi tedaviden sonra kanserin tekrarlamasim engellemek
icin veya meme kanserinin metastazi durumunda kullanilir (Darby ve ark., 2005). Meme
koruyucu olarak cerrahi sonrasi radyoterapi uygulanir. CUnkl radyoterapinin meme
kanserinin tekrarlama riskini yaklagik % 50 oraninda ve meme kanseri 6liim riskini ise
yaklasitk % 20 oraminda azalttigi bilinmektedir (Darby ve ark., 2005). Lenf nodu
metastazi olan veya bes cm’den daha blyuk timor ¢apina sahip mastektomi hastalarina
radyoterapi uygulamir. Ileri evre meme kanseri hastalarmin tedavisinde radyoterapi

kullanilir.

Kemoterapi: Kanser hucrelerinin dldurtilmesi veya cogalmasim kontrol etmek amaciyla
cesitli ajanlarin (kemoterap6tik) kullanildigi bir tedavi yontemidir. TUmori tamamen
yok etmek veya kiigiilmesini saglamak, hastayr tamamen iyilestirmek veya kanserin
metastazin1 engellemek icin kemoterapi uygulanir. Bunun i¢in farkli mekanizmalara
sahip antineoplastik ilaglar genelde kombine kullanilarak sinerjistik etki amaclanir.
Meme kanserinde en ¢ok kullanilan ilag kombinasyonlari;  Adriamycin-
Cyclophosphamide ~ (AC),  Cyclophosphamide-Adriamycin-Flurouracil ~ (CAF),
Epirubicin-Cyclophosphamide (EC) ve Flurouracil-Epirubicin-Cyclophosphamide
(FEC)’dir (Kapse-Mistry ve ark., 2014). Kemoterapi tedavisinin etkinligi, verilen ilaclar,
ilaglarin dozu, hastamin durumu, gibi ¢esitli parametrelere baglidir. Kemoterapi tek
basina ya da bagka tedaviler ile kombine bir sekilde uygulanabilir (Organization, 2006).

Uygulama amacina gdére kemoterapi ¢esitleri;



— Adjuvan tedavi: Ameliyat veya radyoterapi sonrasi uygulanan kemoterapidir. Bu

tedavi kanser hiicrelerinin yeniden ¢ogalmasini engellemek amaciyla yapilir.

— Neoadjuvan tedavi: Cerrahi tedavi 6ncesi timoérl kuaglltmek icin uygulanan

kemoterapidir.

— Metastatik tedavi: Metastaz yapmis kanser hiicrelerini 6ldiirmek amaciyla yapilan

tedavidir.

Kemoterapdtik ajanlarin  kullanimi, kemoterapinin etkinligini engelleyen bir¢ok
sinirlamayr da beraberinde getirir. Bunlardan birincisi kemoterapdtik ajanlarin
¢oziiniirliigiiniin kotii olmasidir. Bu uygulamada zorluk olusturur. Ikincisi viicutta
spesifik bir sekilde dagilmadiklarindan dolay1 tiimore yetersiz niifuz etmeleridir.
Ucgiinciisii saghkli dokulara zarar vermesidir. Dérdiinciisii ise ila¢ direncine sebep
olmalanidir (Creixellve Peppas, 2012). Giiniimiizde klinik yaklasimlar kemoterapotik
ilaglarin sistemik uygulanmasina dayanmaktadir. Bu tedaviler ilaglarin fizikokimyasal
ozelliklerinden kaynaklanan farmakokinetik faktorler ve ¢oziiniirliiklerinin diisiik olmas1
sebebiyle sinirlidir. Ayrica bu tedavilerde genellikle viicutta hizlica boliinen sag, deri,
dalak ve karaciger gibi diger organlar da hedef olmakta ve toksik etki olusmaktadir.
Uygulanan dozun ancak sadece kiiciik bir boliimii hedeflenen kanserli bdlgeye ulasip
istenilen etkiyi gerceklestirebilir. Tiimore uygulanan ilacin sinirli dozu bile ilag
direncinin gelismesine neden olabilir. Bu yiizden anti-kanser ajanlarinin nanopartikiiller
kullanilarak iletilmesi bu yikict yan etkilerin iistesinden gelmeye yardimeci olabilir

(Chrastina ve ark., 2011).

2.2. Doksorubisin

Doksorubisin (adriamisin; Dox), ¢esitli kanserleri tedavi etmek amaciyla kemoterapide
kullanilan antrasiklin tipi (antineoplastik) genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Ilk
antrasiklinler, 1960 yilarinin basinda, Adriatik Denizi yakinlarinda bulunan bir mantar
tlrd olan Streptomyces peuceitus’dan izole edilmistir (Singal ve ark., 2000). Dox,
1969°da ilk tedaviye giren ve grubun en yaygin kullanilan tyesidir (Cottin ve ark.,
1994). Dox, polisiklik, aromatik ve kirmizi pigmentli antitiimdral bir antibiyotiktir

(Lown, 1993). Ozellikle meme, akciger, tiroid, gastrik, pankreas, hepatik, testis, l6semi,
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yumusak doku, lenfoma kanseri ve kemik tumdrlerinin tedavilerinde kemoterapatik ilag
olarak kullanilmaktadir (Hortobagyi, 1997).

Doksorubisin, aglukonik ve seker kisimlarina sahip, secici olmayan bir antrasiklindir.
Aglukon kinin-hidroksikinon komsu gruplari, metoksi grubu kisa yan zincir ve bunu
takip eden karbonil grubunun olusturdugu bir tetrasiklik halka icermektedir (Sekil 2.3).
Seker bileseni (daunosamin) bir glikozidik bag ile bu halkalardan birine baglanmistir
Yapidaki seker ve tetrasiklin halkasinin  varligi ilaca antitiimoral aktivite
kazandirmaktadir. Ilacin molekiiler formiilii C27H29NO1; *HCI ve molekiil agirhig

580.0gr/mol’ddr.

OH

NH,
Sekil 2.3. Doksorubisinin kimyasal yapist
(http://web.chem.ucla.edu /doxorubicin01.png Erisim Tarihih: 15.04.2017)

2.2.1. Etki Mekanizmasi

Dox, cekirdekteki DNA baz ciftlerinin arasina girerek topoizomeraz II ve helikazi inhibe
etmektedir. Dox etkisini ii¢ farkli kimyasal reaksiyonla gostermektedir. ilk iki reaksiyon
Dox’in hiicre transport zinciriyle etkilesimi ile gergeklesir. Uglincii reaksiyon ise
kromofor olan yan zincirin doksorubisin rediiktaz tarafindan karbonile indirgenmesi ile
meydana gelir. Bu enzimatik olay i¢cin NADPH (nikotinamid adenin dintkleotit fosfat)

gerekmektedir.  Sonug olarak antiproliferatif ve antineoplastik etkiye sebep olan



doksurubisinol agiga ¢ikmaktadir (Minotti ve ark., 2004). Dox’in timor ve organlardaki

sitostatik ve sitotoksik etkilerini agiklayan baslica mekanizmalar:

1. Yiiksek afinite ile DNA’ya baglanma: DNA ile etkileserek RNA sentezi dahil
DNA’nin bir¢cok fonksiyonunu bozar. Tek ve cift-zincir kirilmalar1 olusur. Bu
nedenle antrasiklinler mutajenik ve teratojenik etki gosterirler (Chabner ve ark.,
2001). Dox’in etki mekanizmalar1 arasinda topoizomeraz Il inhibisyonu,
doksorubisin-demir kompleksinin DNA ile baglanmasi ve DNA baz ¢iftlerinin ilag
ile etkilesmesi gibi radikale bagl olmayan mekanizmalar ve serbest radikal iiretimi

ile DNA hasar1 yer almaktadir (Li ve ark., 2000).

2. Hiicre membran iizerinden: Hiicre membraniyla etkilesim sonucunda lipid
peroksitlerinin  olusumuna neden olur. Doksorubisin’in  yol a¢tigi lipid
peroksidasyonu, membran potansiyelinde ve akiskanliginda azalmaya, membranin
iyon gecirgenliginde artisa ve sonug olarak hticre 6lumine yol agar. Bu durum gerek
antitumor etkisinde ve gerekse kardiyak toksisitesinde dnemli rol oynar (Chabner ve
ark., 2001).

3. Serbest radikal dridnlerine doniisUm: Dox’un sitokrom P450 rediktaz ile
reaksiyonu sonucu semikinon radikali olusur. Bu radikalin ise oksijenle reaksiyonu
superoksit anyonunu olusumuna sebep olur. Stperoksit anyonu, hem hidrojen
peroksit hem de hidroksil radikali olusumunda rol oynar. Bu radikallerin de DNA
bazlarin1 okside etmesi sonucu DNA hasart meydana gelir. Serbest radikallerin
uretimi blylk oranda Dox-demir kompleksi araciligi ile olur (Chabner ve ark.,
2001). Dox’un, Fe*"’e yiiksek afinitesi vardir ve in vivo sistemlerde Fe®" ile selat

olusturur. Dox-Fe®*" kompleksi hidroksil radikali olusumunu katalize eder.
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|—> DNA & Protein Damage

Sekil 2.4. Apoptozisde meydana gelen morfolojik degisimler. (Riddick ve ark., 2005)

2.2.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Doksorubisin viicuda intravenoz yolla (i.v.) verilir (Tlrkerve Kayaalp, 2002). Doku
hasar1 yapmasindan dolay1 intramuskuler ve subkutan olarak, asit ortamda stabil
olmamasindan dolay1 ise oral yolla hastaya verilmesi uygun degildir (Hidegve Kalai,
2007). 1V uygulamadan sonra ¢ok hizli bir sekilde pargalamr ve Kalp, karaciger ve dalak
dokularinda birikir (Lipshultz ve ark., 2006). Tumor dokusu en yiksek doku
konsantrasyonunu icerir (Robertve Gianni, 1993). Karacigerde hizli metabolize edilir,
ancak dokulara fazla baglanir yavas salinir. Dolayisiyla Dox’un viicutta kalis stiresi ve
etkisi uzun slrer. Eliminasyon yar1 6mri 73 saattir (TUrkerve Kayaalp, 2002). Vicuttan
atilmas1 karaciger ve bébreklerden gergeklesir. Doksorubisinol ve daunorubisinol olarak
vicuttan atilir. Hidroliz sonucu viicutta kismen serbest kalan aglukon kismi etkinlik
gOstermez (Turkerve Kayaalp, 2002). Dox kan-beyin bariyerini gecememektedir
(Chabner ve ark., 2001). Doksorubisin 60-75 mg/m? dozunda i.v. infiizyonla 3 haftada
bir uygulanir. Dox’un hastaya verilen toplam kumiilatif dozunun 550 mg/m? i
gecmemesi gerekmektedir. Ozellikle hastada risk faktorleri varsa (kalp hastalig,
radyoterapi tedavisi verilmis olmasi ve 50 yasin {izerinde olma) bu sinir daha asagiya

cekilebilir (Turkerve Kayaalp, 2002).
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2.2.3. Klinik Uygulamada Karsilasilan Problemler

Bircok ila¢c gibi Dox da hucreye pasif diflizyon ile girmekte ve hicre iginde
konsantrasyonu 10-50 kat artarak birikmektedir. Dox, cekirdekte sitoplazmadaki
miktarindan 50 kat daha fazladir. Serbest hiicre i¢i Dox (hlicreye giren toplam ilacin %
2’si) diger organellere (golgi aparati, lizozom ve mitokondri) rastgele olarak
dagilmaktadir ~ (Lal ve ark., 2010). Karacigerin metabolizmadaki 6nemli roli
dolayisiyla, muhtemelen Dox en ¢ok karacigerde birikmektedir. Ayrica, Dox’un akyuvar
ve kemik iligindeki konsantrasyonu, plazmadakinden 200-500 kat daha fazladir. Dox’un
dokulara bu kadar hizli bir sekilde dagilmasi, kandaki miktarinin hizla azalmasina neden

olmaktadir.

Doksorubisinin Klinikte sa¢ dokiilmesi, gastrointestinal toksisite, kemik iligi supresyonu,
nefrotoksisite, mukozit, radyosensitizasyon, ekstravazasyon zedelenmesi ve
kardiyotoksisite gibi yan etkileri bulunmaktadir (Schimmel ve ark., 2004). Doksorubisin
vezikan bir ilagtir ve ekstravazasyonu doku nekrozuna neden olur. Ayrica teratojenik,
mutajenik ve karsinojeniktir (Tirkerve Kayaalp, 2002). Ilacin kullanimini kisitlayan en
onemli yan etkisi kardiyak toksisitedir. Enjeksiyondan ( 1.v.) sonra viicuttaki dagilimi
sirasinda, Dox’u plazmadan en hizli olarak alan dokulardan birisi kalp dokusudur. Dox
kardiyotoksisitesi, serbest radikal drinleri olusturmasindan, Dox’un Kkardiyolipine
baglanmasindan ve  Dox’un  kalsiyum  metabolizmasimt  degistirmesinden
kaynaklanmaktadir. Dox’un bu etkileri kalp mitokondri yap1 ve fonksiyon bozukluguna
ve Kkalp kas kontraktilite kabiliyetinin azalmasina neden olmaktadir (Wallace, 2003).
Kardiyomiyopatinin gorulmesi, kemoterapinin bitmesinden 10-15 yil sonrasinda bile
olabilmektedir. Kardiyomiyopatinin gérilme ihtimali blyik ol¢iide doza bagimli olsa
da; kardiyomiyopati, bireyin artan duyarliligina bagl olarak diisiik dozlarda da ortaya
¢ikabilmektedir (Jain, 2000).

Doksorubisin ile kanser tedavisinin baslangicinda iyi yanitlar alinmasina ragmen, daha
sonra gelisen Dox-direnci klinikte biiyiik bir problemdir ve tedavinin basarisiz olmasinin
en 6nemli nedenidir (Esteva ve ark., 2001). Meme kanserinde ¢esitli mekanizmalarin
Dox-direncine aracilik ettigi Onerilmistir. Bu mekanizmalardan bir tanesi ¢oklu ilag

direnci (Multi-drug resistance, MDR) proteinlerinin ve P-gp gibi diger plazma
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membranindaki ¢oklu ilag¢ tastyicilarinin agir1 sentezlenmeleridir (overeskprese) (Walker
ve ark., 2004). Bu asir1 sentezlenen membran protein pompalari (ABC transporters),
ilaglarin hiicre disina atilmasina ve kanser hiicrelerinin ilag-direngli fenotip bir hiicreye
doniismesine neden olurlar. Sonug¢ olarak kanser hiicrelerinin apoptozise gitmesini
zorlastirirlar (Ruiz de Almodovar ve ark., 2001; Gariboldi ve ark., 2003; Pommier ve
ark., 2004; Zilli ve ark., 2009).

2.3. Apoptozis

Apoptozis ‘apo’ =ayri, ‘ptosis’ =diismek kelimelerinin birlesmesiyle olusmustur
(Cummings ve ark., 1997). Apoptozis kelimesi ilk kez Homeros tarafindan sonbaharda
yaprak dokimuni tanimlamak igin kullanilmig bir soézciiktiir (Simstein ve ark., 2003).
Apoptozis terimi Kerr ve arkadaslar tarafindan programli hiicre 6liimiinii tanimlamak
icin kullanilmistir (Simstein ve ark., 2003). Apoptozis, gelismis organizmalarda hiicreler
arast iliskilerin geregi olarak gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan
hiicrelerin cevreye zarar vermeden programli Oliimidiir. Apoptozis, embriyo
doneminden 6lume kadar pek cok fizyolojik veya patolojik olayda izlenir. Apoptozis
fizyolojik olarak doku gelisimi, hiicre 6liimii ve yerine yeni hiicre yapimi (remodelling),
normal hiicre sirktlasyonu (turnover) ve immin cevap regilasyonu gibi sireclerde rol
alarak doku homeostazisinin devamlihigim saglar. insanlarda normal apoptotik hiicre
6limii ve yerine yeni hiicre yapmmumn giinde yaklasik 1x10™ hiicreyi buldugu

hesaplanmaktadir (Hungve Chow, 2004).

Apoptozis, yasamin gerekli bir parcasidir. Bagisiklik sisteminde, gelisme ve hiicresel
homeostazis gibi birgok biyolojik slrecte, istenmeyen ya da fazla iiretilmis hticrelerin
yok edilmesi icin, apoptozis gereklidir. Apoptozisin regiilasyonunun bozulmasi, kanser,
otoimmunite, norodejenaratif hastaliklar, hemopoietik bozukluklar ve infertilite gibi
klinik bozukluklarla iligkilidir (Hunotve Flavell, 2001; Kiechleve Zhang, 2002). Belirli
beyin noéronlarindaki kontrolsiiz apoptozis, Alzheimer ve Parkinson gibi hastaliklarin
olusumunu destekleyebilir, tam tersine DNA hasarina maruz kalmig hiicrelerin apoptozis

ile yok edilememesi ise kanser olusumuna neden olabilir (Ashkenazive Dixit, 1998).
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2.3.1. Hiicre Oliimiiniin iki Sekli: Apoptozis ve Nekrozis

Apoptozis ve nekrozis, farkli sartlarda indiiklenen, morfolojik ve biyokimyasal
ozellikleri farkli olan, hiicre Olimiiniin iki degisik seklidir (Leeve Shacter, 1999).
Nekrozis, geri doniisiimsiiz hasar sonucu olusan ve hiicrenin 6liimline yol acan pasif bir
olaydir. Nekrozis, asir1 stres kosullar1 veya toksik ajanlarin neden oldugu akut hiicresel
disfonksiyonun bir sonucudur ve hizli ATP tiiketimi kendisine eslik eder (Chandra ve
ark., 2000). Nekrozisle 6len hiicreler, siserek lizize ugrar. Agiga ¢ikan hiicre icerikleri,
komsu hucreleri etkileyerek ve proinflamatuar hiicreleri lezyon alanina ¢ekerek, daha

ileri doku hasarina sebep olur ve inflamatuar bir yanit olusturur (Chandra ve ark., 2000).

Apoptozis, morfolojik ve biyokimyasal olarak farkli, yaslanmis, hasarli ya da gereksiz
hiicrelerin organizmadan uzaklastirilmasina olanak saglayan ve genetik olarak kontrol
edilen programli hiicre Olimidiir. Apoptozis, hiicre degisimi, doku yenilenmesi ve
hasarli hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in yaygin bir mekanizmadir (Chandra ve ark., 2000;
Haddad, 2004). Nekrozis patolojik bir olaydir; apoptozis ise fizyolojik veya patolojik
uyaranlarla olusabilir. Apoptosizin nekrozise gore birgok avantaji vardir. Apoptotik
hucreler, fagositler tarafindan temizlenip, intraseliiler olarak parcalanirlar. Boylece
inflamatuar yamtin indiiksiyonu 6nlenerek ¢evre dokular hasardan korunur (Shacter ve
ark., 2000). Apoptozis, hiicre bizilmesi, kromatin kondansasyonu, membran
kabarciklarinin olusumu (blebbing), oligoniikleozomal DNA fragmantasyonu, komsu
hucreler veya fagositler tarafindan fagosite edilen apoptotik cisimlerin olusumu ile
karakterize edilen, iyi dizenlenmis kompleks bir olaydir (Chandra ve ark., 2000; Shacter
ve ark., 2000).

Apoptotik stre¢, hem eksternal hem de internal faktorler tarafindan baslatilabilir
(Blattve Glick, 2001). Internal faktdrler siklikla reseptor aracilidir ve FAS reseptdrii,
TNF (TUimor Nekroz Faktor() ailesi reseptorleri ve purinerjik reseptor P,z apoptozisle
ilgilidir. Buytme faktorlerinin eksikliginin ve hormon konsantrasyonlarinin degisiminin
lenfosit, memeli ve prostatik hiicreler gibi hassas hiicrelerde, apoptozisi baslattigi
gosterilmistir. Apoptozisi indukleyen eksternal tetikleyiciler, DNA hasarini, oksijen
veya besin eksikligini ve viral enfeksiyonlar1 igermektedir. Oksidatif stres, iyonize ya da

UV radyasyon, kemoterapotik ajanlar, yiiksek 1s1, bitylime faktorleri, hormon azalmasi,
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glukokortikoidler, sitokinler gibi bircok uyaran ve onarilamayan DNA hasari apoptozisi
baslatabilir (Haddad, 2004).

DNA’ya hasar veren uyaranlara maruz kalindiginda, bir hiicrenin apoptozis ya da
nekrozis tarafindan Oldiiriilecegi, DNA hasarimin tipine, maruziyetin siiresine ve
konsantrasyonuna baglidir. Ayrica apoptozis kurtarict molekiillerinin varligina ve
tetikleyici molekillerin fonksiyonuna da baghdir (Guchelaar ve ark., 1997). ATP’nin
hiicre i¢i konsantrasyonu, hiicre 6liim seklinin se¢ilmesinde dnemlidir. ATP’nin yuksek
konsantrasyonda olmasi apoptozisin baskin olmasina sebep olurken, ATP’nin diisiik
konsantrasyonda olmasi hiicrenin nekrozise dogru kaymasina sebep olur (Simstein ve
ark., 2003).

2.3.2. Apoptozisin Asamalari

Apoptozis 3 asamaya ayrilabilir. ilk asamada, hiicre apoptotik bir sinyal alir. Hiicreye,
hem icten hem de distan gelen ¢esitli uyaranlar, apoptotik yolaklar1 aktive edebilir.
Bunlara 6rnek olarak, hucre ylzey reseptorlerinin baglanma ile uyarilmasi, esansiyel
biiyiime faktorlerinin ortamdan uzaklastirilmast ya da hiicrelerin ¢esitli kimyasal
ajanlara maruz birakilmasi verilebilir. Bunlara ek olarak, hiicrelerin UV ya da iyonize
radyasyona, 1stya ve osmolarite degisikliklerine maruz kalmalari, apoptozisi uyarabilir.
Apoptozisin ikinci agamasinda hiicreler tiim bu gesitli sinyalleri toplar ve apoptozisi
devam ettirir ya da ettirmez. Bu olaylar aktivasyon-inaktivasyon, serin/treonin ve tirozin
kinaz, fosfataz ve seramidleri de iceren lipid ikincil mesajcilarin sentezi, degismis gen
ekspresyonlar: ve kaspaz olarak bilinen 6zel proteazlarin aktivasyonu gibi birgok sinyal
yolaklarini icerir. Apoptozisin devami i¢in son karar, apoptotik ve hayati faktorlerin
(Bcl-2 grubu proteinleri icerir) goreceli duzeyleri, hiicrelerin metabolik durumlar1 ve
hucre siklus durumu gibi bir¢ok faktore baglidir. Son g¢alismalar bir¢ok apoptotik
uyaramn mitokondri tarafindan alinip degerlendirildigini gostermistir. Apoptozisin son
asamasinda genel yikic1 bir sinyal yolagi aktive olur ve apoptozis ile ilgili karakteristik
morfolojik degisiklikler tetiklenir (Blattve Glick, 2001; Simstein ve ark., 2003)

2.3.3. Apoptozisde Meydana Gelen Biyokimyasal ve Morfolojik Degisimler
Apoptozis ya da programli hiicre 6limii hiicre biiziismesi, kromatin kondensasyonu,
nikleer fragmentasyon, membran cepcikleri ve apoptotik cisim olusumu gibi morfolojik
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degisimler ile tamimlanir. Biyokimyasal olarak apoptotik hucreler, mitokondriyal
transmembran potansiyelin azalmasi, hiicre i¢i asidifikasyon, reaktif oksijen tirlerinin
uretimi, fosfotidilserinin membranin i¢ yiiziinden dis tarafina ¢ikmasi gibi olaylarla
karakterize edilir (Carmodyve Cotter, 2001; Curtinve Cotter, 2003) Apoptozisin
baslangicinda ¢ok hafif degisiklikler meydana gelirken hiuicre membran bitinligi
korunmaktadir. Daha sonra hiicre, fagositler (makrofaj ve dendritik hiicreler) tarafindan
in vivo olarak alinan, membranla ¢evrili fragmentlere (apoptotik cisim) parcalanir (Sekil
2.5). Apoptozisin ge¢ doneminde, apoptotik cisimlerin plazma membrani, biitiinliigiinii
kaybeder ve bu olay sekonder nekroz olarak tammlanir (Vermeulen ve ark., 2005).
Apoptotik  hiicrelerin  bir bagka 06zelligi, transglutaminazlarin ekspresyonu ve
aktivasyonu ile meydana gelen yogun protein ¢apraz baglanmalaridir. Kalsiyum ve
magnezyuma bagli endoniikleazlar tarafindan DNA’nin kirilmasi, 180-200 baz ciftlik
DNA pargalarinin olusumu ile sonuglanir. Bu kiriklar, UV 15181 altinda etidyum bromid
boyasiyla agaroz jel elektroforezinde “DNA merdiveni” olarak tamimlanan karakteristik
merdiven gorantusind  verir  (Elmore, 2007). Sitozolik serbest kalsiyum ve
magnezyumun artmast ve sitozolik pH’1n ve potasyumun azalmasi apoptozise katkida
bulunmaktadir. Fosfotidil serinin plazma membraninin dis tarafina ¢ikmasi apoptozise
ugrayan hiicrelerde evrensel bir olaydir. Fosfotidilserinin membranin dis tarafinda
bulunmasi, biiyiikk olasilikla, nekrozda olusan inflamasyondan farkli olarak,
inflamasyona neden olmadan apoptotik hucrelerin ortamdan uzaklastirilmasi igindir.
Fosfotidilserin, membranin dis tarafindan i¢ tarafina aminofosfolipid translokazlar
tarafindan gegirilir. Bu mekanizma tamamen anlagilamamistir. Apoptozis sirasinda
membranin dis tarafinda fosfotidilserinin gorilmesinin, hem aminofosfolipid translokaz
aktivitesinin kaybindan, hem de fosfolipidlerin spesifik olmayan membran boyunca
hareketinden kaynaklandig: ileri siiriilmiistiir (Bratton ve ark., 1997). Noétral ya da asidik
sfingomiyelinazlarin aktivasyonu, apoptozisin pek ¢ok modelinde meydana gelmektedir.
Bu olay sfingomiyelinden seramidin tretimine yol agar. Seramid, proapoptotik sinyal
kaskadim aktive eder. Transglutaminazlar tarafindan proteinlerin ¢apraz baglanmasi,

hiicrenin pargalanmas1 esnasinda, apoptotik cisimlerin olusmasinda etkilidir.
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Fagositlerce Yutulmasi

Sekil 2.5. Apoptozisde Meydana Gelen Morfolojik Degisimler
(https://tr.wikipedia.org/File: Apoptosis-blank.png Erisim Tarihi: 15.04.2017)
Apoptozis ayni zamanda mitokondriyal fonksiyonun kaybi ile de karakterizedir.
Apoptozisle 6len hiicreler, plazma membran butlnligiini korurlar. Ancak apoptotik
hiicrelerin plazma membranlarindaki degisim, fagositik hiicreler tarafindan alinmalar1
icin sinyal verir ve Dboylece degradasyon siireci tamamlanir. Hiicreler, apoptotik
cisimlere parcalanarak fagositik hticreler tarafindan fagosite edilirler (Sekil 2.5).
Apoptozisin 6nemli bir 6zelligi 6len hiicrelerin inflamasyona yol agmadan ortadan
kaldirilmasidir. Buna karsin nekrotik hiicreler, erken membran batinluklerini
kaybederler. Bu da sitoplazmik iceriklerinin dis ortama sizmast ve o bolgede

inflamasyon gelismesi ile sonuglanir (Thompson, 1995).

