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HEDEFLENDIRILMIS KANSER TEDAVISINDE VINKRISTIN ve ¢-
VINIFERIN YUKLU POLIMERIK NANOPARTIKULLERIN
HAZIRLANMASI, KARAKTERIZASYONU ve IN VITRO
UYGULAMALARI

OZET

Konvansiyonel kemoterapi ilaglarinin, biyodagilima ugramasi, yiikksek doz
gerektirmesi, patolojik bolgelere afinitelerinin diisiik olmasi ve toksik etkilerinden
dolayi, bu alandaki c¢aligmalar ilaclarin tasiyict sisteme yiiklenerek
hedeflendirilmesi lizerinde yogunlagmustir.

Vinkristin Siilfat (VS) kemoterapide yaygin kullanilan hiicre dongiisiine spesifik
anti-kanser bir ajandir. e-Viniferin (EV) ise “Vitis Vinifera” dan izole edilen
resveratrol tiirevi bir antioksidandir. EV ve VS’in kombine kullaniminin HepG2
hiicrelerinde sinerjik etkisinin oldugu 6nceden gosterilmistir. Bu tez ¢alismasinda,
yiikksek dozdan kaynakli yan etkilerin azaltilmasina yonelik olarak, pasif
hedeflendirme saglayabilecek EV ve VS yikli PLGA-b-PEG nanopartikiil
formiilasyonu hazirlanmasi amaglanmigtir. Nano¢oktiirme yontemiyle hazirlanan
formiilasyonun partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve polidispersite indeksi
belirlenmistir. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ile yapilan morfolojik
incelemede, nanopartikiillerin kiiresel sekilde ve diizgiin ylizey 6zellikte oldugu
goriilmiistiir. /n vitro salim calismalar1 pH 7.4 Tris-HCI tamponu icerisinde,
termal analizler ise Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) ile
gergeklestirilmistir.

Kumarin-6 ile isaretlenmis nanopartikiillerin HepG2 hiicreleri igerisine alimi
farkli zaman araliklarinda kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmis ve hiicre igine
aliminin uygun oldugu gortilmiistiir. MTT ile yapilan sitotoksisite analizinde ilag
yiiklii PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin serbest haldeki etkin maddelerden daha
etkili oldugu goriilmistiir. Akridin oranj/Propidyum iyodiir boyamasiyla ve
Annexin V-FITC flow sitometri analizleriyle apoptoz orani kalitatif ve kantitatif
olarak belirlenmistir.

Sonu¢ olarak EV ve VS yikli PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin pasif
hedeflendirmeyle kanserli hiicreye aliminin ve etkinliginin arttirilmis olmasi, in
vivo veriliste yan etkilerde azalma ve hasta yasam kalitesinin iyilesmesi yoniinde
fayda saglayabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, PLGA-b-PEG, Pasif Hedeflendirme, e-
Viniferin, Vinkristin Siilfat



THE PREPARATION, CHARACTERIZATION of VINCRISTINE and ¢ -
VINIFERINE LOADED POLYMERIC NANOPARTICLES and IN VITRO
APPLICATIONS of THESE NANOPARTICLES ON THE TARGETING
CANCER TREATMENT

ABSTRACT

The studies are focused on the targeting of the drug by loading it in the carrier
system because of biodistribution, the requirement of high dose, the state of low
affinity in the pathological regions and toxic effects of conventional
chemotherapy drugs.

Vincristine Sulfate (VS) is commonly used in chemotherapy and is a specific anti-
cancer agent against cell-cycle. Previously, it has been shown that the combine
use of EV and VS has a synergistic effect on HepG2 cells. The aim of this thesis,
the preparation of EV and VS loaded PLGA-b-PEG nanoparticle formulation that
can provide passive targeting in order to reduce the adverse effects due to high
doses of VS. The particle size, zeta potential and polydispersity index of the
formulation prepared by nanoprecipitation method were determined. Atomic
Force Microscopy (AFM) results showed that nanoparticles have a spherical
shape and smooth surface features. In vitro release studies and thermal analysis
were performed in pH 7.4 Tris-HCI buffer and by Differential Scanning
Calorimetry (DSC), respectively.