2.4. NF-xB Yolag
NF-«B (Nuclear Factor kappa B), DNA baglanmada islev gosteren pS0 ve p52 alt

uniteleri ve transkripsiyonel aktivasyon gorevi goren p65 (RelA, RelB ve RelC) alt
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tinitelerinden olusmaktadir. Herhangi bir uyarim olmaksizin inhibitdr kappa B (I1xB)
proteini (Ik-Ba, Ix-Bp, Ik-By Ik-Bg) tarafindan sitoplazmada inaktif bir durumda tutulur.
Bircok biiyiime faktorii ve sitokin ailesi araciligiyla aktive olan PI3K/Akt sinyal yolag1
tarafindan aktive edilen IxkB Kinaz o (IKKa), IkB proteinlerini fosforiller. Bu
fosforillenme, 1xB’nin ubikitininasyon-proteozomal degredasyon siirecine girmesine yol
acmaktadir. IxB’nin degredasyonu sonucunda serbest kalan NF-xB ¢ekirdege gecerek
transkripsiyonel aktivasyonu ger¢eklesmektedir (Lin ve ark., 1995; Karin, 1999). Giincel
calismalar, akciger ve meme kanseri gibi epitelyal kanserlerin invazyonlarimi regiile

ettigi gosterilmektedir (Hu ve ark., 2014).

NF-xB cogu agresif tiimdrlerde siirekli aktif durumda olup, akciger ve meme kanseri
gibi epitelyal kanserlerin progresyonlar ile iliskili proteinleri, miRNA ve IncRNA gibi
kodlanmayan RNA molekiillerini regiile etme yetenegine sahip bir transkripsiyon
faktordiir. Hem in vitro hem de in vivo kapsaminda gergeklestirilen bir¢ok ¢aligmadaki
g6zlemler, NF-xB aktivasyonunun kanser hiicrelerinin artan agresif 6zellikleri ile iliskili
oldugunu gostermektedir (Wu ve ark., 2015). Ayrica, insan solid tiimdrleri iizerine
gergeklestirilmis meta-analiz ¢alismalari, NF-kB aktivasyonunun Kigik Hicre Dis1
Akciger Kanseri (KHDAK) hastalarinin kotii sag kalimiyla iligkili oldugunu ve akciger,
meme kanseri gibi epitel kokenli kanserlerin tedavisinde NF-kB inhibisyonunun
potensiyel terapotik bir strateji olarak kullanilabilecegi onerisini vermektedir (Zeng ve
ark., 2014).

NF-kB, karsinogenezde kritik role sahip olan migrasyon, invazyon, sag kalim, hiicre
cogalmas1 ve apoptozisten kagis silireglerinde rol alan 150°den fazla genin
transkripsiyonel regiilasyonundan sorumludur. Ornegin; kanser hiicrelerinin invazyonlari
stireclerinde kritik 6neme sahip olan MMP-2 ve MMP-9 proteinlerini transkripsiyonel
olarak regule etmektedir (Liu ve ark., 2010).

NF-kB, meme bezlerinin normal lobuloalveolar gelisimi i¢in gereklidir (Srivastava ve
ark., 2003). Ama NF-kB’nin asirt aktivasyonu meme kanser progresyonunun farkl
asamalar1 ile iligkilidir (Biswasve Iglehart, 2006). NF-kB’nin yiiksek aktivasyonu,
tedaviye asir1 direng gosteren HER2(+) (Human Epidermal Growth Factor Receptor) ve

ER(-)(Estrogen Receptor) meme kanser tiirlerinin %86’sinda goriilmektedir. HER2,
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(ErbB2 olarak da isimlendirilir) reseptdr tirozin kinaz aktivitesine sahip EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor) ailesi tiyesidir. HER2’nin asir1 ekspresyonu, meme
kanseri hastalarinin kotii prognozlari, ilaca direnglilikleri ve agresif progresyonlar ile
yakindan iliskilidir. Bu sonucun altta yatan mekanizmalarindan biri, HER2 ve NF-«B
arasindaki iligkidir. HER2, IKK araciligiyla IkB’nin proteozomal degredasyonu yolunu
acarak NF-kB aktivasyonunu indiikleyebilmektedir. Ayrica; NFkB, transkripsiyonel
olarak HER2’nun ekspresyonunu indukleyebilmektedir (Ahmed ve ark., 2006). NF-«B,
meme kanseri icin biyobelirte¢ olarak kullanilan kronik inflamasyon ile iliskili C-reaktif
protein (CRP) ve metastaz icin onemli bir role sahip olan uPA (urokinase-type
plasminogen activator) genleri regule etmektedir (Pierce ve ark., 2009; Schmitt ve ark.,
2010). Meme kanseri progresyonu suresince NF-xB, kanser hiicrelerinin
transformasyonlar1 sonucu ortaya c¢ikan i¢sel faktorler tarafindan da aktive
olabilmektedir. Bu faktorlerden biri, oksidatif stress ve DNA hasar1 sonucu ortaya ¢ikan
reaktif oksijen tirleridir (ROS). Kanserlesme siirecinde ortaya ¢ikan bu ROS’lar
araciligiyla active olan NF-kB, inflamasyonu artiran Cox-2 (Cyclooxygenase-2) ve
INOS  (Inducible nitric oxide synthase) gibi molekillerin  ekspresyonunu
induklemektedir. Meme kanserine spesifik olarak, dstrojene asir1 seviyede maruz kalan
meme kanser hiicreleri, asir1 ROS iiretimini indiiklemek suretiyle NF-kB’nin asir1
aktivasyonuna yol agmaktadir (Shao ve ark., 2008; Min ve ark., 2011). Pre-klinik
dizeyde, IKb’nin proteozomal degredasyonunu dolayisiyla NF-kB’nin aktivasyonunu
engelleyen bircok NF-kB inhibitorii kullanilmaktadir. Bu inhibitorler, meme kanser
hucrelerinin ¢ogalmalarin1 Onemli Olglide azaltabilmektedir. Ancak, NF-xB sinyal
yolagimin yiiksek kompleks ozelligi ve bu yolakta rol alan faktorlerin fonksiyonel
mekanizmalarinin yeteri seviyede anlasilamamis olmasi, klinik denemeler icin bir engel
teskil etmektedir (Lingve Kumar, 2012). Bu nedenle, NF-kB aktivasyonunu dogrudan
IkB’nin  proteozomal degredasyonunu inhibe etme yeteneginde olan NF-«kB
inhibitorlerinin nanopartikiller araciligiyla kanser dokularina uygulanmasi, NF-kB’nin

asir1 aktive oldugu meme kanser hastalarinin tedavileri i¢in 6nemli bir strateji olabilir.

2.5. Ubikitin-Proteazom Y olag:
Hiicre icinde olusan anormal proteinler (yanls katlanmig) veya zamanla olusan

istenmeyen proteinler, ubikitinlerle isaretlenir ve proteozom kompleksi (26S proteazom)
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araciligiyla yikilir (Yewdell, 2001). Ubikitin, 76 aminoasit i¢eren kiguk bir hicresel
proteindir. Ubikitin aktiflestirici enzim (E1), ubikitin konjuge edici enzim (E2) ve
ubikitin ligaz (E3) olarak adlandirilan {i¢ enzimin sirasiyla etkinlesmesi ile hedef
substratlara baglanir ve onlar1 proteoliz igin proteozom kompleksine ydnlendirir (Sekil
2.5). Ubikitin proteini hucrelerin habis hiicreye doniisiimiindeki hicre ici sinyaller,
immin sistem yaniti hiicre ¢ogalmasini ve transkripsiyonun dizenlenmesi gibi birgok
molekiler homeostatik mekanizmaya katilir (Spataro ve ark., 1998). Proteozom
kompleksi (26S), hicre siklustinin duzenlenmesinde ve ubikitinle isaretlenen
proteinlerin yikiminda ¢ok ©6nemli roli olan bir proteaz kompleksidir. Proteozom
kompleksi yapisal olarak bozulmus veya okside olmus hicresel proteinleri
aminoasitlerine kadar parcalayarak protein doniisiimiinii saglar (Meng ve ark., 1999).
Substrat proteinin 26S proteozomal yikima yonlendirilebilmesi igin en az dort ubikitin
molekiilinden olusan bir poliubikitin zinciri ile baglanmis olmasi gereklidir. Bir
proteinin ubikitin-proteozom yolagi araciligi ile yikilmasi iki asamayla olur (Sekil 2.5):
Once hedef substrat coklu ubikitin zincirlerine kovalent olarak tutunur, sonra ise tutunan

protein, ubikitini serbest birakacak sekilde yikilir (Glickmanve Ciechanover, 2002).

T
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Sekil 2.6. Ubikitin-proteozom yolagi. Ub: ubikitin; E1-UBA, ubikitin-aktivasyon enzimi; E2-UBC,
ubikitin konjugasyon enzimi; E3-UBL, ubikitin ligaz (Reid, 2005)

26S Proteozom, bir 20S ana yapidan ve iki 19S diizenleyici yapidan olusan 40’dan fazla
alt birim iceren 2400 kDa’luk bir proteaz kompleksidir (Wu ve ark., 2010). Proteozom

kompleksinin ¢alisma sekli ve rolii son yillarda aydinlatilmaya c¢alisilmaktadir. Okside
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olmus ya da yapist bozulmus proteinlerin yaninda aym zamanda birgok pro- ve anti-
apoptotik protein de, proteozom kompleksinin substrati olarak tanimlanmistir (Nagy ve
ark., 2006).

2.5.1. Proteazom Inhibitorleri ve Epoksomisin

Epoksomisin (Epo), bortezomib, MG132 ve lactacystin (laktasistin) en iyi bilinen ve en
onemli proteozom inhibitorleridir. Bunlar ¢esitli etki mekanizmalar1 ile ubikitin
proteozom yolagini proteozom Uzerinden inhibe etmektedirler. Proteozom inhibitorleri
ile yapilan arastirmalar hiicre igi proteinlerinin yaklasik olarak %80-90’1mn yikiminda
proteozom kompleksinin gerekli oldugunu gostermektedir. Proteozom kompleksi (26S)
ile yikilan proteinler arasinda poliamin biyosentez enzimleri; ornitin dekarboksilaz, S-
adenozilmetiyonin dekarboksilaz, hiicre yasaminda anahtar rol oynayan proteinlerden
transkripsiyon faktorli c-Fos, M-, S-, G1- faz1 spesifik siklinleri, siklin-bagimli kinaz
inhibitorleri, hiicre apoptozisinde rol alan 6nemli proteinler, p53, NF-«B inhibitorii kB

ve onkogenler bulunmaktadir (Pagano, 1997; Tu ve ark., 2012).

Epoksomisin in vivo ve in vitro olarak anti-inflamatuar etkinligi iyi bilinen hiicre igine
gecebilen bir proteozom inhibitéridir (Meng ve ark.,, 1999). Epoksomisin,
Actinomycetes bakterilerinden izole edilmis epoksi-keton yapisinda dogal bir proteozom
inhibitordir (Hanada ve ark., 1992) (Sekil 2.6). Epoksomisin dogal, yiiksek derecede
secici ve geri doniigsiiz olmas1 onemli 6zelliklerindendir (Hanada ve ark., 1992; Meng
ve ark., 1999; Glickmanve Ciechanover, 2002; Hetschko ve ark., 2008; Wu ve ark.,
2010). Epoksomisin, proteozomal proteazlara secici olmasina ragmen diger bazi
proteazom inhibitorleri, 6rnegin MG132 ve lactacystin, proteozomal proteazlara segici
degildir. Bunlar proteozomal proteazlari geri doniisiimlii olarak inhibe etmesinin
yaninda katepsin B, kalpan, papain, kimotripsin ve tripsin gibi diger bazi proteazlar1 da

inhibe etmektedirler (Leeve Goldberg, 1998).
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Sekil 2.7. Epoksomisin (C,sHsoN40O7) agik formiilii.

Proteozom inhibitorleri birgok c¢alismada kanser hiicrelerine karsi yeni bir tedavi
secenegi olarak denenmektedir (Rajkumar ve ark., 2005; Sorolla ve ark., 2008). Meme
kanseri hiicreleri ile yapilmig olan bir calismada, bir proteozom inhibitorii olan
bortezomib’in Dox ile kombinasyonunun MKP-1 protein seviyelerini azalttigi ve JNK
aktivasyonunu arttirarak hiicrelerin apoptozise gitmesine neden oldugu gosterilmistir
(Small ve ark., 2004). Yine meme kanseri hiicrelerinde yapilmis bagka bir ¢alismada ise,
MG132 ile yapilan proteozom inhibisyonunun GSK-3f’ya bagli otofaji aktivasyonuna
bagl olarak hiicrelerin dldiigli gosterilmistir (Gavilan ve ark., 2013). Bortezomib/PS
(Velcade), Amerikan Food and Drug Administration (FDA) tarafindan 2003 yilinda
Multiple Myeloma hastalarinda kullanilmak iizere onaylanan ilk anti-kanser etkili
proteazom inhibitorii olmustur (Chauhan ve ark., 2005). En son olarak 2012 yilinda,
epoksomisin tiirevi olan epoksi-keton yapili geri doniisiimsiiz proteozom inhibitori
Carfilzomib yapilan klinik faz ¢aligmalar1 sonucu basarili olarak bulunmus ve Multiple
Myeloma hastaliginda kullanilmak {izere FDA tarafindan onay almistir (Fostier ve ark.,
2012; McCormack, 2012). Bu gelismeler proteozom inhibitorlerinin anti-kanser ve pro-

apoptotik etkilerinin arastirilmasini daha da cazip hale getirmektedir.

2.6. Alternatif fla¢ Tastyic1 Sistemler
Meme kanseri tedavisinde kemoterapotik ilaglar hayati énem sahiptirler. Fakat bu
yontemlerde kullanilan ilaglarin saglikli doku ve organlar (zerine yan etkiler

gosterdikleri ve risk potansiyeli tasidiklart da bilinmektedir Kemoterapdtik ajanlarin
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kullanim1 kemoterapinin etkinligini engelleyen bir¢ok simirlamayr da beraberinde

getirmektedir:

— Kemoterapotik ajanlarin ¢oziiniirliigi ¢ok iyi degildir. COzindrluklerinin iyi
olmamasi uygulamada zorluk olusturur.

— Vicuda verildiklerinde spesifik bir sekilde dagilmazlar. Uygulanan dozun ancak
sadece kiiciik bir bolimii hedeflenen kanserli bolgeye ulasip istenilen etkiyi
gergeklestirebilir.

— Normal hicrelere de girerek saglikli dokulara zarar verirler. En iyi gelistirilmis
kemoterapotik ajanlarin bile normal ve kanserli hiicreler {izerindeki etkileri
ayrilamamaktadir. Bu tedavilerde genellikle viicutta hizlica bdliinen sag, deri,
dalak ve karaciger gibi diger organlar da hedef olmakta ve toksik etki
olusmaktadir.

— 1lag direncine sebep olurlar (Creixellve Peppas, 2012). Tiimére uygulanan ilacin
stnirll dozu dahi ilag direncinin gelismesine neden olabilir. Sonug¢ olarak
terapotik etki uyandirmak igin uygulanacak olan bir sonraki doz daha yiiksek

olacak ve daha siddetli bir toksik yan etki siirecini tetikleyecektir.

Bu olumsuzluklarin giderilebilmesi ve ilaglarin timoér bolgesine hedeflenerek, gerekli
oldugu kadar iletilebilmesi i¢in spesifik olarak tasarlanmis yeni nesil ila¢ tasiyici
sistemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda yapilan calismalarda
ilaglarin  hedef dokulara taginmasi i¢in nanopartikiiler ilag tasiyict Sistemler
arastirilmaktadir (Sinha ve ark., 2006). Bu ¢alismalarda amag; ve ilacin toksik etkilerini
azaltmak, ilag salimmim kontrol etmek ve ila¢ verimliligini arttirmaktir. Bdylece
konvansiyonel ilaglara alternatif olarak ilag tasiyici sistemler kanser tedavisi i¢in umut

vaat etmektedir.

flag tastyic1 sistemlerde ilag, tastyici sistemle etkilesim halindedir. Bu etkilesim ilacin
farmakokinetik ozellikleri ve viicutta dagiliminin diizenlenmesini saglamaktadir.
Nanopartikiller, farkli boyut ve oOzelliklerde tasiyicilar olarak gelistirilmis ve ilag
tastyict sistemler olarak kullanilmaktadirlar. Lipozomlarin da ¢esitli avantajlarindan

dolay1r bir tasiyict olarak kullanimi arastiritlmaktadir. Ancak lipozomlar diisiik
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enkapsiilasyon verimine sahiptirler, depolanma stabiliteleri yeterli degildir ve kanda

suda cozinebilen ilaglar1 ¢ok hizli bir sekilde sizdirabilmektedir. Nanopartikillerin

lipozomlara gore depolama sirasinda stabilitelerinin yiiksek olmasi ve in vivo

uygulamadan sonra da stabil kalmalar1 ¢ok biiyiik bir avantajdir (Jahanshahive Babaei,

2008). Kontrollii ilag tasiyict sistemler serbestlestirme mekanizmalarina veya uygulama

yollarina gore siniflandirilabilirler:

Serbestlestirme mekanizmalarina gore kontrollii ila¢ tasima ve salim sistemleri;
1.

Diflizyon kontrolli sistemler

— Membran sistemler

— Matriks sistemler

Kimyasal kontrolli sistemler

— Viicutta asinan sistemler

— Zincire takili sistemler
(Coziicliniin harekete gecirdigi sistemler
— Sisme kontrollii sistemler

— Ozmotik kontroll sistemler
Diger sistemler

— Manyetik kontrolli sistemler
— Ultrasonik sistemler

— Ortama duyarl1 sistemler

Uygulama yollarina gore kontrollii ila¢ tasima ve salim sistemleri;

1.

© © N o g Bk~ w DN

Mikrokapsiiller ve mikrokireler

Nanopartikiller

Lipozomlar

Implantlar

Biyoadeziv sistemler (mukozaya yapisan sistemler)
Okdiler sistemler

Transdermal sistemler

Nazal sistemler

Bukkal sistemler
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10. Intrauterin sistemler

11. intravajinal aygitlar

2.7. Nanopartikiiler ilac Tasiyic1 Sistemler

Son yapilan ¢aligmalarda nanoteknoloji, ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesi konusunda
oldukca umut vermektedir. Nanopartikillerin ilag tasiyict sistem olarak ilk kullanimi
1970°’1i yillarda gergeklestirilmistir. Tibbi uygulamalarda kullanilmak {izere iiretilen
nanopartikdal tirleri; miseller, dendrimerler, fullerenler, lipozomlar, nanokureler,

nanokapsuller, nanotipler ve kuantum dot’lardir (Haleyve Frenkel, 2008).

Nanopartikiller, 10-1000 nm boyutunda, i¢cindeki etken maddeyi kontrollii olarak salan
kati koloidal maddelerdir. Tasidigi etken madde nanopartikiil iginde hapsedilmis,

¢ozlinmiis veya adsorbe edilmis olabilir. Nanopartikiillerde olmasi istenen nitelikler:

— Tasidig ilac1 kontrollii bir sekilde salmasi,

— Vicutta etki gostermesi amaglanan bdlgeye gitmesi,

— Invivo yada in vitro stabilizasyon problemleri icermemesi,

— Tastyicinin hedefe ulagincaya kadar parcalanmast,

— Parcalandiktan sonra ¢ikan iiriinlerin toksik olmamast,

— Saflastirma ve sterilizasyon islemlerinin yapilabilmesi.
Nanopartikiller, sekil 2.7°de goriildiigii gibi, hazirlanma yontemlerine gére nanokire
ve nanokapsiul olarak adlandirilmistir (Kas, 2002). Nanokapsulde etken madde
polimerik bir membran ile bir kavite igerisinde hapsedilmistir. Nanokiirede ise etken
madde matriks sistem i¢inde homojen olarak dagitilmistir. Bu tez ¢caligmasinda etken

maddenin enkapsiile edildigi nanokiireler hazirlandu.
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edilmis ilac
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Yiizeye adsorbe
ettirilmis ilac

Sekil 2.8. Etken madde yiikleme yollarina gore nanopartikiiller: nanokapsiil ve nanokiire (Kumari ve ark.,
2010)

2.8. Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

Nanopartikiiliin yapisi, bilesenleri ve fizikokimyasal 6zelliklerine bagli olarak birgok
nanopartikiil hazirlama yontemi vardir. Bu yontemlerden hangisinin secilecegi polimerin
yapisal Ozellikleri ve etkin maddenin ¢ozlnurligiine baghdir (Jaeghere ve ark., 1999).
Nanopartikiil hazirlamada kullanilacak polimer se¢iminde dikkat edilmesi gereken
noktalar:  Nanopartikiliin boyutu, biyouyumlu olmasi, biyobozunabilme davranis,
¢cozunurlik, stabilite, yuk ve gecirgenlik gibi ylzey karakteristikleri, uygulama yolu ve
ilacin istenilen salim profili (Jahanshahive Babaei, 2008). Nanopartikiil hazirlanmasinda

dogal ve sentetik polimerler kullanilabilir:

Dogal polimerler:
— Proteinler (alblmin, jelatin, legiimin)

— Polisakkaritler ( aljinat, kitosan,dekstran)

Sentetik polimerler:

— Onceden sentezlenen; poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), poli(laktik asit)
(PLA), polianhidrit, polikaprolakton (PECL),

— Hazirlanma sirasinda sentezlenen; poli(alkilsiyanoakrilat) (PACA)
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Nanopartikiil arastirmalarinda ilk sentezlenen nanopartikillerde albiimin gibi dogal
polimerler wve poliakrilamit gibi biyobozunumu olmayan sentetik polimerler
kullanilmigtir. Protein bazli dogal polimerlerde antijenik cevaplar alinmasi sorun teskil
etmektedir. Sentetik polimerlerin ise biyobozunum gdstermemesi toksik etkileri
dolayisiyla risk olusturmaktadir. Poli(laktik-ko-glikolik asit) (Sekil 2.8) nanopartikil

sentezinde siklikla kullanilan bir polimerdir.

*EO —CH,—C %—EO—CH C%

PLGA
Sekil 2.9. PLGA"nin kimyasal yapisi.
(http://www.drug-dev.com/PLGAPEG-Block-Copolymers-for-Drug-Formulations-406.aspx)

PLGA, par¢alandiginda laktik aside doniisen, dolayisiyla toksik etkisi bulunmayan, FDA
tarafindan onaylanmus bir sentetik polimerdir. Nanopartikiiler ila¢ tasima sistemlerinde
siklikla kullanilan ticari bir Grdndir. PLGA nanopartikuller birgok yontemle
uretilebilmektedirler. Ustelik bu yontemler PLGA nanopartikiillerin hazirlanmalart
sirasinda bircok kanser ilacim enkapsiile edebilecek bicimde optimize edilmistir. Ilag
enkapstile edilen nanopartikillerin, ¢cozinarlikleri azdir ve fizyolojik ortamda kararsiz
yapidadirlar. Ayrica kilcal damarlardan gecip, endozomlar tarafindan hiicre igine
alinacak kadar kuguk olarak sentezlenebilmektedirler (Panyam ve ark., 2002). PLGA
nanopartikillerin ylzeyleri hedef tumor dokusuna taginarak icerdikleri etken maddelerin
orada salinabilmesi i¢in modifiye edilebilir (Nobs ve ark., 2004).

Bu tez ¢alismasinda nanopartikiiller, poli(laktik-ko-glikolik asit) kullanilarak emulsiyon

olusturma ¢oziicii diflizyon yontemiyle hazirlandi.

2.8.1. Emulsifikasyon Yontemi

Emulsiyon Olusturma / Coziicii Buharlastirma Yontemi: Cift emiilsiyon olusturma;
protein, peptit ve diger makromolekiillerin hapsedilmesini saglayan bir yontemdir.
Etken maddenin sulu ¢ozeltisi polimer ¢Ozeltisi icinde dagitilir ve bu karisgim igine

yag/su emiilgatoriiniin sulu c¢ozeltisi ilave edilir. Bu islemlerden sonra su/yag/su
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emilsiyonu, ila¢ cozeltisini iceren polimer cozeltisi damlaciklar1 olusur. Son olarak
¢ozlclnln buharlastirilmasiyla etken maddenin sulu ¢ozeltisini iceren nanopartikiil
stispansiyonu elde edilir. Cift emilsiyon olusturma yonteminde bazi problemler vardir.
Bu yontemle sentezlenen nanopartikiller diisiik ilag yiikleme kapasitesine sahiptir ve
partikiil biytikligiinin dagilimi diizensizdir (Park, 2007). Ayrica yontemin en buyik
problemlerinden biri yukleme etkinliginin simirli olmasidir. Ciinkii diisiik molekl

agirhigindaki hidrofilik ilaglarin polimere karsi afinitesi azdir (Tewes ve ark., 2007).

Emulsiyon Olusturma / Coziicii Difiizyon Yontemi: Cozlcu diflizyon yonteminde
suda c¢oziinmeyen etken madde ile polimer organik bir ¢oziicide sicakta ¢oziinlir ve
ylizey etken madde bulunan ortama karistirilarak eklenir (Kawashima ve ark., 1989).
Coziict difiizyon yonteminde etken madde i¢ faz olarak adlandirilir. I¢ faz ve polimeri
iceren organik ¢oziicii, sabit karistirma ile dis faza (su ve emilgatdr maddeden meydana
gelir) dagilir, boylece su iginde yag emiilsiyonu olusturulur. I¢ faz ilk damlatildiginda
sistemin emulsiyon benzeri opak bir gorinimua vardir. Cozlcunln, i¢ fazi olusturan
emiilsiyon damlaciklarindan, dis faza difiize olmasi ile damlaciklar sertleserek etken
maddeyi tasityan nanopartikiillere donligmektedir. Son yillarda yapilan caligmalarda,
¢ozlcl difuzyon yontemi kullamlarak PLGA/PLA nanopartikilleri (Murakami ve ark.,
2000), flurbiprofen yukli akrilat polimer nanopartikilleri (Pignatello ve ark., 2002) ve
lipid bazli nanopartikuller (Quintanar-Guerrero ve ark., 2005) sentezlenmistir.

2.8.2. Koaservasyon (Faz Ayrimi) Yontemi

Emulsifikasyon yontemlerinin bazi problemleri vardir. En biyuk problem cok fazla
miktarda organik ¢oziicii kullanilmasidir. Ayrica kiglk boyutlu (< 500 nm) ve dar
partikiil boyutu dagiliminda nanopartikiil hazirlamak zordur. CUnki 1s1 veya ¢apraz
baglama ile sertlestirme isleminden Once emiilsiyonda stabilite problemi vardir.
Koaservasyon yontemi bu problemleri ¢6zmek amaciyla gelistirilmistir. Koaservasyon
metodu birbirine karismayan iKi koloid sistemde faz ayrilmasi olarak tanimlanir. Bu
durumda, partikiiller faz ayrimi islemiyle sulu fazda olusur ve bir ¢apraz baglama

ajamyla stabilize edilir.
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2.8.3.Polityon Kompleks Yodntemi

Poliiyon kompleks ydntemi, koaservasyon yonteminden ¢cok daha guvenli bir yontemdir.
Iyonik etkilesim, koordinasyon veya hidrojen bagi olusumu suretiyle oligomerik
amfifillerin komplekslestirme reaksiyonu nanometre boyutunda partikiillerin olusumuna

neden olmaktadir (Ikkalave ten Brinke, 2004).

2.8.4. Dondurma-Co6zme Yontemi

Dondurma-¢6zme yonteminde en dnemli etkenler; eklenen yuzey etkin madde miktari,
dondurma dongi sayisi, karistirma hizi ve dondurmal/cézme sicakliklart (Ficekve
Peppas, 1993). Dongusel dondurma-¢cézme yontemiyle hazirlanmis, poli(vinil alkol)
hidrojel nanopartikullerin dondurma-¢6zme dongi sayisina bagl olarak salim 6zellikleri

oldugu gosterilmistir (Li ve ark., 1998).

2.8.5. Kati-Lipid Nanopartikil Hazirlama Y dntemi

Kati lipid nanopartikul hazirlama yontemi; yag/su emiilsiyonundaki sivi yag, kati lipidle
yer degistirilmesi esasina dayamir (Muller ve ark., 2000). Yag/su tipi emiilsiyonlar
dondurularak kurutulur veya kati lipid/lipid karisimlar1 yiiksek basingla homojenize
edilir. Elde edilen Grlnler, lipozom-nanopartikil arasinda bir yapida ilag tastyicist olarak
kullanilan kat1 partikiillerdir. Yuksek basingla homojenizasyon (sicak/soguk
homojenizasyon) (Freitasve Muller, 1998) mikroemdilsiyon ve c¢ozuci ¢oktirme

yontemleriyle hazirlanirlar (Jores ve ark., 2004).

2.8.6.Nano Coktirme Yontemi
Nano ¢oktiirme yonteminde ¢oziicli ve ¢oziicii olmayan olmak tizere iki farkli sivi faz
kullamilir. Coziicii olarak adlandirilan ilk fazda etken madde ve polimer ¢ozinmeli,
ancak ¢ozlcl olmayan faz olarak adlandirilan ikinci fazda ¢oziinmemelidir. Birinci faz
ile olusan polimer ve etken madde ¢ozeltisi, ikinci faza eklendiginde polimer hizli bir
sekilde katilagir. BOylece nano c¢oktirme meydana gelir. Polimeri igeren ¢dzicunun
ikinci faza diflizyon yoluyla ge¢cmesi sonucu polimer ¢okmektedir. Nanocoktiirme
yontemi, tek basamakta ve hizli nanopartikiil olusumunu saglamasindan dolay1 avantajli
bir tekniktir. Hizli nanopartikiil olusumu, Gibbs-Marangoni etkisi dolayisiyla
gerceklesmektedir (Quintanar-Guerrero ve ark., 1998). Gibbs-Marangoni etkisinde,
yuzey etkin maddeler, yag ve su fazlari arasindaki yiizey gerilimini disirlr ve
29



damlaciklarin pargalanarak emulsiyon olusumunu saglar. Bu sirada parcalanan
damlaciklarin tekrar birlesme egilimini engelleyen mekanizmaya Gibbs-Marangoni
etkisi denir (Yazan, 2004).

Nano ¢oktlirme yonteminin bazi avantajlar: vardir: Bu yontem ile boyutlar1 100-300
nm gibi dar bir dagilim araliginda olan nanopartikiillerin hazirlanmast miimkiin
olmaktadir. Ayrica sonikasyon veya yiiksek sicaklik dereceleri gerektirmez. Dolayisiyla
protein yapisini bozabilecek sartlari igermez. Son yillarda nano ¢oktiirme yontemi
kullanilarak suda ¢oziinen ilaglarin enkapsilasyonu ile ilgili yapilan ¢alismalar da umut
vaat edicidir. Yapilan bir ¢aligmada protein ve polimeri (PLGA) iceren dimetilsulfoksit
(DMSO) cozeltisi, sulu faza ilave edilmistir ve yontemin hidrofilik ilaglarin
yuklenmesinde de kullanilabilecegi gosterilmistir (Yoo ve ark., 2001).
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3. GEREC ve YONTEM

Doktora Tez ¢alismasi nanopartikiiliin sentezi, karakterizasyonu ve sentez sonrasi in
vitro sistem etkilerini kapsamakta olup asagidaki ana basamaklara gore deneyler
planlandi:
1. Dox ve Epo’nin nanopartikiile enkapstile edilmesi
2. Hazirlanan nanopartikiillerin karakterize edilmesi.
3. Nanopartikillerin in vitro salinimlarinin belirlenmesi.
4. Dox ve Epo enkapsule edilen nanopartikullerin in vitro ortamda meme kanseri ve
normal HUVEC hiicrelerinde sitotoksik etkinliginin belirlenmesi.
5. Dox ve Epo enkapsiile edilen nanopartikllerin in vitro ortamda meme kanseri ve
normal HUVEC hicrelerinde apoptozise ve apoptotik yolaklara etkilerini

belirlemek ve degerlendirmek.

3.1. Dox Ve Epo’nin Nanopartiktle Enkapsule Edilmesi
Dox Hazirlanmasi: 20 mg Dox )Lc Labs) tartildi. 10ml metanolde ¢ozildiu ve son

konsatrasyonu 2mg/ml oldu.

Epo Hazirlanmasi: 250 ul DMSO’da 25 ug ¢6ziinmiis Epo (Cayman) olacak sekilde
Epo temin edildi ve 0,1 pg/ ul konsantrasyon stok olarak kullanildi.

PLGA Hazirlanmasi: PLGA[Poly (D,L-lactie-co-glycolide)] (Sigma P2191,wt 30000-
60000)’dan 100 mg tartild1 ve 1 ml etilasetat (Merck %99,8) da vortekslenerek ¢ozildu.
Polimerin tamamen duzlemsel hale gelebilmesi i¢in 18 saat bekletildi. Tiipiin agz1 iyice
kapatildi. Tiipiin i¢cindeki s1vi miktar1 belirtmesi amaciyla ¢izgi ¢ekildi. 18 saat sonunda
cozgende u¢gma meydana geldiginde isaretlenmis yere kadar etilasetat eklendi. Daha

sonra Ustline 2 ml daha etilasetat eklendi ve son konsantrasyon 33 mg/ml oldu.

BSA (Bovine Serum Albumin) Hazirlanmasi: BSA (10 mg/ml) olacak sekilde
PBS’de(Phosphate-Buffered Saline) hazirlandi (Sigma).

Dox enkapsiilasyonu i¢in Dox:Polimer:BSA 1:5:12,5 oranmi ve Epo enkapsiilasyonu i¢in
Epo:Polimer:BSA orami 1:6,25:62,5 olacak sekilde yiikleme yapildi. Bunun igin ilk
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olarak polimer karigimi iizerine vorteksde Dox’den damla damla eklendi ve bu karisim
30 saniye (sn) boyunca sonike edildi (Bandalin Sonopuls). Daha sonra bu karigim 10
mg/ml BSA karigimi iizerine damla damla eklendi. Emiilsifiye etmek i¢in sonikatdrde
%65 glcinde 2 dakika (dk) sonike edildi. En sonda 6rnek ¢ozgenlerin ugurulmasi i¢in
25-30 dk evaporatdr konuldu (Buchi Rotavapor R3).

N
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Sekil 3.1. Nanopartikiilleri hazirlanmas1 ve evaporasyonu.

Daha sonra 50 ml’lik falcon tiipe aktararak 24000xg’de +4°C’de 60 dk boyunca santrifuj
edidi. Siipernatantlar kapsiilasyon verimini hesaplamak i¢in saklandi. Pellet ise partikl

boyutu ve zeta potansiyeli 6l¢mek icin saklandi.

Liyofilizasyon Asamasi: Liyofilizasyon islemine baslamadan 6nce nanopartikiilleri
daha sonra ¢dziinmesini kolaylastirmak i¢in %5°lik glukoz ¢ozeltisi kullanildi. Bunun
icin %20 lik glukoz ¢6zeltisi hazirlandi. 1 ml saf i¢inde ¢6ziinmiis olan nanopartikiillere
%S5 olacak seklide bu stok ¢ozeltiden 250 ul eklendi ve -80°C de 2 saat bekletildi ve
dondurmali kurutucu cihazi (Freezing Dry, Toros TRS 2/2v) a¢ildi. Nanopartikiiller agzi
acik bir seklide 50 ml’lik tiiplere aktarildi ve - 49°C’de 5,8X10 mbar kosullarina
ayarlanarak dondurmali kurutucu cihazina konarak tamamen kurumasi i¢in 2-3 gun
bekletildi.
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Sekil 3.2. Nanopartikiilleri liyofilize eden dondurmali kurutucu.

3.2. Dox ve Epo i¢eren Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

3.2.1. Partiktl Boyutunun Belirlenmesi

Nanopartikiller partikil boyutu olgtimleri Nano ZSP zetasizer (Malvern Instruments
Corp., Worcestershire, U.K.) cihazinda yapild1 (Sekil 3.3). Nanopartikiller uygun sinyal
yogunlugunu saglamak i¢in PBS ile seyreltildi. Dinamik 1s1k sagimmi (Dynamic light
scattering, DLS) yontemi ile nanopartikiillerin ortalama patikiil biiyiikligi ve
dagilimlar belirlendi. Kolloidal nanopartikiil/nanoemiilsiyon siispansiyonlarindan 10 pl
kadar alind1 ve PBS ile seyreltildi ve 151k sagiliminin yogunlugu, gelen 1sinin 90°’lik bir
sacilma agisinda 25°C sicaklikta belirlendi.

3.2.2. Zeta Potansiyel Degerlerinin Belirlenmesi

Nanopartikiller zeta potansiyel 6lcimleri Nano ZSP zetasizer cihazinda faz analiz 151k
sacilma teknigi kullamlarak gergeklestirildi (Sekil 3.3). Bu amacla, her bir nanopartikl
stspansiyonundan 1 pl alinarak 10 mL PBS icinde disperse edilmis ve elektrot

bulunduran zeta potansiyel hiicresine alindi. Biitiin 6lgtimler 25 °C’de gergeklestirildi.
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Sekil 3.3. Nanopartikiillerin boyutlarinin ve zeta potansiyellerinin Zetasizer Cihazi.

3.2.3. Nanopartiktllerin SEM ile Karakterizasyonu

Nanopartikillerin morfolojik 06zellikleri taramali elektron mikroskobu (Scanning
Electron Microscope, SEM, FEI, Quanta Feg 250, USA) kullamlarak incelendi (Sekil
3.4). Goriintiileri alinmadan once, 6rnekler liyofilizator ile kurutularak gorintiilemeye
hazir hale getirildi. Daha sonra ornekler, uygun kaplama materyali ile kaplanarak (altin,-
pladyum, platin veya aluminyum) iletken hale getirilerek taramali elektron mikroskobu
ile goriintiileri alindi. Nanopartikiiller diisikk vakum altinda, 8 mm mesafede ve 5 kV

voltaj kullamlarak analize tabi tutuldu. Goriintiiler Image J yazilim programinda analiz
edildi.

Sekil 3.4. Nanopartikiillerin boyutlarinin goriintiilendigi SEM cihazi
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3.2.4. Nanopartikullerin ATR-FTIR ile Molekiler Karakterizasyonu

Referans olarak higbir ila¢ icermeyen PLGA nanopartikili kullanildi. Bunu yapmaktaki
amag, PLGA nanopartikiil ile ila¢ yiiklii nanopartikiiller arasindaki degisimleri
incelemekti. Nanopartikil numuneleri ATR-FTIR (Zayiflatilmis toplam yansima-Fourier
Déniisiim  Infrared, Attenuated total reflection-Fourier transform infrared)
spektroskopisi kullamilarak karakterize edildi (Sekil 3.5). Spektrumlarin elde edilmesi
icin KBr 1s1n dagitict ve DLaTGS detektorii ile techizatlandirilmis Bruker Tensor 27
spektroskopisi kullanildi. Elmas ATR hiicresi ile teghizatlandirilmis ATR aksesuari
kullanildi. Enstriiman kontrolii ve data eldesi OPUS programi (Windows i¢in Versiyon
7.2, Bruker GmbH) kullanilarak gergeklestirildi. Orneklerin ATR-FTIR spektras: herbir
spektrada 16 tarama biriktiren 2 cm™lik ¢oziinirlik ile 4000°den 600 cm™ dalga sayist
araliginda kaydedildi. Arka plan olarak, biilin dl¢iimler dncesinde aym sartlarda hava
spektrumu incelendi. Kristal yiizey, herbir 6l¢iim sonras1 yumusak pegete kullanilarak

saf etanol ile temizlendi ve kagit pegete ile kuruland.

Sekil 3.5. Nanopartikiillerin infrared spektrumlarmin alindigt FTIR spektroskopisi.

3.2.5. Nanopartikillerin DSC ile Karakterizasyonu

Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC; Differential Scanning Calorimetry) yontemi
herhangi bir kimyasal bilesenin sicaklik degisimiyle bozunmasi sirasinda verdigi
degisimler o maddeyle ilgili spesifik bilgileri verir. Bu bilgiler maddenin hal degistirme
sirasindaki 1s1 alig verigindeki degisimleri Ol¢mesidir. Maddenin endotermik mi
ekzotermik mi oldugunu gostermesinin yam sira, spesifik kimyasal bozulmasini da

gosterir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Polimerik maddelerde karsilagilan degisiklikleri gosteren diferansiyel termogram
Nanoparitkillerin termal Ozellikleri diferansiyel taramali kalorimetre (Differential
Scanning Calorimetry, DSC, Q100, TA Instruments Inc., New Castle, DE, USA)
kullanilarak tespit edildi (Sekil 3.7). Analiz nitrojen atmosferi altinda, 20 mL/dk sabit
akis hizi gergeklestirildi. Her bir analiz i¢in 2 mg 6rnek aliminyum kap icine
yerlestirildi ve hermetikli olarak kapatildi. 20 © C ile 300 ° C arasinda sicaklik uygulandi
ve sicaklik artis1 10°C/dk olarak ayarlandi. Referans olarak hermetikli kapatilmis bos bir

aliminyum kap kullanild.

Sekil 3.7. Nanopartikillerin hal degistirme sirasindaki 1s1 alis verisindeki degisimleri 6l¢en DSC cihazi.
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3.2.6. Nanopartikillerin TGA ile Karakterizasyonu

Bu ydntem nanopartikillerin - fiziksel ve kimyasal 0Ozelliklerini belirlemeye
yaramaktadir. Yiksek sicakliklarda nanopartikiillerin faz degisimleri ve termal
stabiliteleri termal gravimetrik analiz cihazi (TGA, TA Instruments) ile belirlendi.
Bunun icin 8 mg tartilan nanopartikiiller platin kap tizerine konuldu ve akis hizi 20
ml/dk azot gazi olacak sekilde 0 °C’den 700°C’ye kadar 10 °C/dk hizinda 1sitild1.

3.2.7. Nanopartikillerin Enkapsiilasyon Etkinliginin Belirlenmesi

Dox enkapstilasyonu: 5 mg tartilan Dox-Np ve Dox-Epo-Np 1 ml DMSQO’da ¢ozildd.
Daha sonra etilasetat:metanol (9:1 v/v) oraninda hazirlanan ¢ozelti ile 10 kat seyreltildi.
Kuvvetli bir seklide ¢alkalandiktan sonra 20000xg’de 5 dk santrif(j edildi.
Enkapsiilasyon etkinligi, nanopartikiillerde tutulmus olan madde miktarlart ile
nanopartikiil hazirlama asamasinda yiiklene Dox miktarinin birbirine kiitlesel olarak
orantilanmasi ile belirlendi. Verim i¢in Shimadzu marka LC-20AD HPLC ( Yuksek
Performansli Sivi Kromatografisi, High Performance Liquid Chromatography) cihazi

kullanildi. Bunun i¢in RF-10AXL floresans dedektor kullanildi.

Kolon sartlari: 20 pl numune igin;

v" Kolon: Sepax C18-H (4,6 mmx250 mm, 5 um) kolon.

v" Mobil Faz: %0,1 Formik asit (suda) ve %0,1 Formik asit (asetonitrilde, organik).

v Gradiyent: 1 ml/dk akis hizinda, %35 organik ¢ozgenle baslangic ve 20 dk’ya
kadar %65’e ¢ikartildi. Son olarak 20,1 dk’da %5 organik ¢6zgene diisiiriildii ve
30.dk’da sonlandirildi.

v" Floresans dedektor: Dox igin uyarim dalga boyu 480 nm, yayilim dalga 530 nm
olarak ayarlandi.

v' Tim Orneklerin analizleri 30°C’de yapildi. Mobil faz 0,45 pm’lik naylon
membran filtreden gecirildi ve ultrasonik su banyosunda tutularak ¢oziinmiis

gazlarin u¢masi saglandi.
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Sekil 3.8. Dox enkapstlasyon verimini 8lgmek icin kullanilan HPLC cihazi

Dox standartinin hazirlanmasi: Metanol igerisinde 1,0 mg/ml Dox stok c¢Ozeltisi
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden kalibrasyon grafigini olusturmak igin 200, 150, 100, 50,
25, 10, 5, 2 ve 1 pg/ml lik olacak sekilde metanol ile 9 diliisyon yapildi. Yukarida
belirtilen HPLC yontemine gore farkli konsantrasyondaki Dox c¢ozeltilerinin analizi
yapildi ve elde edilen verilerle kalibrasyon dogrusu g¢izilerek kalibrasyon denklemi

bulundu ve korelasyon katsayisi hesaplandi.

Epo enkapsulasyonu: 5 mg Epo-Np ve Dox-Epo-Np 1 ml dimetilsulfoksit (DMSO)’de
¢ozuldu. Daha sonra etilasetat: metanol (9:1; v/v) oraninda hazirlanan ¢ozelti ile 10 kat
seyreltildi. Kuvvetli bir seklide galkalandiktan sonra 20000xg’de 5 dk santriflij edildi.
Enkapsiilasyon etkinligi, nanopartikiillerde tutulmus olan madde miktarlart ile
nanopartikiil hazirlama asamasinda yiiklene Epo miktarinin birbirine kiitlesel olarak
orantilanmasi ile belirlendi. Verim i¢in Agilent 6530 marka LC-MS-QTOF (Sivi
Kromatografisi/ Dort  kutuplu  ugus zamanh-kitle  spektrometresi,  Liquid
Chromatography/Mass Spectrometry-Quadrupole Time-of-Flight) cihazi kullanildi.
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Sekil 3.9. Epo enkapsiilasyon verimini 6l¢mek i¢in kullanilan LC-MS-QTOF cihazi.

Epo icin enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesinde asagidaki sartlar kullamldi:
v 10 pl numune
v Kolon: Athena C18, 3 um, 2.1 mm x 100 mm’lik kolon
v' Cobzgen A: %0,1 H3PO4 (asetonitrilde, organik),
v' Co6zgen B: %0,1 H3PO4 (suda)
v’ Gradiyent: 0,4 ml/dk akis hizinda
v Kiitle spektrumlar1 m/z oran1 25’den 1000’e kadar tarandi.

Tablo 3.1. Epo enkapsiilasyon

Zaman Cozgen A Cozgen B

(dk) (Asetonitrilde) (Suda)

0 %0 %100

2 %0 %100

6 %95 %5

9 %95 %5

10 %0 %100
10,1 Son Son

Epo standart hazirlanmasi: DMSO igerisinde hazir olan 25 pg/ul (100000 ng/ml)’lik
Epo stok cozeltisinden seri diliisyonlar hazirlandi. Kalibrasyon grafigi olusturmak i¢in
1000, 500, 200, 100, 50, 25, 10, 5, 2 ve 1 ng/ml lik olacak sekilde metanol ile
dilisyonlar yapildi. Yukarida belirtilen HPLC yontemine gore farkli konsantrasyondaki
Epo ¢ozeltilerinin analizi yapildi ve elde edilen verilerle kalibrasyon dogrusu gizilerek

kalibrasyon denklemi bulundu ve korelasyon katsayis1 hesaplandi.
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Kullanilacak etkin maddeler i¢in enkapsiilasyon etkinligi asagidaki formiile gore

hesaplandi:

% Enkapsiilasyon etkinligi = (PLGA icinde enkap-siile ol.mus ilag miktan) 100
toplam ila¢ miktar

3.3. Enkapsiile Edilen ilaclarin in Vitro Salmimlarmin Belirlenmesi

Uretilen nanopartikiiller icin in vitro kontrollii salimm c¢alisma ortanu olarak asetat
tamponu (pH=5,5) ve fosfat tamponu (pH 7,4) kullanildi. 25 mg ilag igeren
nanopartikiiller 50 ml tampon ¢ozeltisi icine konularak 37°C’de 300 rpm de manyetik
karistiricida karistirildi. Belirli zaman araliklarinda 0,5 ml alinan ¢ozeltiler 0,1 pm
polivinilidene diflorit (PVDF) siringadan gegirilerek salinan aktif madde miktarlari
ilaclarin 6l¢iimiine uygun cihazlarda belirlendi. Alinan ¢dzelti taze tampon ¢ozeltisiyle

ikame edildi.

% salinim agagidaki formiile gére hesaplandi:

depolama boyunca enkapsiilasyon etkinligi

0, = -
% Salinim = (1 baslangicta enkapsiilasyon etkinligi

3.4. Nanopartikiillerin Sitotoksik Etkinliginin Belirlenmesi

3.4.1. Deney Modeli ve Gruplari

Hiicre hatlari, laboratuvar g¢alismalarinda ve in vitro kanser arastirmalarinda model
olarak siklikla kullamlmaktadir. Bu ylizden calismamizda normal hiicre hatti olarak
insan gobek ven damarindan tiiremis olan endotel hiicre (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells; HUVEC) ve meme kanser hiicre hatti1 olarak da insan metastatik
meme kanserinden tiiremis olan (Michigan Cancer Foundation-7; MCF-7) hiicre dizileri
kullanildi. Bu hiicre hatlart American Type Culture Collection’dan (ATCC) alind1.

Normal HUVEC ve Meme kanseri hiicreleri i¢in deney gruplari;
1. Kontrol

2. Serbest Dox

3. Serbest Epo

4. Serbest Dox+serbest Epo
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Doxil (ticari, doksorubisin ilacin i¢eren lipozom nanopartikiil)
PLGA-NP (ilag igermeyen nanopartikiil)

EPO-NP (PLGA Nanopartikile enkapstle edilen Epo)

DOX-NP (PLGA Nanopartikiile enkapstule edilen Dox)
DOX-EPO-NP (PLGA Nanopartikile enkapstile edilen Dox+Epo)

3.4.2. Hiicre Kiiltiirii ve Hiicrelerin Deneylere Hazirlanmasi Icin Gerekli Cozeltiler

v
v

F-12K Medyumu: ATCC’den alind1. +4°C’de’de saklandi.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium): ATCC’den alindi.+4°C’de
saklandu.

FBS (Fetal Sigir Serumu): Sigma’dan inaktive edilmis olarak temin edildi. 10
ml’lik tiplere boliinerek —20°C’de saklandi.

Penisilin-Streptomisin: Biological Industries’den alindi. Kullanilmadig: siirece -
20°C’de sakland.

DMSO: Sigma’dan alindi. Oda 1sisinda saklandi.

Hiicre Dondurma Cozeltisi: %5 DMSO igeren medyum steril bir tlipte hazirland1
ve hiicre pelleti iizerine 1 ml eklendi. Bu solusyon hiicreler dondurulacagi zaman
taze olarak hazirlandi.

Tripan Mavisi Cozeltisi (%0.5°1ik): Biological Industries’den hazir olarak alind1.
Oda 1s1sinda saklandi.

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Magnezyumsuz ve kalsiyumsuz), (PBS):
Biological Industries’den hazir olarak alindi. 50 ml’lik tiiplerde +15-20°C’de
saklandu.

Doksorubisin: Doksorubisin 50 mg liyofilize toz iceren flakon LC Laboratories
firmasindan alindi. Buzdolabinda -20°C’de saklandi.

Epoksomisin: 250 pul DMSO’da ¢oziinmiis 25 pg Epoksomisin igeren flakon

Cayman firmasindan alindi. Buzdolabinda -20°C’de saklandi.

3.4.3. Hicre Medyumlarinin Hazirlanmasi

Doktora Tez c¢alismasinda kullamlan hiicre hatlar1 farkli  kiiltiir ortamlarinda

biiyiimektedir. HUVEC hiicrelerinin ¢ogalmasi i¢in ATCC tarafindan formiile edilen F-

12K medyumu kullanildi. Bu medyum igerisine 0,1 mg/ml heparin, 0,03-0,05 mg/ml
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endotelyal hiicre biyume destekleyicisi (endothelial cell growth supplement, ECGS) ve
10% cenin sigir serumu (fetal bovine serum, FBS) eklendi. Hazirlanan medyumlar
+4°C’de sakland.

MCEF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasi i¢in ise ATCC tarafindan formiile edilen DMEM
kullanildi. Bu medyum igerisine 0.01 mg/ml human recombinant insulin ve 10% FBS

eklendi. Hazirlanan medyumlar +4°C’de sakland1.

3.4.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler hazirlanan uygun steril besiyerinde, 37°C’de, %5 CO; ve %95 nemlendirilmis
hava iceren karbondioksit inkiibatorinde kiltir edilerek ¢ogaltildi. Hiicreler ¢ok
yogunlastiklar1 zaman, yapistiklar1 flasktan kaldirilarak yeni flasklara pasajlandi. Bunun
icin hiicre tipine gore iki farkli hiicre pasajlanmasi uygulandi. Birinci tip pasajlama
isleminde tripsin enzimi ile kaldirma yapildi, enzimin kullanilmadig1 durumlarda ikinci
tip pasajlama islemi olan kaziyici (scraper) denilen bir malzeme kullamlarak hiicreler
flasktan kazinarak kaldirildi. Tez ¢alismamizda hiicrelerin pasajlanmasi 0.25% (w/v)
tripsin 0.53mM EDTA kullanilarak yapildi. Tripsin gerektirmeyen deney kosullarinda
kaziyict kullanarak hiicreler kaldirildi. Yeterli yogunluga ulasmis flasklardan hiicreler
pasajlandi. Tripsin-EDTA enzimi ile kaldirma yapilmadan once ilk olarak medyum
flasktan uzaklastirildi ve atildi. Tripsin-EDTA’min daha iyi etki gdsterebilmesi igin
birkag ml PBS eklenir. Hiicre i¢i artiklarin PBS ortamina gecebilmesi icin hiicreler
birkag dakika inkiibatorde bekletildi. Bu islemin ardindan atik PBS atildi ve 25 cm?lik
flask yiizeyi icin 1 ml tripsin-EDTA, 75 cm? icin ise 3 ml tripsin-EDTA eklendi.
Tripsin-EDTA eklenmesi sonrasinda hiicreler 5-15 dakika inklbatorde bekletildi.
Hiicrelerin yapistiklar flasktan ayrildiklari mikroskop ile gozlenir gozlenmez 6-8 ml
taze medyum eklenerek pipetaj yapildi. Flasklardan toplanan hicreler 15 ml’lik steril
santrifiij tiiplerine aktarildi ve 125xg’de 5-7 dakika santrifuj edildi. Santriflij sonunda
siipernatan atildi ve kalan pelletde olan hiicreler yeni flasklara dagitilacak sekilde 25
cm?lik flask yiizeyi icin 6-8 ml taze medyum eklenerek flasklara paylastirildi. Hiicreler,
37°C’de, %5 CO; ve %95 nemlendirilmis hava i¢eren CO; inkibatoriinde, 6-8 ml
medyum icinde inkube edilerek dretildi. Alt kiiltiirleme islemi 1 flaska 3 veya 6 flask
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seklinde gerceklestirildi. Bu sekilde pasajlanan hiicrelerin tam anlamiyla yogunlasmasi

2-5 giin arasinda gerceklesti.

3.4.5. Hiicrelerin Dondurulmasi

Daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere hiicrelerin bir kismi stoklandi. Bunun i¢in
hiicreler uygun sekilde donduruldu. Hiicreler flasktan uygun sekilde kaldirildi ve
medyum eklenerek 125xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atild1 ve kalan pellet,
%95 tam hicre medyumu ve %5 (v/v) DMSO’den olusan dondurma medyumu
icerisinde tekrar sispanse edildi. Hucre siispansiyonlari, cryo tiiplere dagitildi ve
kademeli dondurma yapmak icin izopropil alkol iceren dondurma kabi i¢cinde 4 saat

80°C’de tutuldu. Daha sonra cryo tiipler s1v1 nitrojen tankina transfer edildi.

3.4.6. Hucrelerin Cozllmesi

Dondurulan hticreler deneylerde kullanilmak {izere hiicreye ihtiya¢ oldugunda ¢oziildii.
Bu islem asagidaki sekilde gergeklestirildi. Hiicreleri igeren vial 37°C su banyosunda
hafifce sallanarak ¢oziildii. Kontaminasyon olasiligin1 azaltmak ig¢in suyun ylizeyinde
tutuldu. Cozdiirme islemi hizli bir sekilde (yaklasik 2 dakika) yapildi. icerigi ¢oziiliir
coziilmez vial su banyosundan uzaklastirildi ve dis yiizeyi %70’lik alkolle temizlendi.
Bu asamadan sonraki islemler siki aseptik kosullar altinda yapildi. ImI’lik vial igerigi
tiipe bosaltilip tizerine damla damla 9 ml medyum eklendi. 125xg’de 5 dakika santrifij
edildi ve siipernatan atildi. Hiicre iceren pellet uygun medyumla tekrar siispanse edildi
ve kiiltiir flasklarina dagitildi. Hiicreler, 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nemlendirilmis hava

iceren karbondioksit inkibatoriinde Gretildi.

3.4.7. Nanopartikiillerin Doz Calismasi
Hazirlanan nanopartikiillerin sitotoksik dozlarinin belirlenmesi i¢in ilk 6nce liyofilize
halde bulunan nanopartikiiller PBS icerisinde ¢6ziildii ve ana stok konsantrasyonlar1 10
mg/ml olacak sekilde ayarlandi. Serbest ilaglarin, ilag igeren ve icermeyen
nanopartikillerin I1Csp (Tam inhibisyonu saglayacak konsantrasyonunun yari degeri)
dozlarnt XTT canlilik testi ile belirlendi. Klinikte kullamlan ve Dox igeren ticari bir
nanopartikil olan Doxil ile sentezleyecegimiz nanopartikiil arasinda kiyaslama yapildi.
Asagidaki  tim  gruplarda XTT  (2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5-carbox-anilide) protokolu uygulanarak sitotoksik veriler analiz edildi.
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Kontrol

Serbest Dox

Serbest Epo

Serbest Dox+serbest Epo

Doxil (ticari, doksorubisin ilacin igeren lipozom nanopartikiil)
PLGA-NP (ilag igermeyen nanopartikiil)

EPO-NP (PLGA Nanopartikile enkapstle edilen Epo)

DOX-NP (PLGA Nanopartikiile enkapstle edilen Dox)
DOX-EPO-NP (PLGA Nanopartikiile enkapstile edilen Dox+Epo)
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3.4.8. XTT Sitotoksisite Analizi

Hiicreleri ¢ogalmasi ve kimyasallarin hiicre canliligina olan etkisin belirlemek i¢in, XTT
testi kullanildi. XTT, metabolik aktivitesi bozulmamis canli hiicreler tarafindan
pargalanarak turuncu renkte formazan iirlinli veren agik sar1 renkli bir maddedir. Olusan

rengin yogunlugu hiicre canliliginin bir 6lgiitiidiir. Mekanizmasi Sekil 3.10°da gosterildi

MeO MeO

XTT Tetrazolium

Agik San XTT Formazan

Turuncu

450-500 nm

Sekil 3.10. XTT canlilik testinin mekanizmasi.

Bu deney, hem HUVEC hem de MCF-7 hiicreleri ile yapildi. Sitotoksisite deneyleri 2
gun surdd. Deneyin birinci gund hiicreler 96 kuyulu plaklara 7500 hiicre olacak sekilde

ekildi. Bunun i¢in hiicreler tripsin ile flasklardan kaldirildi. Tripsini inhibe etmek i¢in
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medyum eklendi, hiicreler toplandi ve 125xg’de 5 dakika santrifiij edilerek pellet 1 ml
PBS ile tekrar suspanse edildi. Seyreltilen hiicre siispansiyonundan 10 pl bir ependorf
tiipline alind1. Tripan Mavisinden de 10 pl alinarak hiicreler tekrar siispanse edildi. Elde
edilen 20 pl’lik karistmdan 10 pl hiicre sayim cihazimn slide’ina eklendi ve hiicreler
sayildi. Elde edilen deger ml’de bulunan hiicre sayisin1 gosterir. Daha sonra PBS’li
hiicre karisimi yine santrifiij edildi. Siipernatan atildi, kalan pellet ise 100 pl’de kuyu
basina 7500 hiicre olacak sekilde medyum ile seyreltildi.

Hiicrelerin yapigmasi i¢in bir gece bekletildi. Daha sonra medyum atildi, belirlenen
dozlar iceren medyum tiim gruplara uygulandi. Gruplara gore 24 saat siire inkiibatorde

bekletildi. inkiibasyon XTT protokoliine gére sonlandirildi.

Calisilacak her kuyucuga 100 pl taze medyum ve 50 pul XTT karisimindan (XTT 1=5000
pl + XTT 2=100 pl) eklendi. 3 saat 37°C’de, %5 CO; ve %95 nemlendirilmis hava
iceren karbondioksit inkiibatdriinde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, canh
hiicre igeren kuyularda XTT’den olusan formazan c¢oziinebilir ve 6l¢liim yapilabilir
formdadir. XTT eklendikten sonra 3 saat iginde, dalga boyu olarak 450-500 nm ve
referans dalga boyu olarak da 630-690 nm’de, ELISA plak okuyucusunda plagin
okumasi yapildi (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer). Degerler kontrol

grubuna oranlanarak yiizde canlilik olarak ifade edildi.

Sekil 3.11. XTT ve proteinin 6l¢iildiigi spektrometre.

Dox ve Epo’in sinerjik etkilerini belirlemek i¢in Graphpad Prism yazilimi kullanildi.

Absorbans degerlerine gore hesaplanan sitotoksisite yiizdeleri programa girildi. Her
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ilacin doz etki tablosu ve egrisi ¢izilerek ICsg degerleri hesaplandi. ICsq degerlerine gore
Dox ve Epo’in diisiik oranlarda kombine edilerek ilag kombinasyonunun sinerjisi 24 saat
inkibasyon sonunda belirlendi. 24 saat inkiibasyondan sonra en iyi sinerjistik etkili
kombinasyon orani secildi. Bu kombinasyon orani sabit tutularak (x) artan ve azalan
oranlarda (4x, 2%, X, 0,5x, 0,25x) ilag kombinasyonlar1 hiicrelere uygulanarak
kuyucuklara ilave edildi. 24 saat sonunda sitotoksisite ylzdeleri Graphpad programina

girilerek sinerjistik etki bulunan kombinasyon oran1 segildi.

3.5. Nanopartikillerin Apoptozise ve Apoptotik Yolaklara Etkilerinin Belirlenmesi
Sitotoksisite deneylerinden MCF-7 icin elde edilen M-ICsy dozlar1 kullamlarak
asagidaki deneyler sirastyla yapild.

Hiicre Icine Alinan DOX Miktarinin Belirlenmesi,
Proteozom Inhibisyonunun Belirlenmesi,

Hiicre I¢i Alinan ROS Miktarinin Belirlenmesi,
Sitozolik NF-xB Miktarinin Belirlenmesi,

Flow Sitometri ile Apoptozis Belirlenmesi,

o g > w D

TUNEL Yo6ntemi ile Apoptozis Belirlenmesi.

3.5.1. Hiicre icine alinan DOX miktarmin belirlenmesi
Hiicre i¢ine alinan Dox miktari, Dox’in floresans 6zelliginden yararlanarak hesaplandi.
Bunun i¢in HUVEC ve MCF-7 hiicreleri 6 kuyulu plak igerisine 25 x 10* olacak sekilde

ekildi ve 1 gece hiicrelerin yapigsmasi i¢in bekletildi.

v Her iki hiicre hattimin kontrol gruplarina taze medyum ve her bir grup igin
belirlenmis olan M-ICs dozlar1 eklendi ve 6 saat siireyle inkiibasyona birakildi.

v Inkiibasyon sonunda medyumlar atild1 ve hiicreler PBS ile yikandi. Tripsin ile
kaldirilan hiicreler santrifiij edildi ve siipernatan atildi.

v’ Toplanan pellete 500 uL PBS eklendi ve vorteks ile karistirild.

v Dox 6l¢limi icin siyah Ustten okumaya uygun plakanin her bir kuyucuguna 100

uL bu hiicre karisimindan eklendi.
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v" Dox 480 nm uyarim dalga boyunda ve 592 nm yayilim dalga boyundaki floresans
siddetleri floresans mikroplak okuyucu ile olgiildi (Elx 800, Bio-TEK.
instruments, Inc., USA).

v Hesaplama yapilirken hiicrelerden kaynaklanan 1s1k sagilmasini engellemek igin
her iki hiicre hatti1 icin kor degerleri ¢ikartildi. Bu Ol¢lim tiim Dox igeren

gruplarda en az 3 kere yapildi.

Sekil 3.12. Dox, ROS ve proteozom aktivitesinin 6l¢iildiigli spektroflorometre.

3.5.2. Proteozom Aktivitesinin Belirlenmesi
Hucrelerin proteozom aktivitesini 6lcmek icin HUVEC ve MCF-7 hcreleri 6 kuyulu

plak icerisine 4 x 10° olacak sekilde ekildi ve 1 gece hiicrelerin yapismast igin bekletildi.

v Her iki hiicre hattimin kontrol gruplarina taze medyum ve her bir grup igin
belirlenmis olan M-ICsg dozlari eklendi ve 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi.

v Inkiibasyon sonunda medyumlar atild1 ve hiicreler PBS ile yikandi. Tripsin ile
kaldirilan hiicreler santrifiij edildi ve siipernatan atild1.

v Protezom aktivitesi 50 mM Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-aminomethylcoumarin (AMC;
Sigma-Aldrich) substrati kullanilarak kimotripsin benzeri aktivite ile belirlendi.
Enzim aktivitesi ile peptide baglit AMC serbest hale gelir.

v" AMC’nin 380 nm de uyarim ve 460 nm’deki yayilim dalga boyundaki floresans
siddetleri floresans mikroplak okuyucu ile olgtldi (Elx 800, Bio-TEK.
instruments, Inc., USA). ile aktivite 6l¢ildu.
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v Toplanan pelletin son hacmi 100 pL olacak sekilde 10 mg protein, substrat ve
50mM HEPES-KOH, pH 7.5 igeren tampon karistirildi.

v Numunelerin 37°C’de 1 saat boyunca floresans degerleri 6l¢iildii.

v" Floresans emisyonu, substrat inkiibasyonundan sonra ilk 2 dakikada belirlendi.

v Daha sonra toplamda 75 dakikalik inkiibasyon siiresince her 5 dakikada bir
floresans degerleri kaydedildi.

v Toplam zaman araliginda {iriin olusumunun dogrusal oldugu gozlendi.

\

HUVEC ve MCF-7 hiicrelerinde ol¢timler ii¢ kez paralel bir sekilde tekrarlandi.
v' Aktivite, inkiibasyon zamanina karsi floresans degerlerinden elde edilen grafigin

egimlerinden hesaplanip gruplar karsilagtirildi.  Arkaplan aktivitesi son

konsantrasyonu 10 mM olan MG-132 ile belirlendi (Gavilan ve ark., 2013).

3.5.3. Hiicre I¢i ROS Miktarmin Belirlenmesi

Hiicre i¢inde inkiibasyon sonunda olusan ROS miktari, DCF (2',7'-
dichlorofluorescein)’nin floresans ozelliginden yararlanarak hesaplandi. Bunu igin
HUVEC ve MCF-7 hiicreleri 6 kuyulu plak icerisine 25 x 10* olacak sekilde ekildi ve 1

gece hiicrelerin yapismasi i¢in bekletildi.

v' Her iki hiicre hattimn kontrol gruplarina taze medyum ve her bir grup igin
belirlenmis olan M-1Cs dozlar eklendi ve 18 saat siireyle inkiibasyona birakildi.

v Inkiibasyon sonunda medyumlar atildi ve hiicreler PBS yikandi. Tripsin ile
kaldirilan hiicreler santrifiij edildi ve siipernatan atildi.

v’ Toplanan pellete 400 uL PBS eklendi ve vorteks ile karistirild.

v Son konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde DCFH,-DA (2’,7'-Dichlorofluorescin
diacetate) boyasi eklendi, 30 dakika boyunca karanlikta 37 °C su banyosunda
bekletildi.

v' Daha sonra 10 dakika 500xg’de santrifiij edildi. Elde edilen pellet 100 uL PBS ile
hazirlanmis %1°lik Triton-X100 lizis edildi.

v" ROS 6l¢iimii igin siyah iistten okumaya uygun plakanin her bir kuyucuguna 100

uL bu hiicre karisimindan eklendi.
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v" DCF, 485 nm uyarim dalga boyunda ve 530 nm yayilm dalga boyundaki
floresans siddetleri floresans mikroplak okuyucu ile 6l¢iildii (Elx 800, Bio-TEK.
instruments, Inc., USA).

v’ Hesaplama yapilirken hiicrelerden kaynaklanan 1s1k sagilmasi engellemek igin her
iki hiicre hatt1 icin kor degerleri ¢ikartildi. Bu 6l¢liim tiim gruplarda en az 3 kere

yapildi.

3.5.4. Sitozolik NFkB-p65 Miktarimin Belirlenmesi

NFkB-p65 (Invitrogen) kiti kat1 faz sandvi¢ ELISA &l¢timtdir. Monoklonal antikor
NFkB-p65 igin spesifiktir. Deneyi kisaca soyle 6zetleyebiliriz; NFkBp65 iceren tiim
gruplarin 6rnekleri kuyucuklara pipetlenir. Ilk inkiibasyon siiresince NFkBp65 antijen
kuyucuktaki antikor tarafindan baglanir. Yikamadan sonra NFkBp65°e spesifik tavsan
antikoru kuyucuga eklenir. Ikinci inkiibasyon siiresince bu antikor, birinci inkiibasyon
stiresince tutulan NFxBp65 proteini i¢in bir dedektdr olarak hizmet eder. Fazla dedektor
antikor ¢ikartildiktan sonra horseradish peroxidase-etiketli Anti-Rabbit IgG (Anti-Rabbit
IgG-HRP) kuyucuklara eklenir. Bu dedektdr antikoru tamami dort iiyeli olan sandvige
baglanir. Ugiincii inkiibasyondan ve fazla Anti-Rabbit 1IgG-HRP yikama isleminden
sonra bir substrat solisyonu eklenir. Substratin enzime baglanmasiyla renkli tiriin olusur.

Renkli bilesigin yogunlugu dogrudan NF-kBp65°nin konsantrasyonuyla orantilidir.

Hucre Ekstraksiyon Tamponu: Hiicreleri ekstrakte edebilmek igin igerigi asagida

belirtilen tampon hazirland:.

Tablo 3.2. Hiicre Ekstraksiyon tamponu kimyasallar1 ve son Konsantrasyonlari

Kimyasalin Adi Son Konsantrasyon

Tris,pH 7.4 10 mM
NazVO, 2 mM
NasP,0+ 20 mM

NaCl 100 mM
NaF 1 mM
EGTA 1mM
EDTA 1mM
Triton X-100 %1
Glycerol %10
SDS %0.1
Deoxycholate %0.5
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Yukaridaki tabloya gore hazirlanan tamponun 5 ml’si igine 250 pL Proteaz inhibitor
kokteyl ve son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde PMSF (fenilmetilsulfonilflorid,

serin proteaz inhibitor() eklendi.

Hiicre ekstraksiyon asamalari:

v" Bunun icin HUVEC ve MCF-7 hiicreleri 75 cm?’lik flasklar icerisine 3 x 10°
olacak sekilde ekildi ve 1 gece hiicrelerin yapigsmasi i¢in bekletildi. Medyumlarin
hepsi atildi. Her iki hiicre hattinin kontrol gruplarina taze medyum ve her bir
grup i¢in belirlenmis olan M-1Csp dozlar1 eklendi ve 24 saat sireyle inkiibasyona
birakildi.

Hiicreler PBS i¢inde flaskdan kaldirild1 ve santrifiij edildi.
Soguk PBS ile iki defa yikand1 ve santrifiij edildi.

Stipernatan atild1 ve hiicre pelleti toplanda.

D N N NN

Hucre pelleti ekstraksiyon tamponu ile buz izerinde 30 dakika boyunca lizis
edildi ve buz tlizerinde 10 dakika araliklarla vortekslendi. Ekstraksiyon tampon
hacmi hiicre pelleti i¢indeki hiicre sayisina ve NF-kBp65 ekspresyonuna baghdir.
Bu yiizden tiim gruplara esit hacimde Hicre Ekstraksiyon Tamponu eklendi.

v Ekstrakt mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve +4°C’de 13000 rpm’de 10 dakika
santriftj edildi.

v’ Berrak lizat kisimlara ayrildi. Bu 6rnekler dlgiim i¢in hazir hale getirildi.

NF-kBp65 (Total) Standardinin Sulandirilmasi ve Diliisyonu: NF-«xBp65 (Total)
Standard: Standart dillisyon tamponu ile seyreltildi. Hafifce vortekslendi ve tamamen
¢cozunmesi igin 10 dakika bekletildi. 4,000 pg/mL NF-kBp65 olarak etiketlendi.
Seyreltik Standart 1 saat i¢inde kullamldi. 6 farkl tiipe 0,25 ml Standart Diliisyon
tamponu eklendi. Bu tupler 2000, 1000, 500, 250, 125 ve 62.5 pg/mL NF-kBp65
seklinde etiketlendi.

Anti-Rabbit IgG HRP (100X) Diliisyonu ve Saklanmasi: Anti-Rabbit 1gG HRP
(100X), %50 gliserol igerisindedir. Bu ¢ozelti vizkozdur (yapiskandir). Dillisyonun
dogru olabilmesi icin Anti-Rabbit IgG HRP (100X)’nin oda sicakligina gelmesine izin
verildi. Hafifce karistirild1 ve yavasga pipetlendi. Yavasca temiz emici kagit ile silerek
pipetten asir1 konsantre ¢ozelti ¢ikartildi. 10 pL. 100X konsantrasyona sahip ¢ozelti, 1ml
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HRP

DilGsyon ile seyreltildi. Hazirlanan ¢6zelti Anti-Rabbit IgG-HRP ¢alisma

solusyonu olarak etiketlendi.

Yikama Tamponunun Diliisyonu: Konsantre (25X) yikama tamponu oda sicakligina

getirildi. Herhangi bir ¢6ziinmeyen ¢okmiis tuz varsa iyice karistirildi. Konsantre (25X)

yikama tamponunun 1 ml’si 24 ml deiyonize su ile seyreltildi.

Deneyin Yapihisi ve Hesaplama: Deneye baslamadan Once tiim reaktiflerin oda

sicakligina getirildi. Tim sivi reaktifler kullanmadan 6nce hafifce vortekslendi.

v

Bos kuyucuklara Standart Diluent tampondan 100 pL eklendi. Kromojen korii
icin ayrilmis kuyucuk bos birakildi.

Kuyucuklara standart ya da orneklerden 100 pL eklendi. Hiicre ekstraksiyon
tamponu i¢inde hazirlanmis Ornekler 1:10 oranminda ya da daha biiyiikk oranda
standart dillisyon tamponu ile seyreltildi (90 uL tampon i¢ine 10 pL 6rnek). 1:10
ornek seyreltmesi doyurucu bulunurken, lyice karistirmak i¢in plagin yan tarafina
hafifce dokunuldu.

Plak kapag ile kuyucuklarin iistii kapatildi ve 2 saat boyunca oda sicakliginda
inklibasyona birakild:.

Inkiibasyon sonunda sivi kistm kuyucuklardan iyice aspire edidi. Kuyucuklar 4
kez yikandi.

100 pL NF-kBp65 (Deteksiyon antikoru) kromojen kor kuyulart hari¢ tim
kuyucuklara pipetlendi. Plak hafifce sallanarak antikorun plak yiizeyini kaplamasi
saglandi.

Plak kapag ile kuyucuklarin iistii kapatildi ve 1 saat boyunca oda sicakliginda
inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyon sonunda sivi kisim kuyucuklardan iyice aspire edildi. Kuyucuklar 4
kez yikandi.

100 pL anti-rabbit IgG-HRP ¢alisma soliisyonu kromojen kor kuyular1 hari¢ tiim
kuyucuklara pipetlendi.

Plak kapagi ile kuyucuklarin {istii kapatildi ve 30 dakika boyunca oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi.
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v Inkiibasyon sonunda sivi kisim kuyucuklardan iyice aspire edidi. Kuyucuklar 4
kez yikandi.

v' 100 pL stabilize kromojen her kuyucuga eklendi. Sivi kuyucuga eklendikten
sonra maviye dénmesi beklendi.

v" Plak 30 dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona birakildi.

v" 100 uL durdurma soliisyonu her kuyucuga eklendi ve hafifce pipetaj yapildi. Sivi
kuyucuga eklendikten sonra sartya dondii.

v' Kor kuyucuguna 100 pL durdurma soliisyonu ve 100 pL stabilize kromojen
solisyonu eklenerek 450 nm’de tim kuyucuklar okundu. Standart

konsantrasyonuna karsi absorbans degeri isaretlenerek standart grafigi ¢izildi.

Hucrelerden elde edilen sitozolik fraksiyon NF-kBp65 konsantrasyonlart standart
grafiginden bulundu. Orneklerden elde edilen degerler 3. basamakta yapilan diliisyon

icin kullanilan diliisyon faktorii ile ¢arpildi.

3.5.5. Flow sitometri ile Annexin V Ydéntemi

Anneksin V ol¢timleri ticari bir kit olan Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit (Catalog
No. MCHI100105 100 Tests) ile yapildi. Apoptozis siireci sirasinda bir membran
fosfolipidi olan fosfotidilserin (FS) plazma membraninin i¢ kismindan dis kismina
donerek dis ortama sunulur. Anneksin V, Ca*?bagimli bir fosfolipid baglayici proteindir
(35-36 kDa). FS igin yiiksek afinitesi olmasi nedeniyle, hiicre yiizeyinde FS bulunan
erken apoptotik hiicrelere baglanir. FS translokasyonu apoptozisin erken evrelerinde
gergeklestiginden, Anneksin VV boyama, DNA fragmentasyonu gibi daha gec¢ evrede
gerceklesen degisikliklere dayali olan deneylere gore apoptozisi daha erken bir evrede
belirleyebilir. Tez ¢alismamizda insan Anneksin V proteinine kars1 fare monoklonal
antikoru baghi PE (phycoerythrin) kullamlmistir. Olii hiicrelerin erken apoptotik
hiicrelerden ayirt edilebilmesi i¢in, sadece Oli hiicreleri boyayan 7-AAD (7-amino-
actinomycin D) boyasi kullanilmistir. Anneksin V baglanmasi ve 7-AAD boyama, flow

sitometrisi ile izlenerek apoptotik hiicrelerin oranlar1 belirlendi.

HUVEC ve MCF-7 hicrelerinde Flow sitometrisinden Anneksin V yoéntemi ile

apoptozisi belirlemek icin;
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6 kuyulu plak igerisine 5 x 10° hiicre olacak sekilde ekildi ve 1 gece hiicrelerin
yapismasi i¢in bekletildi.

Her iki hiicre hattimin kontrol gruplarina taze medyum ve her bir grup igin
belirlenmis olan M-1Cs dozlari eklendi ve 6 saat siireyle inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda medyumlar atild1.

Fazla bekletilmeden her kuyucuga 1 ml PBS eklendi.

Birka¢ dakika PBS ile inkiibatorde bekletildikten sonra PBS atildi ve her
kuyucuga 1ml tripsin eklendi.

Tripsin ile 5 dk inkiibatorde bekletildikten sonra hiicreler yapistiklart plaktan
ayrilmis oldu.

Tripsin’in inhibisyonu i¢in her flaska 1ml medyum eklendi.

Elde edilen hucre suspansiyonu 5 ml’lik tiiplere aktarildi ve 120g‘de 5 dk
santrifuj edildi.

Santrifiijden ¢ikan tliplerin slipernatani atildi.

Pellet ise 95 pl’de 1-5x10° hiicre 1X Assay tamponu ile siispanse edildi.

Tiim gruplara 5 ul Annexin V antikoru eklendi. Oda sicakliginda karanlikta 20 dk
inkube edildi.

100 pl’lik hicre siispansiyonu Uzerine 5 pl 7-AAD eklendi. Oda sicakliginda
karanlikta 5 dk inkibe edildi.

Tiipler okutmak icin Muse® Cell Analyzer cihazina gotiiriildii.

Elde edilen grafikler Muse 1.4 Analysis ile degerlendirildi.

Sekil 3.13. Flow sitometri cihazi.
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3.5.6. TUNEL Yontemi

Apotozis’in en tanimlayici 6zelligi DNA fragmantasyonunun olmasidir. Bu tezde
HUVEC ve MCF-7 hucrelerinde apoptozis gosterilmesi icin mikroskobik DNA
fragmantasyon tayini yapildi. Bu yontemde, ortama ilave edilecek terminal
deoksiniikleotidil transferaz (TdT), fragmante DNA’nin 3’-OH uglarina biotin isaretli
deoksinukleotid ekler. Daha sonra ortama streptavidin-horseradish peroksidaz (HRP)
konjugat1 ilave edilerek biotinlenmis niikleotidler baglamir. Ortama ilave edilen
diaminobenzidin ile renk olusumunun belirlenmesi, dokudaki apoptotik hiicrelerin

saptanmasini saglar.
HUVEC ve MCF-7 hiicrelerinde TUNEL Y 0ntemi ile apoptozisi belirlemek icin;

v 96 kuyucuklu plagin her kuyucuguna yaklasik 3.000-10.000 hiicre inkiibasyondan
bir gilin 6nce yapigmalari i¢in ekildi.

v Kuyucuklar igindeki hiicreler en az %70 konfluent oldugunda TUNEL analizi
asagidaki sekilde uygulandi.

v Her iki hiicre hattimin kontrol gruplarina taze medyum ve her bir grup igin

belirlenmis olan M-1Csg dozlari eklendi ve 11 saat siireyle inkiibasyona birakildi.

Inkiibe edilen hiicreler ilk dnce fikse edildi, bunun igin;

Inkiibasyon medyumu aspirasyon cihazi ile gekildi.

%4’1ik paraformaldehit ile 10 dk boyunca fikse edildi.

Formaldehit uzaklastirilip ve 3 kez PBS ile yikandi.

Oda sicakliginda PBS de hazirlanmis %0,2 Triton X-100 ile 15 dk

NN NN

permeabilizasyon yapild1.

<\

Permeabilizasyon ¢ozeltisi atildi ve PBS ile 2-3 kez yikama yapildi.

v’ Hiicreler her kuyucuk basina 50 pl olacak sekilde denge (Equilibrium) tamponu
ile 10 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

v' TUNEL reaksiyon karisimi yukaridaki inkiibasyon sirasinda hazirlandi. Bunun
icin ¢aligilacak her kuyucuk i¢in 5 ul TdT ¢ozeltisi ile 45 pl Biotin-dUTP ¢ozeltisi
karistirildi.

v Her kuyucukda 25 ul olacak sekilde 1X TdT denge (Equilibrium) tamponu ile

37°C’da sicakliginda 60 dk inkiibe edildi. Isiktan korunmasina dikkat edildi.
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v Tampon ¢ozeltisi atild1 ve iki dakika arayla PBS ile 3 kez yikama yapildi.

v Endojen peroksidazlarin inaktivasyonu i¢in PBS igerisinde hazirlanmis kuyucuk
bagina 100 pl %3’lik H,O; ¢ozeltisi ile oda sicaklifinda 5 dakika inkiibe edildi.

v %3’lik H,0; ¢ozeltisi atildi ve iki dakika arayla PBS ile 3 kez yikama yapild.

v' Stok halde bulunan Streptavidin-HRP 100X cozeltisi PBS ile seyreltildi. Her
kuyucuga 50 pl eklendi ve oda sicakliginda 30 dk inkube edildi.

v' Inkiibasyon sonunda ¢ozelti atild1 ve iki dakika arayla PBS ile 3 kez yikama
yapildi.

v" Stok halde bulunan 20X DAB substrat ¢dzeltisi % 0,3’luk H,O iceren PBS ile
seyreltildi. Her kuyucuga 50 pl eklendi, karanlikta ve oda sicakliginda
kahverengi-siyah olusuncaya kadar inkiibe edildi.

v Inkiibasyon sonunda ¢dzelti atilip, iki dakika arayla PBS ile 3 kez yikama yapilda.

v' Goriintiileme 151k mikroskobunda yapildi.

Sekil 3.14. Hiicre goriintiilerinin alindig1 inverted mikroskop.

3.6. istatistiksel Analiz

Sonuclar ortalama + Standart sapma olarak verildi. Istatistiksel analiz Graphpad Prism
Version 5.03 paket programi kullanilarak yapildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Deneyler her grup icin 6 tekrarli olarak yapildi. Gruplar arasinda
karsilastirma yapilirken, parametrik verilerde, Student T-Test ve ANOVA; non-
parametrik verilerde Mann-Whitney U ve Kruskal-Wallis testi kullanildi. Sinerjitik,
additif ve antagonist etkiler yine Graphpad Prism programu ile belirlendi. P degeri < 0.05

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Dox ve Epo’nin nanopartikile enkapsule edilmesi

Dox enkapsiilasyonu i¢in Dox:Polimer:BSA 1:5:12,5 oranmi ve Epo enkapsiilasyonu i¢in
Epo:Polimer:BSA oram 1:6,25:62,5 olacak sekilde yiikleme yapildi. Daha sonra
¢ozgenlerin ugurulmasi igin 25-30 dk evaporator konuldu. Cozgenler ugtuktan sonra
nanopartikiller sulu ¢ozelti icerisinde Sekil 4.1 deki gibi gorald.

Sekil 4.1. Nanopartikiillerin evaporasyondan sonraki goriinttleri.

Nanopartikiillerin daha fazla stabil kalmasi, bozulmamasi ve istenilen konsantrasyonda
cozeltiler hazirlayabilmek i¢in liyofilizasyon islemine uygulandi. Birkag¢ giin dondurmal
kurutucu da tutuldu. Nanopartikiiller icerisinde hi¢ su kalmadan -20°C’de muhafaza
edilecek halde Sekil 4.2 deki gibi toz halinde goruldu.
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Sekil 4.2. Nanopartikiilleri liyofilizasyondan sonraki son goruntileri.

4.2. Dox ve Epo I¢ceren Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.2.1. Partikal Boyutunun Belirlenmesi

Partikiil biiyiikliigli dagilimim ifade eden polidispersite indeksi (PDI) degeri tiim
partikiil formilasyon grubunda da 0.034-0.075 araligindadir (Tablo 4.1). Bu dagilimin
monodispers bir sekilde oldugu ifade etmektedir. Uygulanan yiikleme isleminin
nanopartikiil biyiikligii dagilimi Gzerinde herhangi bir olumsuz etkiye yol agmadigi
belirlendi (Sekil 4.3,4,5,6).

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm}): 1449 Peak 1: 1529 100,0 3752
Pdi: 0,034 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,952 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality : Good

Size Digtribution by Intensity

11 L .................. .................. ............... .................

Intensity (Percent)

0.1 1 10 1000 10000

Size (d.nm}

Sekil 4.3. Zetasizer ile Free NP boyut analizi.
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Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):

Z-Average (d.nm): 1750 Peak 1: 1879 100,0 51,90
pdl: 0,058 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,954 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm})

Sekil 4.4. Zetasizer ile Epo NP boyut analizi.

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm}): 1621 Peak 1: 177.6 100,0 55,44
Pdl: 0,075 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,940 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.5. Zetasizer ile Dox NP boyut analizi.
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm}:
Z-Average (d.nm): 1796 Peak 1: 192,6 100,0 53,87
Pdl: 0,047 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,969 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.6. Zetasizer ile Dox+Epo NP boyut analizi.
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PLGA nanopartikiiller hazirlandiktan sonra nanopartikiil formiilasyonlar1 iizerinde
gergeklestirilen analizler sonucunda yiiklenen ilaca bagli olarak partikiil biiyiikliigiiniin
hi¢ ila¢ olmayan nanopartikiiliin 144,9 nm oldugu ve Dox ve/veya Epo yuklenenlerde ise
boyutun arttig1 hatta her iki ilacinda yiiklendigi nanopartikiilde ise 179,6 nm’ye
yiikseldigi goriildi. Dolayisiyla klinik uygulamalar i¢in hedeflenen 100-200 nm arasinda
nanopartikiller sentezlendi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Zetasizer ile nanopartikillerin boyutlar1.

Gruplar Pdi Ortalama Boyutlar SD (#)
(nm)
Free-NP 0,034 1449 37,52
Epo-NP 0,058 175 51,9
Dox-NP 0,075 1621 55,44
Dox+Epo-NP 0,047 179,6 53,87

4.2.2. Partikiil zeta potansiyel degerlerinin belirlenmesi

Nanopartikiillerin zeta potansiyel degerlerinin ise — 9,51 mV, — 11,3 mV degerleri
arasinda oldugu bulundu (Tablo 4.2). Bu potansiyel degerleri nanopartikiillerin aglomere
olamayacag1 bir potansiyeldir ve klinik uygulamalar i¢in idealdir. Sentezlenen
nanopartikiiller hiicre kiiltiiri uygulamalarinda PBS ile ¢6ziindili, topaklanma veya

cokelme gozlenmedi.

Tablo 4.2. Zetasizer ile nanopartikdillerin zeta potansiyelleri.

Zeta Potansiyeli ort

Gruplar (mV) SD(%)
Free-NP -9,51 0,316
Epo-NP -9,72 0,509
Dox-NP -11,3 1,22
Dox+Epo-NP -11,1 0,115

4.2.3. Nanopartikullerin SEM ile karakterizasyonu

Nanopartikiillerin diisik vakum altinda 20000 biiyiitme oranindaki SEM gorUntuleri
Free-Np sekil 4.7°de, Epo-Np sekil 4.8, Dox-Np sekil 4.9 ve Dox+Epo-Np sekil 4.10°da
verildi. Image J programinda analiz edilen partikiil boyutlarinin nanoboyutta oldugu ve

164-225 nm araliginda oldugu belirlendi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Nanopartikillerin SEM ile ortalama boyutlari

SEM Boyut ort

Gruplar (nm) SD(#)
Free-NP 164 11,64
Epo-NP 182 16,3
Dox-NP 165 13,1
Dox+Epo-NP 225 15,2

20 000 x

e | det WD HF\ |
3.0 | 2.00 kv 80 LFD | 10.2 mm | 20.7 pm

Sekil 4.7. Free-Np’niin SEM goriuntasu.

—————5um

N.K.U, NABILTEM
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2016

mag [J
000 x

20 000 x

t re | det HRW |
3.0 | 2.00 kv Pa | LFD | 10. 20.7 ym

Sekil 4.8. Epo-Np’niin SEM gorinttsa.

ot | HY det HRWY
3.0 | 200kv | BOPa |LFD | 9.7 mm | 20.7 pm

Sekil 4.9. Dox-Np’niin SEM gortntusa.

—T 1]

N.K.U, NABILTEM

———5um

N.K.U. NABILTEM
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spot | HV | p det WD HPW — T
2.00 kv LFD | 10.2 mm | 20.7 pm N.K.U. NABILTEM

Sekil 4.10. Dox+Epo-Np’nin SEM gorintisa.

4.2.4.Nanopartikullerin ATR-FTIR Spektroskopisi ile Molekiler Karakterizasyonu
ATR-FTIR Spektroskopi analizi nanopartikiillerin molekiiller aras1 kimyasal
etkilesimlerini ve yapisal degisiklikleri tespit etmek i¢in gerceklestirildi.
Nanopartikillere ait spektrumlar Free-Np sekil 4.11°de, Epo-Np sekil 4.12, Dox-Np
sekil 4.13 ve Dox+Epo-Np sekil 4.14°da gosterildi.
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Sekil 4.11. ATR-FTIR ile PLGA’dan olusan ilag icermeyen Free-Np spektrumu.

|

T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber cm-1

Sekil 4.12. ATR-FTIR ile Epo-Np spektrumu.
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Sekil 4.13. ATR-FTIR ile Dox-Np spektrumu.
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Sekil 4.14. ATR-FTIR ile Dox+Epo-Np spektrumu.
PLGA nanopartikulu, Dox yukli nanopartikilti ve Dox+Epo yukli nanopartikullerine

ait spektrumlarin tek bir grafik halinde Sekil 4.15’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.15. ATR-FTIR ile Dox+Epo-Np spektrumlari.

PLGA nanopartikiiliiniin spesifik pikleri agagidaki tabloda verildi.

Tablo 4.4. PLGA’nin FTIR spektrumundaki karakteristik pikler (Delhayeve Merlin, 1975).

Absorpsiyon bantlar (cm™) Pik Ozelligi
3000 - 2700 CH, CH3 e CH; (Gerilme)
1900 - 1550 C=0 (Gerilme)
1500 - 1250 CH3 e CH; (Bozulma)
1350 - 1150 CH; e CH (Sallanma Titresimi)
1300 - 1150 C-O (ester) (Bozulma)

PLGA, Laktid ve glikolid monomerlerinden olusmaktadir. FTIR analizi yapilirken
kopolimere ait olan C=0, C-O, CH3;, CH;, ve C-H gruplar referans alind1 (Tablo 4.4).
Kopolimerin her iki monomerinde de karbonil grubun bulundugundan dolay1 1750 cm™
bolgesinde kuvvetli bir gorildii (Sekil 4.11). ilag yiiklendikce hem Dox’de hem de
Epo’de bulunan hidroksil gruplarindan dolay1 bu pik zayiflamistir. Simetrik ve asimetrik
C-C(=0)-O titresimlerinden kaynaklanan 1300 ve 1150 cm ™ piklerinde de gerilme
vardir. Bu bantlar esterlerin karakterizasyonu i¢in kullamlan bolgelerdir. Her iki ilacinda
yiikledigi nanopartikiillerde bu gerilme zayiflamaktadir. Hidroksil grubundan
kaynaklanan 3600’den baslayip 3000 cm* de son bulunan absorpsiyon bandi Dox
nanopartikilde kaybolmazken Dox+Epo iceren nanopartikilde bu hafif pik kayboldu.
Alifatik C — H, O — H ve N — H esneme titresimlerinin 3000- 2850 cm ! arasinda pik
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verdigi gozlendi. Hig ilag icermeyen PLGA nanopartikiilde bunun alifatik C — H’den
kaynaklanmaktadir. Ancak hem Dox hem de Epo’den gelen O — H ve N — H esneme
pikleri goriildii. Ayrica Dox+Epo iceren nanopartikilde bu hafif pik biraz daha
kuvvetlendi. Bu her iki ilag i¢ceren nanopartikiile de ila¢ yiiklendigini gosterdi. Ciinkii N
— H baglar1 hem Dox’de hem de Epo’de mevcuttur (Sekil 4.15).

4.2.5. Nanopartiktllerin DSC ile Karakterizasyonu

Diferansiyel taramali kalorimetre ordinat skalasinda (y ekseni) sifir noktasindan daha
yukarda bulunan pikler ekzotermik prosesleri, daha asagida olan pikler de endotermik
prosesleri tamimlar. Bu 1s1 degisiklikleri fiziksel veya kimyasal olaylarin bir sonucudur.
Tiim nanopartikiiller i¢in yapilan 6l¢lim sonucunda DSC cihazinin yazilim programinda
To (pikin basladigi sicaklik), T, (pik sicakligi) ve Te (pikin sonlandigi sicaklik)
sicakliklart bulundu (Tablo 4.5). Biitiin nanopartikiillerde endotermik 1s1 akigim ifade
eden pikler gozlendi.  Nanopartiktllerin DSC ile karakterizasyonu sonucunda
nanopartikiillerin icine Dox ve/veya Epo ilaglarinin disperse oldugu pik degerlerinin
farkindan bulundu (Sekil 4.16,17,18,19). Ayrica, ilaglarin camsi gegiskenlik bolgesinde
endotermik piklerin yiiklenen ilaca gore farklilik gosterdi. Hig ilag yiiklenmeyen PLGA
nanopartikilde bu endotermik pik ilag yuklenmeyenlere gore daha diisiik bulundu (Sekil
4.21). Bu degerler ilag yiiklii nanopartikiillerin yiiklii olmayanlara gore sicakliklara karsi

daha dayanikli oldugunu gosterdi.

02

0.0

024

-0.4

Heat Flow (W/g)

06

-0.8

315.23°C

-1.0

B 1do 1ko 200 250 3o ako abo
Exa Up Temperature (°C) Universal V4.54 TA Instrument

Sekil 4.16. Free NP’ne ait DSC diferansiyel termogram.
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Sekil 4.17. Epo NP’ne ait DSC diferansiyel termogram.
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Sekil 4.18. Dox NP’ne ait DSC diferansiyel termogram.
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Sekil 4.19. Dox+Epo NP’ne ait DSC diferansiyel termogram.
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Sekil 4.20. Tiim NP’lere ait DSC diferansiyel termograminin karsilagtirilmasi.

Tablo 4.5. Tim nanopartikiillere ait DSC parametreleri.

Gruplar T, °C T, °C T. °C
Free-NP 40,56 200,57 278,47
Epo-NP 43,16 200,39 271,55
Dox-NP 42,29 210,73 273,76
Dox+Epo-NP 43,67 205,76 277,27
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Sekil 4.21. NP’lere ait DSC termograminda camsi gegiskenlik bolgesinin karsilastirilmasi.

4.2.6. Nanopartikullerin TGA ile Karakterizasyonu

Nanopartikiillerin termal gravimetrik analizi sonucunda bozunma sicaklik (Tq4) degerleri
Olglilmiistiir. Nanopartikiillerin 0°C’den 750°C’ye kadar sicaklik araliklarin bozunma
diyagrami Sekil 4.22 gosterildi. Yiiklenen ilag konsantrasyonlar1 diisiik miktarlarda
oldugu i¢in belirgin bir farklilk goriilmedi. Ancak nanopartikullerin ilk bozunma
sicakliklarindaki kiitle degisim diyagraminda farklilik goriildii (Sekil 4.23). Burada
nanopartikiillerin ila¢ yiiklenmesine bagli olarak 42°C>deki ilk bozunma sicakliginda

ylizde kiitlelerinin birbirinden farkli oldugu bulundu.
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Sekil 4.22. Tim NP’lere ait TGA diyagraminin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.23. Nanopartikiillerin ilk bozunma sicakliklarindaki kiitle degisim diyagram

4.2.7. Nanopartikillerin Enkapsiilasyon Etkinliginin Belirlenmesi

Enkapsiilasyon etkinligi, nanopartikiillerde tutulmus olan madde miktarlar1 ile
nanopartikiil hazirlama asamasinda yiiklenen Dox ve/veya Epo miktarimin birbirine
kiitlesel olarak orantilanmasi ile belirlendi. Dox verim i¢in HPLC cihazi kullamldi. Epo

verim i¢inse LC-MS-QTOF cihazi kullanildi (Tablo 4.6.)
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Tablo 4.6. Tim NP’lere ait enkapsilasyon verimi.

Nanopartikul % Dox % Epo
Free-NP = =
Dox-NP 79,240,69 -
Epo-NP = 83,56 0,78
Dox-Epo-NP 77,8+0,88 82,440,74

Her iki ilag¢ da hidrofobik 6zellikte ilaglar oldugundan dolay1 amfipatik bir molekiil olan
PLGA icerisine yiksek oranda enkapsule edildi.

4.3. Enkapsiile Edilen Ilaclarmn In Vitro Sahmimlarmim Belirlenmesi

Nanopartikiillerde tutulmus olan madde miktarlarinin pH=7,4 ve pH=5,5"da salimmlari
belirle zaman araliklarinda alinan numunelerde belirlendi. Burada pH=7,4 fizyolojik pH
durumunda nanopartikiillerden salimimlarini temsil ettigi icin, pH=5,5"da ise hiicre i¢ine
giren nanopartikiillerin lizozomal pH’daki salinimlarim temsil ettigi igin segildi. Salinan
aktif madde miktarlar1 ilaglarin Sl¢limiine uygun cihazlarda belirlendi. pH=7,4’de Dox
yuklu olan Dox-Np ve Dox+Epo-Np gruplarinda salinimin 1 gln icerisinde %50’sini

hizl1 ve birinci giinden itibaren de yavas oldugu goriildii (Sekil 4.24).

Dox Salimim
100 pH=7,4
£ ) L]
= 75 : ¢ ° :
Z L]
= T I I J
% 50 §§ N I I ? ¢ 1 1
Z #gt mDox-NP
£ 25 -
= Dox-Epo-NP
0 m
0 50 100 150
Zaman (saat)

Sekil 4.24. Zamana kars1 kiimiilatif %Dox salimim pH=7,4de

pH=5,5"da ise Dox yukli olan Dox-Np ve Dox+Epo-Np gruplarinda salinimin 1 saat

icerisinde %50’sini hizl1 ve altinci saatten itibaren de tamaminin salindigi belirlendi

(Sekil 4.25)
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Dox Salinim
pH=5,5
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Sekil 4.25. Zamana kars1 kiimiilatif %Dox saliimu pH=5,5"de

pH=7,4’de Epo yikli olan Epo-Np ve Dox+Epo-Np gruplarinda salinimin 1 giin
icerisinde %50’sini hizli ve birinci giinden itibaren de yavas oldugu goriildii (Sekil
4.24).

Epo Salinim
pH=74
100
] [ L]
L}
g 75 - ]
z :
3 50 EE . 1 & & i S
z .
R
S 25 LY B Epo-NP
IE A Dox-Epo-NP
0=
0 20 40 60 80 100 120 140
Zaman (saat)

Sekil 4.26. Zamana kars1 kiimiilatif %Epo salinimi pH=7,4"de

pH=5,5"da ise Epo yikli olan Epo-Np ve Dox+Epo-Np gruplarinda salinimin 2 saat
icerisinde %75’sini hizli ve on ikinci saatten itibaren de tamamina yakinin salindigi
belirlendi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.27. Zamana kars1 kiimiilatif %Epo salinim pH=5,5"de

Sentezlenen nanopartikiiller normal fizyolojik sartlarda istenildigi gibi ilaci yavas ve
diisik konsantrasyonlarda birakirken, lizozomal pH’da ise hizli ve yiiksek

konsantrasyonlarda biraktig1 belirlendi.
4.4. Nanopartikiillerin Sitotoksik Etkinliginin Belirlenmesi

Asagidaki tiim deney gruplarinda sitotoksisite deneyleri gergeklestirildi. inkiibasyonlar

24 saat sonunda sonlandirildi.

Normal HUVEC ve Meme kanseri (MCF-7) hiicreleri i¢in deney gruplari;
Kontrol

Serbest Dox

Serbest Epo

Serbest Dox+serbest Epo

Doxil (ticari, doksorubisin ilacin igeren lipozom nanopartikiil)
PLGA-Np (ilag icermeyen nanopartikiil)

Epo-Np(PLGA Nanopartikiile enkapsiile edilen Epo)

Dox-Np (PLGA Nanopartikdile enkapsile edilen Dox)

© ©® N o o B~ w D PE

Dox-Epo-Np (PLGA Nanopartikule enkapsile edilen Dox+Epo)
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4.4.1. XTT Sitotoksisite Analizi

Tiim deney gruplarinda ICsg degerinin belirlenirken GraphPad Prism 5 programi

kullanildi. Doz-inhibisyon ¢oklu egim denklemi kullanilarak ICsp degerleri bulundu.

HUVEC hucrelerinde Dox’in ICs degerinin belirlenmesi:
HUVEC hucrelerinde Dox’in doz ¢aligmasi yapilirken 0,5-500 pg/ml arasinda ¢ozeltiler

hazirlandi ve bu dozlara karsilik olarak inhibisyon degerleri alinarak Hill denklemine fit
edildi (Sekil 4.28). HUVEC hiicresinde Dox igin ICsy degeri 3,924 pg/ml bulundu
(Tablo 4.7). Tez galismas1 boyunca HUVEC hiicresine ait 1Csp degeri H-1Cso olarak

ifade edildi.
DOX HUVEC
24 Saat
100-
|
(=]
@
I
£ o
=
[ ]
u | | | 1
0.0 0.5 1.0 1.5

DOX Log Konsantrasyon

2.0

Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10*(LoglIC50-X)*HillSlope))

Sekil 4.28. HUVEC hiicrelerinde Dox’nin 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

Tablo 4.7. HUVEC hucrelerinde Dox’in 24 saatlik H-ICso degeri.

log(inhibitor) vs. response — Variable slope
(four parameters)

Best-fit values

Bottom 20,28
Top 86,40
LogIC50 0,5937
HillSlope -4,334
IC50 3,924 pg/ml
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MCEF-7 hicrelerinde Dox’in ICsy degerinin belirlenmesi:

MCF-7 hucrelerinde Dox’in doz ¢alismasi yapilirken 0,5-500 pg/ml arasinda ¢ozeltiler
hazirland1 ve bu dozlara karsilik olarak inhibisyon degerleri alinarak Hill denklemine fit
edildi (Sekil 4.29). MCF-7 hiicresinde Dox icin ICsp degeri 1,328 pg/ml bulundu (Tablo
4.8). Tez ¢alismas1 boyunca MCF-7 hucresine ait ICso degeri M-1Cso olarak ifade

edildi.

DOX MCF-7
24 Saat
1004

[
[=]
o
4
£ o
=

0 . T :

0.0 0.5 1.0 15

DOX Log Konsantrasyon
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10*((LoglC50-X)*HillSlope))

Sekil 4.29. MCF-7 hiicrelerinde Dox’nin 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

Tablo 4.8. MCF-7 hiicrelerinde Dox’nin 24 saatlik M-1Cs, degeri.

log(inhibitor) vs. response — Variable
slope (four parameters)
Best-fit values

Bottom ~-55396
Top 110,2
LoglC50 ~7,120
HillSlope ~-0,5047
IC50 1,328 pg/ml
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HUVEC hucrelerinde Epo’in ICsp degerinin belirlenmesi:
HUVEC hiicrelerinde Epo’in doz galismasi yapilirken 0,5-1000 ng/ml arasinda ¢ozeltiler

hazirlandi ve bu dozlara karsilik olarak inhibisyon degerleri alinarak Hill denklemine fit

edildi (Sekil 4.30). HUVEC hiicresinde Epo ic¢in H-ICso degeri 26,93 ng/ml bulundu

(Tablo 4.9).

% Iinhibisyon

Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10"({LoglC50-X)*HillSlope))

Sekil 4.30. HUVEC hicrelerinde Epo’in 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

Tablo 4.9. HUVEC hiicrelerinde Epo’in 24 saatlik H-IC5q degeri.

EPO HUVEC
24 Saat
1uu~:
50
u | | T 1
0 1 2 3

EPO Log Konsantrasyon

log(inhibitor) vs. response —
Variable slope (four parameters)

Best-fit values

Bottom 73,40
Top 101,4
LogIC50 1,430
HillSlope -0,9624
IC50 26,93 ng/ml
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MCF-7 hucrelerinde Epo’in ICsg degerinin belirlenmesi:
MCEF-7 hicrelerinde Epo’in doz ¢alismasi yapilirken 0,5-1000 ng/ml arasinda ¢ozeltiler
hazirlandi ve bu dozlara karsilik olarak inhibisyon degerleri alinarak Hill denklemine fit

edildi (Sekil 4.31). MCF-7 hucresinde Epo icin M-1Csp degeri 22,20 ng/ml bulundu
(Tablo 4.10).

EPO MCF-7
24 Saat
1004
[
[=]
o
S
f 50-
8
D 1 I I 1
0 1 2 3 4

EPO Log Konsantrasyon
Y=Bottom + (Top-Bottom)/{1+10"(LoglC50-X)*Hillslope))

Sekil 4.31. MCF-7 hiicrelerinde Epo’in 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

Tablo 4.10. MCF-7 hucrelerinde Epo’in 24 saatlik M-1Csy degeri.

log(inhibitor) vs. response — Variable
slope (four parameters)
Best-fit values

Bottom 50,65
Top 102,3
LogIC50 1,346
HillSlope -1,515
IC50 22,20 ng/ml
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HUVEC hucrelerinde Doxil’in 1Cso degerinin belirlenmesi:

HUVEC hicrelerinde sentezlenen nanopartikiiler ile ticari olarak satilan Doxil’in

karsilastirildi. Doxil’in doz ¢alismasi yapilirken 1-1000 pg/ml arasinda c¢ozeltiler

hazirlandi1 ve bu dozlara karsilik olarak inhibisyon degerleri alinarak Hill denklemine fit

edildi (Sekil 4.32). HUVEC hicresinde Doxil icin H-ICsp degeri 114,3 pg/ml bulundu

(Tablo 4.11).

DOXIL HUVEC
24 Saat
1004
5 pe 3—§
s |
e
E 50
2
u 1 1 1 1
0 1 2 3 4

DOXIL Log Konsantrasyon

Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10"(LoglC50-X)*HillSlope))

Sekil 4.32. HUVEC

hiicrelerinde Doxil’in 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

Tablo 4.11. HUVEC hiicrelerinde Doxil’in 24 saatlik H-IC5, degeri.

log(inhibitor) vs. response — Variable
slope (four parameters)

Best-fit values

Bottom 10,20
Top 85,50
LoglIC50 2,058
HillSlope -6,008
IC50 114,3 pg/ml
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MCEF-7 hucrelerinde Doxil’in 1Cso degerinin belirlenmesi:

MCF-7 hicrelerinde sentezlenen nanopartikiiler ile ticari olarak satilan Doxil’in
karsilastirildi. Doxil’in doz ¢alismasi yapilirken 1-1000 pg/ml arasinda c¢ozeltiler
hazirland1 ve bu dozlara karsilik olarak inhibisyon degerleri alinarak Hill denklemine fit

edildi (Sekil 4.33). MCF-7 hiicresinde Doxil i¢cin M-ICsy degeri 144,8 pg/ml bulundu
(Tablo 4.12).

DOXIL MCF-7
24 Saat

% Inhibisyon

u I I 1 1
0 1 2 3 4

DOXIL Log Konsantrasyon
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10*(LoglC50-X)*Hillslope))

Sekil 4.33. MCF-7 hiicrelerinde Doxil’nin 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

Tablo 4.12. MCF-7 hicrelerinde Doxil’nin 24 saatlik M-ICs, degeri.

log(inhibitor) vs. response -- Variable
slope (four parameters)
Best-fit values

Bottom 28,41
Top 110,5
LogIC50 2,161
HillSlope -1,000
IC50 144,8ug/ml
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HUVEC hucrelerinde Free (PLGA) nanopartikilin ICsy degerinin belirlenmesi:

HUVEC hicrelerinde sentezlenen hicbir ila¢ yikli olmayan PLGA nanopartikiiler PBS
ile ¢6zuldi, son konsantrasyonu 10 mg/ml oldu ve seyreltme islemi hiicre medyumu ile
yapildi. Free-Np’niin doz ¢alismas1 yapilirken 100-5000 pg/ml arasinda ¢ozeltiler
hazirlandi ve bu dozlara karsilik olarak inhibisyon degerleri alinarak Hill denklemine fit

edildi (Sekil 4.34). HUVEC hiicresinde Free-Np i¢in H-1Csp degeri 4279 pg/ml bulundu
(Tablo 4.13).

FREE-NP-HUVEC
24 Saat
100+ . s .3

5 '
2
£ w0
R

u 1 1 1 | 1

0 1 2 3 4 5

FREE-NP Log Konsantrasyon
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10{(LoglC50-X)*HillSlope))

Sekil 4.34. HUVEC hicrelerinde Free (PLGA)-Np’nin 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

Tablo 4.13. HUVEC hicrelerinde Free (PLGA)-Np’niin 24 saatlik H-1Cs, degeri.

log(inhibitor) vs. response -- Variable
slope (four parameters)
Best-fit values

Bottom 79,96
Top 98,15
LogIC50 3,631
HillSlope 7,201
IC50 4279ug/ml
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MCEF-7 hucrelerinde Free (PLGA) nanopartikiliin 1Csy degerinin belirlenmesi:

MCF-7 hiicrelerinde sentezlenen higbir ila¢c yukli olmayan PLGA nanopartikiiler PBS
ile ¢6zuldu, son konsantrasyonu 10 mg/ml oldu ve seyreltme islemi hiicre medyumu ile
yapildi. Free-Np’niin doz ¢alismast yapilirken 100-5000 pg/ml arasinda ¢ozeltiler
hazirlandi ve bu dozlara karsilik olarak inhibisyon degerleri alinarak Hill denklemine fit

edildi (Sekil 4.35). MCF-7 hicresinde Free-Np icin M-ICsy degeri 2015 pg/ml bulundu
(Tablo 4.14).

FREE-NP-MCF-7
24 Saat
100- Iﬂi
c
[=]
7y
a
E 50
2
u | | | 1
0 1 2 3 4

FREE-NP Log Konsantrasyon
Y¥=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10{(LogIC50-X)*HillSlope))

Sekil 4.35. MCF-7 hiicrelerinde Free (PLGA)-Np’niin 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

Tablo 4.14. MCF-7 hucrelerinde Free (PLGA)-Np’niin 24 saatlik M-ICs, degeri.

log(inhibitor) vs. response -- Variable
slope (four parameters)
Best-fit values

Bottom -14871
Top 99,59
LogIC50 9,300
HillSlope -0,5305
IC50 2015 pg/ml
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HUVEC hucrelerinde Epo nanopartikiliin 1Csy degerinin belirlenmesi:

HUVEC hicrelerinde sentezlenen Epo nanopartikiler PBS ile c¢ozuldid, son
konsantrasyonu 10 mg/ml oldu ve seyreltme islemi hiicre medyumu ile yapildi. Epo-
Np’nun doz ¢aliymast yapilirken 100-5000 pg/ml arasinda ¢ozeltiler hazirland1 ve bu
dozlara karsilik olarak inhibisyon degerleri alinarak Hill denklemine fit edildi (Sekil
4.36). HUVEC hucresinde Epo-Np i¢in H-1Cso degeri 2547 pg/ml bulundu (Tablo 4.15).

EPO-NP-HUVEC

24 Saat
100 . -
[
[=]
-
o
a
= 50-
=R
u T T | 1
0 1 2 3 4

EPO-NP Log Konsantrasyon
Y=Bottom + (Top-Bottom)/{1+104(LoglC50-X)*Hillslope))

Sekil 4.36. HUVEC hicrelerinde Epo-Np’niin 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

Tablo 4.15. HUVEC hucrelerinde Epo-Np’niin 24 saatlik H-1Csy degeri.

log(inhibitor) vs. response — Variable
slope (four parameters)
Best-fit values

Bottom 40,94
Top 99,93
LogIC50 3,406
HillSlope -2,754
IC50 2547 pg/ml

82



MCEF-7 hicrelerinde Epo nanopartikilin ICsy degerinin belirlenmesi:

MCF-7 hucrelerinde sentezlenen Epo nanopartikiler PBS ile ¢6zildd, son
konsantrasyonu 10 mg/ml oldu ve seyreltme islemi hiicre medyumu ile yapildi. Epo-
Np’nun doz ¢aligmast yapilirken 100-5000 pg/ml arasinda ¢ozeltiler hazirlandi ve bu
dozlara karsilik olarak inhibisyon degerleri alinarak Hill denklemine fit edildi (Sekil
4.37). MCF-7 hiicresinde Epo-Np icin M-I1Csy degeri 1558 pg/ml bulundu (Tablo 4.16).

EPO-NP-MCF-7
24 Saat
100 .
[
[=]
@
e
E 50-
2
u | | | 1
0 1 2 3 4

EPO-NP Log Konsantrasyon
Y=Bottom + (Top-Bottom)/{(1+104(LoglC50-X)*HillSlope))

Sekil 4.37. MCF-7 hiicrelerinde Epo-Np’nin 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

Tablo 4.16. MCF-7 hucrelerinde Epo-Np’niin 24 saatlik M-1Cs, degeri.

log(inhibitor) vs. response — Variable
slope (four parameters)
Best-fit values

Bottom -294226
Top 96,57
LogIC50 7,190
HillSlope -1,071
IC50 1558 pg/mi
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HUVEC hucrelerinde Dox nanopartikilin 1Csy degerinin belirlenmesi:

HUVEC hicrelerinde sentezlenen Dox nanopartikiller PBS ile c¢o6zildu, son
konsantrasyonu 10 mg/ml oldu ve seyreltme islemi hiicre medyumu ile yapildi. Dox-
Np’nun doz ¢aligmasi yapilirken 100-5000 pg/ml arasinda ¢ozeltiler hazirland1 ve bu
dozlara karsilik olarak inhibisyon degerleri alinarak Hill denklemine fit edildi (Sekil
4.38). HUVEC hucresinde Dox-Np igin H-1Csp degeri 1804 pg/ml bulundu (Tablo 4.17).

DOX-NP-HUVEC

24 Saat
100 - I !

c I
[=]
: L
=
E 50
2

u | | T 1

0 1 2 3 4

DOX-NP Log Konsantrasyon
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10*(LoglC50-X)*Hillslope))

Sekil 4.38. HUVEC hiicrelerinde Dox-Np’niin 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

Tablo 4.17. HUVEC hiicrelerinde Dox-Np’niin 24 saatlik H-IC sy degeri.

log(inhibitor) vs. response — Variable
slope (four parameters)
Best-fit values

Bottom 68,44
Top 100,9
LogIC50 3,256
HillSlope -5,463
IC50 1804 pg/ml
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MCF-7 hucrelerinde Dox Nanopartikuliin ICsy degerinin belirlenmesi:

MCF-7 hucrelerinde sentezlenen Dox nanopartikiler PBS ile ¢6zildd, son
konsantrasyonu 10 mg/ml oldu ve seyreltme islemi hiicre medyumu ile yapildi. Dox-
Np’niin doz ¢aligmasi yapilirken 100-5000 pg/ml arasinda ¢ozeltiler hazirlandi ve bu
dozlara karsilik olarak inhibisyon degerleri alinarak Hill denklemine fit edildi (Sekil
4.39). MCF-7 hucresinde Dox-Np i¢in M-1Csq degeri 1423 pg/ml bulundu (Tablo 4.18).

DOX-NP MCF-7
24 Saat
100 .
[ ]
5
@
=
E 50
=R
u | T | 1
0 1 2 3 4

DOX-NP Log Konsantrasyon
Y=Bottom + (Top-Bottom)/{1+10%(LoglC50-X)*Hillslope))

Sekil 4.39. MCF-7 hiicrelerinde Dox-Np’niin 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

Tablo 4.18. MCF-7 hiicrelerinde Dox-Np’niin 24 saatlik M-ICs, degeri.

log(inhibitor) vs. response — Variable slope
(four parameters)
Best-fit values

Bottom 44,31
Top 97,66
LogIC50 3,153
HillSlope -2,375
IC50 1423 pg/ml
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HUVEC hucrelerinde Dox+Epo Nanopartikuliin 1Csy degerinin belirlenmesi:
HUVEC hicrelerinde sentezlenen Dox ve Epo iceren nanopartikiler PBS ile ¢ozuldu,
son konsantrasyonu 10 mg/ml oldu ve seyreltme islemi hiicre medyumu ile yapildi.
Dox+Epo-Np’niin  doz c¢alismas: yapilirken 100-5000 pg/ml arasinda ¢ozeltiler
hazirlandi ve bu dozlara karsilik olarak inhibisyon degerleri alinarak Hill denklemine fit
edildi (Sekil 4.40). HUVEC hiicresinde Dox+Epo-Np icin H-ICsp degeri 1695 pg/ml
bulundu (Tablo 4.19).

DOX-EPO-NP-HUVEC
24 Saat
100+ = 3
c
[=]
o
a
E 50
=
n T | | 1
0 1 2 3 4

DOX-EPO-NP Log Konsantrasyon
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10{{Logl|C50-X)*HillSlope))

Sekil 4.40. HUVEC hucrelerinde Dox+Epo-Np’niin 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

Tablo 4.19. HUVEC hiicrelerinde Dox+Epo-Np’niin 24 saatlik M-1Cs, degeri.

log(inhibitor) vs. response — Variable slope
(four parameters)
Best-fit values

Bottom 58,66
Top 101,8
LogIC50 3,229
HillSlope -4,383
IC50 1695 pg/ml
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MCEF-7 hucrelerinde Dox+Epo Nanopartikuliin 1Csy degerinin belirlenmesi:

MCF-7 hucrelerinde sentezlenen Dox ve Epo iceren nanopartikiiler PBS ile ¢ozildi, son
konsantrasyonu 10 mg/ml oldu ve seyreltme islemi hiicre medyumu ile yapildi.
Dox+Epo-Np’niin  doz ¢alismast yapilirken 100-5000 pg/ml arasinda ¢ozeltiler
hazirlandi ve bu dozlara karsilik olarak inhibisyon degerleri alinarak Hill denklemine fit
edildi (Sekil 4.41). MCF-7 hicresinde Dox+Epo-Np i¢in M-ICsy degeri 233,3 pg/ml
bulundu (Tablo 4.20).

DOX-EPO-NP MCF-7

24 Saat
100+
C
=]
=
b
-
< 50-
S
n 1 I I 1
0 1 2 3 4

DOX-EPO-NP Log Konsantrasyon
¥=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10{{LogIC50-X)*HillSlope))

Sekil 4.41. MCF-7 hicrelerinde Dox+Epo-Np’niin 24 saatlik canlilik inhibisyonu.

Tablo 4.20. MCF-7 hucrelerinde Dox+Epo-Np’niin 24 saatlik M-1Cs, degeri.

log(inhibitor) vs. response — Variable slope
(four parameters)
Best-fit values

Bottom 47,89
Top 105,3
LogIC50 2,368
HillSlope -0,6085
IC50 233,3 pg/ml
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Kombinasyon Indeksin (CI) Hesaplanmasi: Dox ve Epo’in kombine uygulanmalari
degisen oranlarda ancak sabit konsantrasyonda gerceklestirildi. Degisik oranlarda
kombinasyonlarin HUVEC ve MCF-7 hicrelerinde 24 saat muamelesi sonucu bulunan
sitotoksisite ytzdeleri, Graphpad Prism programina girilerek CI hesaplandi.
Kombinasyonlar sonucunda sinerjistik etki bulundu. Belirlenen sinerjistik etkilerine gére
HUVEC igin; Dox 2 pg/ml +20 ng/ml ve MCF-7 igin; Dox 1 pg/ml +15 ng/ml

kombinasyonu hiicrelere uygulanacak degerler olarak secildi (Tablo 4.21).

HUVEC ve MCF-7 hiicrelerinde tiim gruplarin 24 saatlik 1Cso degerleri toplu halde
verildi (Tablo 4.21). Amacimiz normal hiicrelere zarar vermeyen ancak meme kanseri
hiicrelerini apoptozise ugratmak oldugundan dolay1 bu degerlerden MCF-7 hucreleri icin
hesaplanan 1Csp (M-ICsp) degerleri bundan sonra yapilacak olan hiicre kiiltiirii
deneylerinde kullanilan dozlar oldu. Bu sebeple uygulanacak dozlar MCF-7 hucreleri

icin toksik olurken normal HUVEC hiicreleri i¢in toksik olmayacaktir.

Tablo 4.21. HUVEC ve MCF-7 hiicrelerinde tiim gruplarin 24 saatlik ICsq degerleri

DOX
. FREE EPO DOX DOX+
DOX EPO pug/ml+  DOXIL
ICso NP NP NP EPO NP
pg/mi ng/ml EPO pg/mi
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
ng/ml
DOX=2
HUVEC
3,924 26,93 + 1143 4279 2547 1804 1695
(H-1Cs0)
EPO=20
DOX=1
MCEF-7
1,328 22,20 + 144.8 2015 1558 1423 2333
(M-ICs)
EPO=15

HUVEC hucrelerine ait 1Csp degeri ile hiicre morfolojisinin degerlendirilmesi:

Bu tezde HUVEC hiicrelerine ait 1Csg (H-ICs0) degerlerinin etkilerini kontrol grubu ile
morfolojik olarak karsilastirildi. inkiibasyonlar 24 saatlik olup mikroskop gorintileri 4X
biiylitmeyle alindi. Hiicrelerin ila¢g uygulanan gruplarinda sitotoksisite sonuglariyla

uyumlu olarak hiicre sayilarinin azaldigi ve apoptotik pargaciklarin olustugu
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gortlmektedir (Sekil 4.42,43,44,45,46,47,48,49,50). HUVEC hiicre gruplarinin
fotograflar: timu Sekil 4. 60°da gosterildi.

Sekil 4.42. HUVEC hucrelerinin kontrol grubunun morfolojisi.

Sekil 4.43. HUVEC hiicrelerinin H-1Csq 3,924 pg/ml Dox grubunun morfolojisi.
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Sekil 4.45. HUVEC hicrelerinin H-1Cso 2 pg/ml Dox grubunun morfolojisi.
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Sekil 4.47. HUVEC hucrelerinin H-1Cso 4279 pg/ml Free-Np grubunun morfolojisi.
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Sekil 4.48. HUVEC hicrelerinin H-1Csy 2547 pg/ml Epo-Np grubunun morfolojisi.

Sekil 4.49. HUVEC hiicrelerinin H-1Cs 1804 pg/ml Dox -Np grubunun morfolojisi.
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Sekil 4.50. HUVEC hiicrelerinin H-1Csg 1695 pg/ml Dox+Epo-Np grubunun morfolojisi.

MCEF-7 hicrelerinin ICsy degeri ile hiicre morfolojisinin degerlendirilmesi:

Bu tezde MCF-7 hicrelerine ait 1Csy (M-1Csp)degerlerinin etkilerini kontrol grubu ile
morfolojik olarak karsilastirildi. Inkiibasyonlar 24 saatlik olup mikroskop gorintiileri 4X
biiylitmeyle alindi. Hiicre gruplarinin fotograflar1 Sekil 4.51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
59’da gosterildi. MCF-7 hiicre gruplarinin fotograflari tiimii Sekil 4. 61°da gosterildi.

Sekil 4.51. MCF-7 hiicrelerinin kontrol grubunun morfolojisi.

93



Sekil 4.53. MCF-7 hiicrelerinin M-ICsy 22,20 ng/ml Epo grubunun morfolojisi.
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Sekil 4.55. MCF-7 hicrelerinin M-ICsy 144,8 pg/ml Doxil grubunun morfolojisi.
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Sekil 4.56. MCF-7 hiicrelerinin M-ICsy 2015 pg/ml Free-Np grubunun morfolojisi.

Sekil 4.57. MCF-7 hiicrelerinin M-ICsp 1558 pg/ml Epo-Np grubunun morfolojisi.
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Sekil 4.59. MCF-7 hiicrelerinin M-ICsy 233,3 pg/ml Dox+Epo-Np grubunun morfolojisi.
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Sekil 4.61. MCF-7 hiicrelerinin M-ICsy dozlari uygulanmig tiim gruplarin morfolojisi.
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4.5. Nanopartikutllerin Apoptozise ve Apoptotik Yolaklara Etkilerinin Belirlenmesi
4.5.1 Hiicre icine Ahman DOX Miktarinin Belirlenmesi

Hiicre i¢ine alinan Dox’in floresans 6zelliginden yararlanarak belirlendi. Dox igeren tiim
gruplarda MCF-7 hiicreleri i¢ine giren Dox miktart HUVEC hiicrelerine gore daha fazla
oldugu bulundu. Ticari lipozomal Doxil’in ise sentezlenen polimerik nanopartikiillere
gore daha fazla Dox igerdigi bulundu (p<0,01). Ancak Dox ve Epo iceren nanopartikl
grubunda HUVEC’lere gére MCF-7 hucrelerinden 2,5 kat kadar az Dox girdigi bulundu
(p<0,01) (Sekil 4.62). Ayrica HUVEC’lerde serbest Dox ve/veya Epo igeren gruplarda
da Dox+Epo-Np grubuna gore daha fazla Dox girdigi istatistiksel olarak anlaml
bulundu (p<0,001).

Hiicre ici DOX Miktar1
4000 - EHUVEC

3500 - #MCF-7
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -
1000 - i i
500 -
0 - T T

Dox D+E Doxil D-NP D+E-NP

Floresans Siddeti/Hiicre Sayisi

Sekil 4.62. HUVEC ve MCF-7de hiicre igine alinan Dox miktarinin belirlenmesi.

4.5.2. Proteozom Inhibisyonunun Belirlenmesi

HUVEC ve MCF-7 hicrelerinin proteozom aktivitesinin doz bagimli olup olmadigin
belirlemek i¢in Epo’in 100 ng/ml, 500 ng/ml ve 750 ng/ml’lik konsantrasyonlarinda
proteozom aktivitesi belirlendi (Sekil 4.63 ve Sekil 4.64). Epo’in 100 ng/ml’lik
konsantrasyonu HUVEC’lerde aktivitede %23’lik inhibisyon yaparken MCF-7’lerde
%45°1ik bir inhibisyon gergeklesti (p<<0,001).
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Doz Bagimh % inhibisyon
120 - HUVEC
100 -
E 80 -
ﬁ 60 -
ae 40 T
20 -
I
0 T T T 1
Kontrol EPO 100 ng/ml  EPO 500 ng/ml EPO 750 ng/ml
Sekil 4.63. HUVEC lerin doz bagimli proteozom aktivitesi.
120 - Doz Bagimh % inhibisyon
MCEFE-7
100 -
E 80
ﬁ 60 -
52 40 B
20 -
I
0 T T T 1
Kontrol EPO 100 ng/ml  EPO 500ng/ml  EPO 750 ng/ml

Sekil 4.64. MCF-7 hiicrelerinin doz bagimli proteozom aktivitesi.

HUVEC’lerin ve MCF-7 hucrelerinin MCF-7 hiicrelerine ait olan M-1Csp dozlan ile
yapilan inkiibasyondan sonra proteozom aktivitesi Ol¢lldi. Inhibisyon hig ilag
uygulanmayan kontrol grubuna oranlanarak verildi. HUVEC’lerde Epo igeren gruplarda
anlamli bir inhibisyon goriildii (p<0,05) (Sekil 4.65). Ancak bu inhibisyon %10
seviyelerindedir. Epo icermeyen gruplarda proteozom inhibisyonu goérilmedi. Epo-Np
ve Dox+Epo-Np gruplarinda proteozom inhibisyonunun goriilmesi nanopartikiil

icerisine Epo’in enkapsiile edildigini gdsterdi (p<0,05).
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Sekil 4.65. HUVEC’lerin M-ICsy dozlar ile yapilan inkiibasyondan sonra proteozom aktivitesi.

MCF-7 hiicrelerinde Epo iceren gruplarda anlamli bir inhibisyon goriildii (p<0,001)
(Sekil 4.66). Inhibisyon orami %30-35 seviyelerinde oldugu belirlendi. Epo-Np ve
Dox+Epo-Np gruplarinda proteozom inhibisyonunun goérilmesi nanopartikil igerisine
Epo’in enkapsiile edildigini gosterdi (p<0,05). Ilging bir sekilde Dox-Np grubunda
proteozom aktivitesinin arttigi belirlendi. Bu sonug¢ oliime giden kanser hiicrelerinde,
ila¢ direnci mekanizmalarini aktive etmek i¢in yeni proteinlere ihtiya¢ duydugu teorisini
destekledi. Bu yiizden kombine kemoterapi uygulamalarinda proteozomlarin

hedeflenmesi stratejisinin 6nemi goruldi (p<0,001).
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Sekil 4.66. MCF-7’lerin M-1Cs dozlar ile yapilan inkiibasyondan sonra proteozom aktivitesi.

MCF-7 hiicresine ait M-ICsp dozlar1 ile yapilan inkiibasyondan sonra her iki hiicre
hattinin proteozom inhibisyonu karsilastirildi (Sekil 4.67). Istatistiksel olarak Epo-Np ve
Dox-Epo-Np  gruplarindaki  proteozom  inhibisyonunun MCF-7  hicrelerinde
HUVEC’lere gore daha fazla oldugu bulundu (p<0,001). Bu sonuglar sitotoksisite

verileriyle de uyumludur.

HUVEC ve MCF-7 EHUVEC &@MCF-7
140 -

120 +

100 4 g=a

PROTEOZOM AKTIVITE
% Kontrol
i
|

20 4

Sekil 4.67. iki hiicre hattinin proteozom inhibisyonunun karsilastiriimas.
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4.5.3. Hiicre I¢ci ROS Miktarmin Belirlenmesi

MCF-7 hiicresine ait M-ICsp dozlar1 ile yapilan inkiibasyondan sonra her iki hiicre
hattinda da ROS miktar1 6l¢iildii. Free-NP grubunda her iki hiicre hatt1 i¢inde oksidatif
hasara neden olmadig1 bulundu. Ancak tiim ilag igeren gruplarda ROS miktarinda her iki
hiicre hatt1 i¢inde artiglar gozlendi (p<0,001). Her iki ilag da direkt olmasa da dolayli
yoldan oksidatif hasara neden olabilmektedir. Epo-Np, Dox-Np ve Dox+Epo-Np
gruplarindaki ROS miktart HUVEC’lere MCF-7 hiicrelerinde daha fazla oldugu bulundu
(p<0,001) (Sekil 4.68). Bu sonugla hucrelerin kombine strateji ile htcrelerin redoks

dengesinin bozuldugu ve apoptotik yolaklarin aktive oldugu belirlendi.

Hiicre ici ROS Miktar:
WHUVEC @MCF-7
250 ~
_ 200 -
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2
7.2}
w 150 -
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8 100 -
=
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° 50 -
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> & o ol > {
« & & N o a

Sekil 4.68. iki hiicre hattinda olusan ROS miktarinin karsilastiriimast.

4.5.4. Sitozolik NF-kB Miktarmin Belirlenmesi

NF-«B hiicrede hayatta kalma mekanizmalarinin uyarilmasi agisindan kritik bir 6neme
sahip olan bir proteindir. Normalde sitozolde bulunan bu protein kanserde apoptozisten
kagis siireglerinde rol alan 150°den fazla geni regule edebilmek icin ¢ekirdege dogru
gecer ve aktive olur. Bu yizden NF-kB’nin sitozolde bloke olarak apoptozisten kagisin
inhibe olmasi gerekmektedir. Doktora Tez ¢alismasinda her iki hiicre hattinda ve tim

gruplarda sitozolik NF-kB miktar1 belirlendi. NF-kB miktarinin belirlenebilmesi igin
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standart grafik olusturuldu (Sekil 4.69). Bu grafikten yararlanarak hticrelerde gruplara
gore sitozolik NF-kB miktar1 belirlendi.

3,00 -
NF-kB Standart
2.50 -
2.00 -
= 120 y =-1E-07%? +0,0011x + 0,0759
R2=0,9971
1,00 -
0,50 -
0.00 T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000
NF-KB (pg/ml)

Sekil 4.69. NF-kB standart grafigi.

MCF-7 hucresine ait M-ICsyp dozlan ile yapilan inkiibasyondan sonra her iki hiicre
hattinda da NF-xB miktar1 6l¢iildii. HUVEC lerde sadece serbest Epo grubunda sitozolik
NF-kB miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis goriildi (p<0,001). Diger
gruplarda NF-«xB aktivasyonu gorulmedi (Sekil 4.70).

NF-xB SITOZOL

350 - HUVEC

300 -

Ezso

=11 -

2200

2 150 -

2

Z 100 -

IR ERERR N}
0 1 T T T T T T T T

> 4 o " N NS N N

A R & &

Sekil 4.70. HUVEC lerde tiim gruplarin sitozolik NF-kB miktari.
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MCEF-7 hiicrelerinde NF-kB ekspresyonunun ¢ok fazla oldugu bilinmektedir. Epo igeren
tim gruplarda sitozolik NF-kB miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gorildii
(p<0,001). Hem Epo-Np hem de Dox+Epo-Np gruplarinda NF-kB miktarindaki artig
nanopartikiillerin igeriye girdigini ve proteozom inhibisyonu yaparak NF-kB’nin
inhibitori olan Ik-Ba’nin degredasyonunu Onleyerek NF-kB’nin sitozolde kalmasini
sagladi. Boylelikle kanser hiicrelerinin hayatta kalma mekanizmalari inhibe edilmis
oldu. Doxil igeren grupta ise ciddi bir NF-kB aktivasyonu gerceklesti. Ayrica serbest
halde verilen Dox ve Epo’in kombine uygulamasinin kanser hiicrelerini 6ldiirme

acisindan 6nemli oldugu goriildii (p<0,001) (Sekil 4.71).
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Sekil 4.71. MCF-7 hicrelerinde tiim gruplarin NF-KB miktari.

4.5.5. Flow Sitometri ile Apoptozis Belirlenmesi

HUVEC ve MCF-7 hiicrelerinde, MCF-7 hicrelerine ait olan M-ICsy dozlari ile yapilan
6 saatlik inkiibasyon sonrasinda flow sitometrik yontem kullanilarak, Anneksin V-PE ile
apoptotik hucreler ve 7-AAD ile de 6li hiicreler boyandi. Floresans siddetine gore
HUVEC ve MCF-7 hiicreleri ikili boyamaya gore analiz edildi. Apoptotik indeks (AI),
daha 6nceki ¢alismalarda yapildigr gibi (Kucuksayan ve ark., 2013; Kucuksayan ve ark.,
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2014) her grup igin farkl floresans siddet bolgeleri segilerek bes bolgede sayim yapildi

ve asagidaki formiile gore her grubun Apoptotik Iindeksi yiizde (%) olarak hesaplandi.

Al (%) = (Anneksin V-PE ve 7-AAD ile pozitif boyanan hiicre sayisi / Total hiicre

say1s1)x100

HUVEC’lerde serbest halde verilen Dox ve/veya Epo hiicreleri apoptozise ugratarak

oldiirdiigii goriilmektedir (Sekil 4.72). Ancak nanopartikul ile kapsule edilen gruplarda

apoptozisin istatistiksel olarak azaldig1 goriilmektedir (p<0,01). Ozellikle Dox+Epo-Np

grubunda apoptotik indeks kontrol grubuyla ayni seviyeye diismektedir (Sekil 4.73).

Boylelikle nanopartikiil ile kombine uygulama normal hiicreleri apoptozisten kagirarak

canli kalmasini sagladi (Sekil 4.74).
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Sekil 4.72. HUVEC lerin serbest ilaglar ile flow sitometri analiz gortntuleri.

106



VIABILITY

VIABILITY

Kontrol

APOPTOSIS PROFILE

4
< Dead Late Apop./Dead
1224 % 0.00 %
3. L]
2.
—H
0.00 %
| Early Apop.
3 - i
Live ANNEXIN V Apopotic
E go—NP
APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead
0.00 % 1.80 %
'_
87.75% 10.46 %
Live el Early Apop.
0 AN C - T
Live ANNEXIN V Apoptotic

VIABILITY

VIABILITY

Doxil
4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead
0.78 % : 3.80 %
3. L 4
2
.7
1
55.22 % ¢ 40.20 %
o [Live™ __ Early Apop.
0 R 4
Live ANNEXIN V Apoptotic
Dox-NP
4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead
218 % ) 8.64 %
3 [ ]
24
@*—
0.70 %
Early Apop.
2 B
Live ANNEXIN V Apoptotic

VIABILITY

VIABILITY

Free-NP

APOPTOSIS PROFILE

4
-Dead
0.70 %

Late Apop./Dead
2.70 %

*—

0.20 %
Early Apop.

1 2 3 4

ANNEXIN V Apoptotc

Dox+Epo-NP

APOPTOSIS PROFILE

Late Apop./Dead
2.76 %

Live

0.03 %

Early Apop.

3 4
Apoptotic

ANNEXIN V

Sekil 4.73. HUVEC lerin nanopartikuller ile flow sitometri analiz géruntileri.
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Sekil 4.74. HUVEC lerin flow sitometri apoptotik indeks yiizdeleri.
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MCF-7 hiicrelerinde serbest halde verilen Dox ve/veya Epo hiicreleri yliksek bir oranda
apoptozise ugratarak oldirdigii goriilmektedir (Sekil 4.75). Ancak nanopartikil ile
kapsule edilen gruplarda apoptozisin serbest ilag gruplara gore istatistiksel olarak
azaldig1 gorilmektedir (p<0,01). Ancak 0Ozellikle Dox+Epo-Np grubunda apoptotik
indeks serbest Dox ve Epo kombine grubuna gore daha da arttigi goriildii (Sekil 4.76).
Boylelikle nanopartikil ile kombine uygulama kanser hicrelerinin apoptozisten
kagamadigini ve oldigi gorildi (Sekil 4.77). Klinik uygulamalar igin Dox ve Epo’in
nanopartikiile kombine edilerek uygulanmasi HUVEC’lerde apoptozis orani %8
civarindayken, MCF-7 hiicrelerinde ise bu oran %45 seviyelerine ¢ikti.
Kemoterapotikler 6zellikle polimerik nanopartikiiller enkapsiile edildiginde ilaglarin yan

etkisinin ciddi oranda azaldig1 goriildii (p<0,001).
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Sekil 4.75. MCF-7 hiicrelerinin serbest ilaclar ile flow sitometri analiz gorinttleri.
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Sekil 4.76. MCF-7 hiicrelerinin nanopartikiller ile flow sitometri analiz goruntdleri.
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Sekil 4.77. MCF-7 hiicrelerinin flow sitometri apoptotik indeks ytizdeleri.
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Sekil 4.78. Flow sitometrisiyle serbest ilaglarin ve Dox+Epo-Np’in HUVEC ve MCF-7 (izerindeki etkisi.

4.5.6. TUNEL Yontemi ile Apoptozis Belirlenmesi

HUVEC ve MCF-7 hiicre gruplarinda, MCF-7 hiicrelerine ait olan tim gruplarin M-1Cx
dozlart ile yapilan 11 saatlik inkiibasyon sonrasinda TUNEL metodu ile apoptotik
hiicreler boyandi. Anneksin V yonteminde erken apoptozis goruliirken, TUNEL
yonteminde apoptozisin son asamasi olan DNA pargalanmalar1 goriiliir. Bu yilizden
inklibasyon siresi Anneksin V yontemine gore biraz daha uzun tutuldu. TUNEL da
apoptotik Indeks (AI), daha dnceki galismalarda yapildig1 gibi (Yoonve Yaksh, 1999;
Kucuksayan ve ark., 2014) her grup i¢in kuyucuk icerisinde lzerinde rastgele secilen iyi
boyanmis bes bolgede sayim yapildi. Asagidaki formiile gore her grubun Apoptotik
Indeksi yiizde (%) olarak hesapland1 (Sekil 4.79, 90 ve 101).

Al (%) = (TUNEL-pozitif boyanan hiicre sayis1 / Total hiicre say1s1)x100
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Sekil 4.79. M-1Cs degerleri ile yapilan inkiibasyon sonucunda HUVEC hucrelerinin apoptotik indeksi.

Doktora Tez galismasinda HUVEC hiicrelerinin MCF-7 hiicrelerine ait M-I1Csp degerleri
ile yapilan inkiibasyon sonucundaki etkileri morfolojik olarak da gosterildi. TUNEL
boyamasi ile apoptotik hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi ile boyanmayan canli hiicreler
arasindaki oran hesaplandi. Apoptotik hicrelerin ¢ekirdekleri siyah renk ile boyandi.
Baz1 apoptozis olmus hiicrelerin ortamda olmasindan dolay1 acgiga ¢ikan DNA parcalar
da siyah ile boyandi. Bunlar kromozom paketleri acildigindan dolay1r daha biiyiik
gorinduler. HUVEC’lerin serbest ilag olan gruplarinda apoptotik indekste onemli bir
artts oldugu gorildi (p<0,001) (Sekil 4.79). Free-Np biyouyumlu oldugu ve sitotoksik
olmadig1 goriildii. Dox-Np ve Epo-Np gruplarinda da apoptotik indeksin yiikseldigi
goruldi. Ancak kombine nanopartikil olan Dox+Epo-Np grubunda apoptotik indeksin
kontrolle aym oldugu goriildii. Bu sonuglar erken apoptozisi gosteren Anneksin V
verileri ve sitotoksisite sonuglariyla da uyumludur (Sekil 4.74, Sekil 4.79 ve Sekil 4.80).
Ayrica suan klinikte kullanilan Doxil’in de apoptotik indeks degeri de ¢ok biiylik
bulundu. HUVEC’lerin TUNEL boyama goruntileri Inkiibasyonlar 11 saatlik olup
mikroskop goriintiileri 4X bilyilitmeyle alindi. HUVEC lerin tiim gruplarinin fotograflari
Sekil 4.81,82,83,84,85,86,87,88,89°da gosterildi.
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Sekil 4.80. M-ICx, degerleri ile yapilan inkiibasyon sonucunda HUVEC’lere ait tim gruplarin TUNEL
boyama goruntileri.
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Sekil 4.81. TUNEL sonucunda kontrol grubu HUVEC hiicrelerinin morfolojisi.
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Sekil 4.84. TUNEL sonucunda M-ICs, 1pug/ml Dox ve 15 ng/ml Epo kombinasyonu ile HUVEC

hicrelerinin morfolojisi.
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Sekil 4.85. TUNEL sonucunda M-ICs, 144,8 pg/ml Doxil ile HUVEC hicrelerinin morfolojisi.
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Sekil 4.86. TUNEL sonucunda M-ICs, 2015 pg/ml Free-Np ile HUVEC hiicrelerinin morfolojisi.

Sekil 4.87. TUNEL sonucunda M-ICsy 1558 pg/ml Epo-Np ile HUVEC hiicrelerinin morfolojisi.
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Doktora Tez c¢alismasinda MCF-7 hicrelerine ait M-ICsy degerleri ile yapilan
inklibasyon sonucundaki etkileri morfolojik olarak da gosterildi. TUNEL boyamas: ile
apoptotik hiicre cekirdeklerinin boyanmasi ile boyanmayan canli hiicreler arasindaki

oran hesaplandi. MCF-7 hucrelerinin serbest ilag olan gruplarinda apoptotik indekste
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onemli bir artis oldugu goriildii (p<0,001) (Sekil 4.90). Free-Np biyouyumlu oldugu ve
sitotoksik olmadig1 goriildii. Dox-Np ve Epo-Np gruplarinda da apoptotik indeksin
yiikseldigi goriildi. Kombine nanopartikiil olan Dox+Epo-Np grubunda apoptotik
indeksin serbest Dox ile ayni oldugu ve kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde yiiksek oldugu gorildii (p<0,001). Bu sonuglar erken apoptozisi gdsteren
Anneksin V verileri ve sitotoksisite sonuglariyla da uyumludur (Sekil 4.77, Sekil 4.90 ve
Sekil 4.91). Ayrica suan klinikte kullanilan Doxil’in de apoptotik indeks degeri de ¢ok
blytk bulundu. Inkiibasyonlar 11 saatlik olup mikroskop goriintileri 4X biyltmeyle
alind1. MCF-7 hicrelerinin  ait  tim  gruplarin  fotograflar1  Sekil
4.92,93,94,95,96,97,98,99,100°de gosterildi.
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Sekil 4.90. M-ICs, degerleri ile yapilan inkiibasyon sonucunda MCF-7 hiicrelerinin apoptotik indeksi.
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Sekil 4.91. M-1Cs degerleri ile yapilan inkiibasyon sonucunda MCF-7’lere ait butlin gruplarmn TUNEL
boyama gorintuleri

Sekil 4.92. TUNEL sonucunda kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinin morfolojisi.
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Sekil 4.94. TUNEL sonucunda M-ICs 22,20 ng/ml Epo ile MCF-7 hiicrelerinin morfoloj
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Sekil 4.96. TUNEL sonucunda M-1Cs, 144,8 pg/ml Doxil ile MCF-7 hucrelerinin morfolojisi.
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Sekil 4.97. TUNEL sonucunda M-ICsy 2015 pg/ml Free-Np ile MCF-7 hiicrelerinin morfolojisi.
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unda M-1Csy 1558 pg/ml Epo ile MCF-7 hiicrelerinin morfolojisi.
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Sekil 4.100. TUNEL sonucunda M-ICsy 233,3 pg/ml Dox+Epo-Np ile MCF-7 hiicrelerinin morfolojisi.
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Sekil 4.101. TUNEL boyamasiyla serbest ilaglarin ve Dox+Epo-Np’in HUVEC ve MCF-7 uzerindeki
etkisi

TUNEL boyama sonucunda serbest ilaglarin sitotoksik etkileri kanser hiicreleri {izerinde
goriilirken benzer etki normal hiicreler lizerinde de oldugu goriildii. Serbest ilaglarin
kombine uygulamasinda bu etki tekli ilag uygulamasina gore biraz daha azaldigi goriildi
(p<0,01) (Sekil 4.101). Doktora Tez ¢alismasinda nanopartikil ile kombine uygulama ile
normal hiicrelere olan bu sitotoksik etkilerinin kaldirilmasi amaclanmisti. Her iki
hucrenin de serbest ilaglar ile Dox+Epo-Np Kkarsilagtirmasinda apoptotik indeks
uzerindeki etkisi sekil 4.101 de verildi. Dox+Epo-Np uygulanmis gruplarda kanser
hiicrelerine sitotoksik etki goriiliirken normal hiicrelere sitotoksik etki yapmadigi

belirlendi (p<0,001).
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5. TARTISMA

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen ikinci kanserdir ve diinya genelinde, kadinlarda
kansere bagli 6liimlerde birinci siradadir (Kim ve ark., 2014). Kemoterapi birgok kanser
icin 0nemli bir tedavi secenegidir. Kombine kemoterapi uygulandiktan sonra bile
geligebilen ila¢ direnci kemoterapinin basarisiz olmasina neden olmaktadir. Bu yiizden
ilag duyarhiligmmin arttirilmast kanser hastalarinin tedavilerinin basarili olmasi i¢in
onemli bir basamaktir (Wang ve ark., 2010). “Indiiksiyon tedavisi” ve “koruyucu tedavi”
olmak iizere iki sekilde uygulanan kemoterapi, hastaligin tedavi baslangici ve
kemoterapi suresince kanserin niks etmesini azaltmak ya da var olan bir kanserin
biiyiimesini Onlemek amactyla uygulamr. Bunun icin farklt mekanizmalara sahip
antineoplastik ilaglar genelde kombine kullanilarak sinerjistik etki amaglanmr. Meme
kanserinde en ¢ok kullanilan ilag  kombinasyonlar1 AC  (Adriamycin,
Cyclophosphamide), CAF (Cyclophosphamide, Adriamycin, Flurouracil), EC
(Epirubicin, Cyclophosphamide) ve FEC (Flurouracil, Epirubicin,
Cyclophosphamide)’dir (Kapse-Mistry ve ark., 2014). Bu tezde kombine tedavide en

¢ok kullanilan ticari adi Adriamycin olan Dox segildi.

Kemoterapoétik ilaglar hem baslangic hem de ilerlemis meme kanserinin tedavisinde ve
izlenmesinde hayati 6nem sahiptirler. Bu ilaglar oral ya da i.v. olarak uygulanr.
Sistemik olarak verilen kemoterapotik ilaglar kanser hiicreleriyle birlikte viicudun diger
normal hiicrelerini de Oldiirerek kisa ve uzun vadede olumsuz yan etkilere neden
olmaktadir. En iyi gelistirilmis kemoterap6tik ajanlarin bile normal ve kanserli hiicreler
tizerindeki etkileri ayrilamamaktadir. Bu yiizden kemoterapotik ilaglar viicutta non-
spesifik dagilarak sistemik toksisiteye ve olumsuz yan etkilere sebebiyet vermektedir.
Kemoterapi ilaglarint dogrudan tiimore tasiyan nanopartikiiller hem ileri hem de erken
asama meme kanserinde kullanilmaktadir. Bdylelikle normal hiicreler iizerindeki
sitotoksik etki azaltilmaktadir (Sinha ve ark., 2006). Bu tezde nanopartikillerin

avantajlarindan dolay1 nanopartikiil sentezlemeyi amacglandi.

Kemoterap6tik ajanlarin  kullammmi  kemoterapinin etkinligini engelleyen birgok

sinirlamay1 da beraberinde getirir. Bunlardan birincisi kemoterapotik ajanlarin
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¢oziiniirliigiiniin kotii olmasidir ve uygulamada zorluklara neden olmaktadir. Ikincisi
vicutta spesifik bir sekilde dagilmadiklarindan dolay1 tiimére yetersiz niifuz etmeleridir.
Ugiinciisii saglkli dokulara zarar vermesidir. Dérdiinciisii ise ilag direncine sebep
olmalanidir (Creixellve Peppas, 2012). Giliniimiizde klinik yaklasimlar kemoterapotik
ilaglarin sistemik uygulanmasina dayanmaktadir. Bu tedaviler ilaglarin fizikokimyasal
ozelliklerinden kaynaklanan farmakokinetik faktorler ve ¢ozliniirliiklerinin diisiik olmasi
sebebiyle sinirlidir. Ayrica bu tedavilerde genellikle viicutta hizlica boliinen sag, deri,
dalak ve karaciger gibi diger organlar da hedef olmakta ve toksik etki olugmaktadir.
Uygulanan dozun ancak sadece kiiciik bir boliimii hedeflenen kanserli bolgeye ulasip
istenilen etkiyi gerceklestirebilir. Tiimdre uygulanan ilacin sinirli dozu dahi ilag
direncinin gelismesine neden olabilir. Sonu¢ olarak terapatik etki uyandirmak igin
uygulanacak olan bir sonraki doz daha yiiksek olacak ve daha siddetli bir toksik yan etki
stirecini tetikleyecektir. Bu yuzden anti-kanser ajanlarimin nanopartikiiller kullanilarak
iletilmesi bu yikici yan etkilerin iistesinden gelmeye yardimci olabilir (Chrastina ve ark.,
2011). Dolayisiyla bu tezde nanopartikiill ile tasima sistemleri kullanarak
kemoterapotiklerin  normal hiicrelerde etkinliginin arttirilmasi1 ve sitotoksisitenin
azaltilmasi amaglandi. Bu ama¢ dogrultusunda normal hiicrelerde serbest ilag
uygulamalarina oranla nanopartikiille ilag uygulamasi anlamli derece sitotoksisiteyi

azaltirken meme kanseri hiicrelerinde sitotoksisiteyi arttirdigi bulundu (Tablo 4.21).

Antikanser tedavisinde nanopartikillerin i.v. olarak uygulanmak istenmesinin sebebi
hizli, glivenilir ve sistemik dolagim araciligiyla tam bir dagilimi saglamasindan
dolayidir. Nanopartikiillerin hiicreler arasi bosluklardan gegebilmesi, hedeflenebilme
gibi ozellikler saglamasi nedeniyle dnemlidir. Hastalara i.v. uygulanan nanopartikuller
kan dolasiminda tiimdre ulasabilecek ve tiimor mikro damarindan disar1 ¢ikabilecek
kadar kiiciik olmalidir. Bu timor mikro damar yarigap1 genellikle 100 nm ile 2000 nm
arasindadir. Dolayisiyla buradan gecen parcaciklara nanopartikiil denilmektedir. Insan
viicudunda bu biiyiikliikte bagka bir aralik mevcut degildir. Ancak buna benzer bir aralik
70-100 nm bobrek glomeriller endotel tabakasinda bulunmaktadir. Dolayisiyla bu tezde
nanopartikiilleri kanser bolgesinde endotel araliktan gegebilecek ayni zamanda da

bobreklerden siiziilmeyi de engelleyecek boyut araligi olan 100-200 nm boyutunda
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sentezlendi(Tablo 4.1). Bu boyutu hem zetasizer ile hem de SEM cihazi ile dogrulandi
(Tablo 4.3).

Damar duvar1 endotel hiicrelerden olusur ve endotel hiicre membraninda bulunan bir
proteoglikan olan glikokaliks ile kapli oldugundan dolay1 negatif yiike sahiptir (Dull ve
ark., 2003). Bu da nanopartikiillerin saglikli endotel bolgelere girememesini ve tumor
bolgesinde ise nanopartikiillere endotel acikliktan girmesinden dolay1 bir segicilik saglar
(Sekil 5.1). Endotel hiicrelerinin bu 6zelligini dikkate alarak tezde kullanilan polimerin
nanopartikiil hale doniistiirdiikten sonra zetasizer cihazi zeta potansiyellerini 6l¢tlda.
Tezde sentezlenen tiim nanopartikillerin zeta potansiyel sonuglari negatifti (Tablo 4.2).
Bu negatif potansiyel nanopartikiillerin hem aglomere olmasin1 engelleyen hem de
glikokaliksden kaynaklanan negatif yik ile endotel hiicrelerinde uzak durmasini
saglayan bir potansiyeldir. Sonugta sentezlenen nanopartikiiller dolasimdan disari ¢ikip

damar dis1 bolge olan tiimor mikro gevresine gegebilir 6zelliktedir.

DUZ KAS HOCRES| ———2 07 _ e

ENDOTEL HUCRE

GLIKOKALIKS

NANOPARTIKUL

Sekil 5.1. Nanopartikiller ve kan akiginin hemodinamigi

Etkili bir damar disina ¢ikis i¢in ikinci bir engel ise sondan bir dnceki bariyer olan timor
interstisyumdur. Burada nanopartikiller duz kas hucreleri, ekstraselliler matriks,
perisitler ve kanserle iliskili fibroblastlara ek olarak ¢esitli fizyolojik faktorler olan
diistik pH, diistik oksijenlenme ve yiiksek interstisyel akis basinci ile karsilasirlar (Byrne

ve ark., 2008; Rabanel ve ark., 2012). Tezde sentezlenen nanopartikillerin ilag
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salinimlart farkli pH’larda yapildi. Nanopartikillerin normal fizyolojik pH olan 7,4

seviyelerinde ila¢ salintmlarinin kisa vadede ¢ok diisiik oldugu, ancak pH’nin diistiigi

durumlarda ise kisa vadede yliksek oldugu bulundu (Sekil 4.24,25,26 ve 27).

Gliniimiizde gelismekte olan nanoteknoloji meme kanserinin erken teshisi ve tedavisi
icin yeni bir yaklasim sergilemektedir. Gittik¢e yayginlasan meme kanserinde hastalar
icin tam anlamiyla tedavi segenegi c¢ok azdir. Nanopartikiiller, meme kanserinin
teshisinin, hedeflenmesinin ve tedavisinin aragtirilmasina olanak saglamaktadir.
Preklinik ve klinik fazda olan c¢esitli nanopartikiil tabanli bazi formiilasyonlar
gelistirilmistir. Bunlar arasinda; polimerik ila¢ miselleri, lipozomlar, dendrimerler,
karbon nanotlpler ve nanorodlar en yaygin kullanilanlardir (Sharma ve ark., 2013).
Nanopartikiillerin igerisine kapsiile edilen kemoterapotik ilaglarin aktif ve pasif
hedefleme kullanilarak hedefe taginmasi sistemik toksisiteyi ve normal hiicrelerin 6lmesi
engelleyebilir (Sekil 5.2) (Geels ve ark., 2000). Kanser tiirlerinin gogunda dort evre
bulunmaktadir. Pasif hedeflemede genellikle dordiincii evre olan metastaz digsindaki
kanser evrelerinde tercih edilen bir yontemdir. Tezde aktif hedefleme yapilmayip pasif
hedefleme teknigi kullanildi. Bu tip nanopartikiller ile endotel araliktan gegip kanserli

bolgeye ulasmasi hedeflendi.

Normal Doku Bolgesi:
Nanopartikiller kan dolagiminda tutulurlar

Nanopartikl

Sekil 5.2. Nanopartikiillerin endotel aralikdan sizarak timér bolgesine gegmesi (Sharma ve ark.,
2013).

Klinikte izin verilen faz asamasinda g¢esitli kanserlerin tedavisinde kullanilan

nanopartikiller tablo 5.1’de listelendi. Kiigiik molekiilli kemoterapdtik ilaglarin
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yiklendigi  lipozomlar 1990’larin  ortalarindan itibaren kanser tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu konuda klinikte kullanim iznini ilk alan doksorubisin igceren
polietilenglikol kapli lipozom nanopartikiil Doxil® ve polietilenglikol kapli olmayan
lipozom nanopartikiill Myocet®’dir. Daha sonra Kaposi sarkoma’nin tedavisi ig¢in
daunorubisinin enkapsiile edildigi lipozomal DaunoXome® ve non-Hodgkin
lymphoma’nin tedavisi i¢in de vinkristin i¢eren lipozomal Onco-TCS® Klinik olarak
kullamim izni verilen ilaglardir. izin verilen diger bir nano formiilasyon da paklitaksel
iceren albumine bagli nanopartikiil Albraxane® halen metastatik meme kanseri
tedavisinde kullanilmaktadir. Abraxane, paklitaksel ile geleneksel tedaviye gore daha
giivenli, yiiksek tepki hiz1 ve gelistirilmis farmokokinetige sahiptir. Bu nanopartikllerin
hepsi tezde sentezlenen nanopartikil gibi pasif hedefleme 6zelligine sahiptir.

Tablo 5.1. Klinik aragtirma agsamasinda olan nano boyutta olan ila¢ formiilasyonlar1 (Biswasve
Torchilin, 2014).

FORMULASYON iLAG isim ENDIKASYON FAZ DURUMU
Liposomes Doxorubicin ThermoDox® Various cancers 1]
Liposomes Doxorubicin JNS002 1]
Liposomes Cisplatin LiPlaCis |
Liposomes Cisplatin Lipoplatin m
Liposomes Cisplatin SPI-77 1]
Liposomes Cisplatin analog L-NDDP/aroplatin 1]
Liposomes Oxaliplatin MBP426 1
Liposomes Vincristine Marqibo® 1]
Liposomes Annamycin Liposomal Annamydn 1]
Liposomes Mitoxantrone LEM Pre-clinical
Liposomes Paclitaxel PNU-93914 1]
Liposomes Paclitaxel LEP-ETU 1]
Liposomes CKD602 ( Topoisomerase inhibitor) S-CKD&D2 Various cancers I/
Liposomes

Polymeric Nanoparticles (Cyclodextrin} Camptothecin CRLX101 Various cancers 1]
Polymeric micelles { PEG-poly aspartate) Paclitaxel NK105 Various cancers 1]
Polymeric micelles { PEG-poly(D/L-lactide) Paclitaxel Genexok&-PM Breast, lung, pancreatic cancer -
Polymeric micelles { PEG-PLGA) Docetaxel BIND-014 Various cancers |
Polymeric micelles { PEG-poly(D|L-lactide) Docetaxel Nanoxek® Advanced breast cancer |
Polymeric micelles { PEG-poly aspartate Doxorubicin NK911 Various cancers 1
Polymeric micelles ( Glycoproteins) Doxorubicin SP1049C Various cancers 1]
Polymer-drug conjugate Paclitaxel Hyotax® Breast, overian, advanced lung cancer 1]
Polymer-drug conjugate Paclitaxel Taxoprexin® Various cancers -
Polymer-drug conjugate Doxorubicin PK1 Breast, lung, colon cancers 1]

Nanopartikiil igerisinde taginan makro molekiiler ilaglar ve genler etkilerini hiicre i¢inde
gergeklestirirler. Bu yilizden nanopartikiil ve icerisinde getirilen ilaglar hiicrenin dis
membranindan igeriye ge¢mek zorundalardir (Torchilin, 2012). Bunun ig¢in ¢esitli
nanopartikil modelleri onerilmistir. Nanopartikiillerin en belirleyici 6zellikleri, yiizey
yiku, hidrofobiklik ve boyuttur (Chenve Bothun, 2014). Polietilenglikol ile hazirlanmig
nanopartikiillerin yiizey yiikiiniin zayif olmasi ve sterik engel olusturmasindan dolay1
membran ile etkilesimi azalir, yiiklii nanopartikiillerin ise membran ile etkilesimi artar
(Vermave Stellacci, 2010). YUksiiz nanopartikiiller membran yiizeyinde birikerek diger

nanopartikillerin hiicre igine girmesine engel olabilmektedir. Bu sebeple tezde

128



nanopartikuller polietilenglikol ile kaplanmadi. Kullanilan polimer ile tezde sentezlenen
nanopartikiliun ylzey yuku ise -9,51 ile -11,3 mV arasindadir (Tablo 4.2.). Proteinler
nanopartikiillerin yiiklerine bagli olarak {izerinde tutunabilir ve reseptor aracili endositoz
ile hicre icine nanopartikullerin girmesini zorlayabilir (Rejman ve ark., 2004). 200
nm’den daha biyiik olan nanopartikiiller kaveolin aracili endositoz ile hiicre igine
almirken 200 nm’den kiigiiklerin ise klatrin aracili endositoz ile igsellestirildigi
gozlenmistir. Epitel hiicrelerde PLGA nanopartikiillerin hiicre igsellestirilmesinin
arastirildigr diger bir ¢alismada klatrin ve kaveolin proteinlerinin ekspresyonunun
artmadigi, ancak yine de nanopartikiillerin hiicre icerisine girdigi bulunmustur
(Qaddoumi ve ark., 2003). Bu tezde nanopartikullerin igsellestirilmesi Dox’in floresans
ozelliginden yararlanarak belirlendi. Meme kanseri hiicrelerine Dox+Epo-Np’lerinin

normal hiicrelere gore ii¢ kat daha fazla girdigi belirlendi (Sekil 4.62).

Kanser hiicreleri transferrin, folik asit, glukoz transporter, integrinler ve LDL gibi ¢esitli
yiizey reseptorlerini asir1 (overeksprese) sentezler. Nanopartikiillerin bu reseptorlere
aktif hedeflenmesiyle kanser hiicrelerinin nanopartikiilleri igsellestirmesi gelecek
vadetmektedir (Bhattacharjee ve ark., 2010). Ancak nanopartikillerin ligandlara
hedeflenmesi sadece istenilen bolgeye gitmesini arttirrken iyi  bir  sekilde
icsellestirilecegi anlamina gelmez. Bazen ligandlara hedefleme nanopartikillerin
periferal kanser hiicrelerine yiiksek afinite ile baglanmasim saglar ki bu diger
nanopartikiillerin hiicreye penetre olmasim engelleyen “baglanma bariyeri’nin
olugsmasina neden olmaktadir. Heparan siilfat zincirlerine hedeflenmis hiicre-penetre
peptitlerinin (CCP) kullanildig1 bir calisma sonucunda nanopartikiiliin hiicre igine
alinmasinda artis olmamis ve membranda 6nemli bir kiimelenmeye neden olmustur
(Verdurmen ve ark., 2013). Dolayisiyla bu tezde sentezledigimiz nanopartikiller pasif
hedefleme gergeklestirilerek kanser hiicrelerinin nanopartikiilleri igsellestirilmesi

amacland..

Icsellesme oldugunda, nanopartikiiliin yUkini bosaltmasi igin hiicre igine ulasmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in endozomal araglarin nanopartikiilii golgi, endoplazmik
retikulum, ¢ekirdek, mitokondri ve lizozom gibi ¢esitli hiicre i¢i bdlgelerine iletmesi

gerekmektedir. Kapsiile ilaglarin iletilmesi ise hiicre i¢i ilag dagitimi ile ayni temeli
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olugturur (Trowbridge ve ark., 1993). Klatrin bagimli endositoz, kaveolin bagimli
endositoz, makropinositoz ve fagositoz gibi bir¢ok yolak ve proses endositoza aracilik
eder. Boylelikle farkli nanopartikiiller hiicre tarafindan igsellestirilir (Sekil 5.3) (Sahay
ve ark., 2010).

Klatrin aracih Kaveolar aracili  Klatrin-kaveolar aracili  Fagositoz Makro?ir!ositoz
wrdiane endositoz endositoz £ [
___h--‘\- --""-_-____\i llf'// (\ Illl || —
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Sekil 5.3. Nanopartikiillerin hiicre igine alinma mekanizmalar1 (Sriraman ve ark., 2014).

Son yapilan ¢aligmalar membran lipidlerinin endositoz ve farkli membran iletim
mekanizmalarinda rol alarak nanopartikiil tabanl ila¢ iletim sistemlerinin hiicre i¢ine
alimmini etkilemesi {izerine odaklanmistir (Ewersve Helenius, 2011). Endozomlar
lipidlerin biyofiziksel 6zelliklerine gére membrana bagli vezikiiller olarak smiflandirilir.
Ornegin akigkan lipid membranina sahip olan endositik vezikiiller yenilebilir endozom
olarak siniflandirilirken, daha rijid membrana sahip olanlar ise ge¢ endozom olarak
stniflandirilir (McMahonve Gallop, 2005). ilag iletim perspektifi agisindan membran
akiskanligi ve ila¢ diren¢ mekanizmalarinda membran lipidlerindeki degisikler cok
onemlidir (Pallares-Trujillo ve ark., 2000; Hendrichve Michalak, 2003). Bu degisimler
ilaglarin ve ila¢ yiikli nanopartikiillerin transport dinamiklerini etkilemektedir. Bu
yuzden ilag direncinde, etkili bir tedavi ve ilag direncinin (stesinden gelebilen ilag

tastyic1 sitemler gelistirmek i¢in membran biyofizigi kritik bir dneme sahiptir. Ilacin
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serbest halde veya nanopartikiile enkapsiile edilerek uygulandigi her iki durumda da
hiicre igerisinde ilacin birikmesi hiicre membran profili ile ilacin ve nanopartikiiliin
membran ile etkilesimine baglidir. Genellikle ila¢ direncgli hiicreler ilacin hiicre icinde
birikmesini ii¢ yolla engeller. Bunu ilacin igerisine girmesini azaltarak, ABC (ATP
Binding Cassette) transfer proteinler ile ilac1 digar1 atarak veya hiicre i¢inde vezikiiler
halde bulunan ilag¢ tuzaklarini kullanarak yapar. Son yapilan ¢alismalarda ilag¢ direncinde
hiicre membranlarinda sfingolipid ve kolesterol miktarinin arttig1 goézlenmistir (Sekil-

5.4a ve 4b) (Peetla ve ark., 2013).

C MNanotagiyici

iag

L /\P-g

Geg endoromun llac ve
tagayicryn yakalamas:
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e
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\ Fosfotidiletanolamin

Sekil 5.4. Lipid profiline gére membran yapisi. &) Sfingomiyelinin konsantrasyonunun fazla oldugu
b) Fosfotidiletanolaminin konsantrasyonunun fazla oldugu c) Nanotasiyici ve ilacin membrandan gegisleri
(Peetla ve ark., 2013).

Dox’a karst direngli P388  hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada membranda
fosfotidilkolin/sfingomiyelin oraninin azaldig1 ve membran sinirinin arttigi gosterilmistir
(Ramu ve ark., 1984). Diger taraftan vinblastin direngli 16semi T lenfosit hiicreleri ile
ilaca duyarli hiicrelerin membranlarimin karsilastirildigi bir calismada, kolesterol-
fosfolipid seviyelerinin yiikseldigi ve protein/lipid oraninin ise %60 arttig1 gosterilmistir
(May ve ark., 1988). Dox’e duyarli ve direngli MCF-7 hiicreleri ile yapilan diger bir
calismada ise Dox’in hiicre membran lipidleri ve ila¢ transportu ile etkilestigi
gosterilmistir. Sfingomiyelin, fosfotidilinositol, kolesterol ve kolesterol esterlerini ilaca
direngli hiicrelerde daha yiiksek konsantrasyonda bulunmustur. Bu da membranin daha
rijid bir membrana doniismesine neden olur (Monsky ve ark., 1999). Membranda ilag
direnci sonucunda sfingomiyelin, kolesterol ve protein oranin artmasiyla geleneksel
kemoterapotik ilaglarin  hidrofobik membranda tutularak gecislerinin zorlastigi
yukaridaki caligmalarda gosterilmistir. Yine bu maddelerin oranlarinin artmasiyla

membranin yapist Sekil 5.4a ve 4c’de goriilen kaveolar yapiya doniisiir. Bu kaveolar
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yapt daha sonra nanopartikiillerin iceri alinmasini saglayan ge¢c endozomlarin olusmasini
saglamaktadir. Sonu¢ olarak hidrofobiklesen membran hidrofobik olan antikanser
ilaclarin membranda yakalanmasina neden olurken, nanotastyicilar ile ilact disar1 atan
ABC transfer pompalarinin engeli endozomlar ile asilabilir (Sekil 5.4c). Kanser
hucrelerinin  lipid membran profilindeki degisimler ve yilizey proteinlerinin
ckspresyonlarindaki artislar nedeniyle kanser hiicrelerinde kaveolar yapilarinin fazlahig
nanopartikiillerin kanser hiicrelerine girisini arttirirken normal hiicrelerin membraninda
degisim olmadigi i¢in azdir. Bu tezde kemoterapide kullanilan Dox’in Epo ile
nanopartikiil igerisine enkapsiile edilerek hiicrelerde gelisen ilag direncine olan
etkilerinin NF-kB yolu aracihigi azaltildigi bulundu (Sekil 4.70 ve 71). Normal
hucrelerde Epo igeren nanopartikiiller grubunda sitozolik NF-kB miktarinda artig
olmazken meme kanseri hiicrelerinde artig oldugu bulundu. Bu ayni1 zamanda Epo igeren

nanopartikiillerin hiicre i¢erisine girdigini gosterdi.

Proteozom, lizozom dig1 protein degredasyonunun hiicresel ana makinasidir. Diizenli
gen transkripsiyonu ve translasyonuyla birlikte, diizenli proteozomal aktivite hicrenin
protein seviyelerinin belirlenmesinde 6nemlidir. Proteozomal aktivitenin fizyolojik
olarak diizenli olmasi, hiicre i¢i proteom bilesimini genis bir sekilde etkiler ve hiicre
cogalmasinin, farklilagmasinin, hayatta kalmasinin ve apoptozisinin diizenlenmesini
saglar (Brancolini, 2008; Konstantinova ve ark., 2008). Meme kanseri hicreleri ile
yapilmis olan bir c¢alismada, bir proteozom inhibitorii olan bortezomib’in Dox ile
kombinasyonunun MKP-1 protein seviyelerini azalttigi ve JNK aktivasyonunu arttirarak
hiicrelerin apoptozise gitmesine neden oldugu gosterilmistir (Small ve ark., 2004). Yine
meme kanseri hiicrelerinde yapilmis baska bir ¢alismada ise, MGI132 ile yapilan
proteozom inhibisyonunun GSK-3f’ya bagli otofaji aktivasyonuna sebep olarak
hiicrelerin 6ldiigl gosterilmistir (Gavilan ve ark., 2013). Ancak bu iki ¢alismada ilaglar
bir nanopartikiile enkapsiile edilmeden sistemik olarak verilmistir. MG132, 26S
proteozom kompleksinin proteolitik aktivitesini etkin bir sekilde engelleyen bir peptid
aldehittir ve kimotriptik benzeri aktivitenin potansiyel bir inhibitérii gibi davranir.
Osteosarkom, kiigiik hiicreli akciger kanseri ve lenfoma hiicrelerini de igeren ¢esitli
timor hiicrelerinde, MG132’nin etkin bir sekilde apoptozisi uyardigr gosterilmistir

(Bang ve ark., 2004; Kabore ve ark., 2006; Yan ve ark., 2007). Bu tezde proteozom
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inhibitorl olarak kullandigimiz kanser hiicrelerinde Epo’de apoptozisi uyardigint hem
flow sitometri hem de TUNEL yontemi ile gosterildi (Sekil 4.74,77,79 ve 90 ). Serbest
halde verilen ilaglarin hem normal hem de kanser hiicrelerini apoptozise gotiirdii.
Serbest ilaglarin kombine uygulamasi1 da normal hiicrelere olan toksik etkiyi diisiikte
olsa azaltmistirr Ama meme kanseri hiicrelerinde toksik etkiyi ¢okta arttirmamistir.
Ancak nanopartikiil ile her iki ilacin kapsiile edilmesi normal hiicrelere olan apoptotik
etkiyi neredeyse yokken meme kanseri hiicrelerinde ise yarisi apoptozise ugradi. Flow
sitometrisiyle serbest ilaglarin ve Dox+Epo-Np’in HUVEC ve MCF-7 Uzerindeki etkisi
(Sekil 4.78). TUNEL yonteminde ise sekil 4.101°de gosterildi.

MG132’nin ROS araciligiyla birgok tiimor hiicresinde apoptozisi uyardigi rapor
edilmigtir (Qiu ve ark., 2000; Wu ve ark., 2002; Bang ve ark., 2004). Bu tezde de
kullanilan her iki ilag da ROS’u aktive ettigi DCFH-DA yontemiyle bulundu (Sekil
4.68). Serbest ilaglarda her iki hiicre icinde ROS artarken, nanopartiktl olan gruplarda
normal hiicrelerde ROS azalirken, meme kanseri hiicrelerinde ROS artti. MG132,
NF«kB’nin bir inhibitorii olarak da bilinmektedir ve NFxB’nin aktivasyonunun
baskilanmasi sonucunda anti-apoptotik Bcl-2 ve MDRI1 ekspresyonlarimin azaldigi
gosterilmistir (Bentires-Alj ve ark., 2003; Fujita ve ark., 2005; Yang ve ark., 2005).
Antikanser ilaclar tarafindan uyarilan apoptozise karsi tiimdor hiicrelerinde ABC transfer
proteinlerin ekspresyonunun artmasi, MDR olusmasinin en 6nemli nedenidir (Schmitt,
2003; Higgins, 2007). Gastrik kanser hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada; proteozom
inhibitori olan MG132’nin vinkristin kemoterapotik ilacina karsi gelisen ilag direncini
azaltarak kanser htcrelerini apoptozise yonelttigi gosterilmistir (Zhang ve ark., 2008).
K562/DNR hiicrelerinde bortezomib ile yapilan ¢alismada ise NF Kappa B araciligiyla
P-gp seviyelerinin azaldig1 gosterilmistir (Wang ve ark., 2012). Bortezomib’in (PS341)
ve MGI132 ile yapilan ¢alismada doksorubisine ve paklitaksele direngli olan meme
kanseri hlcrelerinde P-gp seviyelerinin, proteozom inhibitorleri ile azaltildigi
gosterilmistir (Fujita ve ark., 2005). MG132, bortezomib gibi bir proteozom inhibit6ri
olan epoksomisin kanser tedavisinde yeni bir yaklasim sunmaktadir (Rajkumar ve ark.,
2005). Dogal selektif bir proteozom inhibitdrii olan Epo in vivo anti-inflamatuar etkisi
Iyi bilinmektedir. Bir Epo tiirevi olan proteozom inhibitdrii Cafilzomib 2012 yilinda

FDA onay1 almistir ve niiks eden direngli multiple myeloma hastalarinin tedavisinde

133



kullanilmaktadir (McCormack, 2012; Thompson, 2013). Ancak su ana kadar literatiirde
Epo meme kanserinde ila¢ direncliligine olan etkisi ile ilgili bilgi mevcut degildir.
Dolayisiyla bu tezde proteozom inhibitori olan Epo meme kanserinde NF-«xB

aktivasyonu engellenerek ila¢ direncinin azaltildigi bulundu.

Meme kanseri hiicreleri ile yapilmig olan bir ¢aligmada, bir proteozom inhibitdrii olan
bortezomib’in Dox ile kombinasyonunun MKP-1 protein seviyelerini azalttigi ve JNK
aktivasyonunu arttirarak hiicrelerin apoptozise gitmesine neden oldugu gosterilmistir
(Small ve ark., 2004). Yine meme kanseri hiicrelerinde yapilmis baska bir ¢alismada ise,
MG132 ile yapilan proteozom inhibisyonunun GSK-3p’ya bagli otofaji aktivasyonuna
sebep olarak hiicrelerin 6ldiigii gosterilmistir (Gavilan ve ark., 2013). Ancak bu iki
calismada ilaglar bir nanopartikiile enkapsiile edilmeden sistemik olarak verilmistir. Su
ana kadar nanopartikiil olarak hazirlanmis ve klinik uygulama agamasina ge¢mis ilag
kombinasyonu bulunmamaktadir. Ancak ila¢ direncinin engellenmesi i¢in ¢alismalar
devam etmektedir. Bir calismada Dox’e kars1 direngli olan meme kanseri hiicrelerinde
dokasahekzanoik asit ile lipid nanopartikiil hazirlanmis ve Dox’e karsi ilag direnci
dokasahekzanoik asit nanopartikiilii ile azaltilarak daha iyi bir sitotoksite elde edilmistir
(Mussi ve ark., 2014). Nanopartikil terapisinin serbest halde tekli ya da kombine
uygulamaya olan dstinllkleri sekil 5.5’de 0&zetlendi. Bu tezde Dox ile Epo’i
nanopartikiil igerisine enkapsiile ederek; ila¢ direncinin azaltildigi, ilaglarin etkinliginin

arttirildigi ve normal hiicrelere daha az sitotoksik oldugu bulundu.
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Tekli ya da Kombine Terapi Nanopartikiil Terapi
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Sekil 5.5. Tezin sekilsel olarak dzeti.
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6. SONUC ve ONERILER

Partikiil biiyiikligii dagilimini ifade eden polidispersite indeksi (PDI) degeri tiim
partikiil formilasyon grubunda da 0,034-0,075 araligindadir. Partikiil biytikligii ise
144,9-179,6 nm arsinda degismektedir. Bu boyutlar klinik uygulamalar i¢in

hedeflenen 100-200 nm arasinda nanopartikiiller sentezlendigini géstermektedir.

Nanopartikillerin zeta potansiyel degerlerinin ise — 9,51 mV, — 11,3 mV degerleri
arasinda oldugu bulundu. Bu potansiyel degerleri nanopartikiillerin aglomere

olamayacag bir potansiyeldir ve klinik uygulamalar i¢in idealdir.

Nanopartikillerin SEM gorintiileri Image J yazilim programin ile analiz edildi.
Partikiil boyutlarinin zetasizer ile Olgiilen boyutlara yakin oldugu ancak ortalama
degerlerinin biraz daha yiiksek oldugu bulundu. Problemin ise 5um o6lgeginde
fotograflar olmasindan kaynaklanan bir ¢oziiniirliik hatas1 oldugu, bunun i¢in 1um

veya daha az 6lgekde fotograflar ¢ekilebilecegi disiinildii.

Nanopartikillerin -~ ATR-FTIR  Spektroskopi  analizi  sonucunda  PLGA
nanopartikiilleri igerisine Dox ve/veya Epo girdigi belirlendi. ilaglarin PLGA ile
etkileserek PLGA’ya spesifik piklerde kaybolmalar gorildii. flaglarin diisiik
konsatrasyonlarda olmasindan dolay1 yiikleme sirasinda ila¢ olan gruplarda pik
degisimleri keskin olmadi. Ancak ilaclarin etken dozlar1 mikrogram ve nanogram

mertebesinde oldugu i¢in sitotoksisite de problem yaganmadi.

Nanopartikillerin DSC ile karakterizasyonu sonucunda nanopartikillerin igine Dox
ve/veya Epo ilaglarinin disperse oldugu bulundu. Ayrica, ilaglarin camsi gegiskenlik

bolgesinde endotermik piklerin yuklenen ilaca gore farklilik gosterdi.

Nanopartikillerin TGA sonucunda bozunma sicaklik (T4) degerleri dlciildii. ilk
bozunma sicakliginda Dox ve/veya Epo gruplarinda yiizde kiitle degisim farklar

gorulda.

Her iki ilag da hidrofobik 6zellikte ilaglar oldugundan dolay1 amfipatik bir molekul

olan PLGA icerisine yiiksek oranda enkapstle edildi.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

Salimm ¢alismalarinda pH=7,4 fizyolojik pH durumunda nanopartikillerden
salinimlarimi, pH=5,5’da ise hucre igine giren nanopartikillerin lizozomal pH’daki
salimmlarin1 temsil etmektedir. Olusturdugumuz in vitro ortamda fizyolojik pH’da
salinim yavas ve diisiik konsantrasyonda, lizozomal ortamda ise hizli ve yuksek

konsantrasyonda oldugu belirlendi.

HUVEC ve MCF-7 hiicrelerine sitotoksik etkinligin belirlenmek amaciyla hem
serbest ilaglarin hem de nanopartikul gruplarinin 1Csp dozlar1 hesaplandi. Hig ilag
yukli olmayan nanopartikialin normal hiicreler yiksek dozlarda bile toksik

olmadig1 bulundu.

Dox+Epo-Np gruplarinda M-ICso dozu kanser hiicrelerine toksik, normal hiicrelere
toksik degildir.

Dox’in floresans 6zelliginden yararlanarak hiicre i¢ine giren Dox miktar1 belirlendi.
Dox ve Epo iceren nanopartikil grubunda HUVEC’ lere gore MCF-7 hiicrelerinden
2,5 kat kadar az Dox girdigi bulundu.

Epo’in doz bagimli olarak proteozom inhibisyonu yapip yapmadigt her iki hiicre
hattinda da belirlendi. Her iki hiicre hattinda da Epo’nin 100 ng/ml’lik

konsantrasyonu proteozom aktivitesini inhibe ettigi goriildii.

HUVEC’lerde Epo igeren nanopartikiil gruplarinda proteozom inhibisyon %10-15
seviyelerindedir.

MCF-7 hiicrelerinde Epo igeren nanopartikiil gruplarinda proteozom inhibisyon

%30-35 seviyelerindedir.

Epo-Np, Dox-Np ve Dox+Epo-Np gruplarindaki ROS miktar1 HUVEC’lere MCF-7

hiicrelerinde daha fazla oldugu bulundu.

MCEF-7 hicrelerinde hem Epo-Np hem de Dox+Epo-Np gruplarinda NF-xB
miktarindaki artis nanopartikiillerin iceriye girdigini ve proteozom inhibisyonu
yaparak NF-kB’nin inhibitori olan lk-Ba’nin degredasyonunu énleyerek NF-xB’nin

sitozolde kalmasini sagladi.
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Flow sitometrisinde HUVEC’lerde serbest Dox ve Epo iceren gruplarda apoptozis
gozlenirken Dox+Epo-Np grubunda apoptozis ger¢eklesemeyerek hiicreler canli

kalmustir.

Flow sitometrisinden MCF-7 hicrelerinde nanopartikul ile kombine uygulama

kanser hiicrelerinin apoptozisten kacamadigini ve 61diigii goriildii.

Klinik uygulamalar icin Dox ve Epo’in nanopartikile kombine edilerek
uygulanmast HUVEC’lerde apoptozis oram1 % 8 civarindayken, MCF-7

hiicrelerinde ise bu oran % 45 seviyelerine ¢ikti.

TUNEL boyamasinda HUVEC’lerde serbest ilaclarin biiyiik oranda sitotoksik
oldugu goriildii.

TUNEL boyamasinda HUVEC’lerde Free-Np biyouyumlu oldugu ve sitotoksik

olmadig1 goriildii.

TUNEL boyamasinda HUVEC lerin serbest ilag¢ olan gruplarinda apoptotik indekste
onemli bir artis oldugu goriildii. Ancak kombine nanopartikill olan Dox+Epo-Np

grubunda apoptotik indeksin kontrolle ayn1 oldugu goriildii.

TUNEL boyamasinda MCF-7 hiicrelerinin kombine nanopartikil olan Dox+Epo-Np
grubunda apoptotik indeksin serbest Dox ile ayni oldugu ve kontrole gore

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yliksek oldugu goriildii.
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