The rate of influx of coumarin-6 labelled nanoparticles into HepG2 cells was
investigated by either qualitative or quantitative analysis after various of time
points. It was appropriate for cellular uptake. The results obtained from MTT
assay showed that drug loaded PLGA-b-PEG nanoparticles are highly effective on
HepG2 cell viability than free forms of the drug. The rate of apoptosis was
determined by Acridine orange/Propidium iodide staining and Annexin V-FITC
flow cytometry analysis.

Consequently, using EV and VS loaded PLGA-b-PEG nanoparticles with passive
targeting is enhanced uptake and efficacy of cytotoxic effects in HepG2 cells that
might reduce the side effects of VS and improve patient quality of life.

Key Words: Nanoparticle, PLGA-b-PEG, Passive Targeting, e-Viniferine,
Vincristine Sulfate
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GIRIS ve AMAC

Konvansiyonel kemoterapi ilaglar1 deri, kemik iligi, sa¢ folikiilleri ve sindirim
sistemi zar1 gibi siirekli olarak gelisen ve bdliinen saglikli hiicrelere de zarar
vererek yan etkilere neden olmaktadir. Ideal kemoterapi tedavisinde beklenilen,
ilacin tiimore ulasana dek, kan akiminda kalabilmesi ve hedef dokuda kontrollii
salinim ile normal hiicreleri etkilemeden kanserli hiicreleri 6ldiirmesidir. Boylece
en az yan etki ile etkin tedavi saglanabilmektedir. Gliniimiizde kullanilan
konvansiyonel antikanser ilaclar buna uygun degildir. Bu nedenle tastyici sisteme
yiiklenerek hedeflendirilen ilaglar tizerindeki ¢alismalara yogunlasilmistir.

Bu tez calismasinda, e-viniferin ve vinkristine siilfat yiikli PLGA-b-PEG
nanopartikiiller hazirlanarak nanopartikiillerin karakterizasyon g¢alismalar1 ve in
vitro ortamdaki etkileri incelenmistir. Hazirlanan nanopartikiillerin pasif
hedeflendirmeyle kanserli hiicreye yonlendirilebilmesi, kan dolasiminda daha
uzun kalabilmesi ve vinkristinin doza bagli yan etkilerinin azaltilmasiyla ileriki in
vivo c¢aligmalarda kanser tedavisinde ve kanser hastalarinin yasam kalitelerinin
arttirilmasi yoniinde fayda saglamasi dngoriilmektedir.



KAYNAK BILGISI
Kanser Tedavisinde Nanoteknoloji

Diinyada o6liimle sonuglanan hastaliklar i¢inde ikinci sirada yer alan kansere her
yi1l 2,6 milyon kisi yakalanmaktadir (Jemal ve ark.; Siegel ve ark., 2012).

Kanser arastirmalar biiylik 6l¢lide sebeplerin tespit edilmesi, tiimor olusumunun
engellenmesi, teshisi ve tedavisi i¢in dogru stratejilerin gelistirilmesi yoniinde
ilerlemektedir. Son yillarda yapilan anti-kanser etkili madde tarama
calismalarinda nanoteknolojik tastyici sistemlerin daha siklikla kullanildig1 dikkat
cekmektedir. Arastiricilarin  tasiyict  sistemleri  kullanmalarinin  en  6nemli
sebeplerinden biri tasiyict sistemin toksik etki gostermemesi, etkin maddelerin
viicutta biyodagilima ugramasi, yiiksek doz gerektirmesi, patolojik bdlgelere
afinitelerinin diisiik olmasi, non-spesifik olmasidir (Alkan, 1983). Bu nedenlerden
dolayi, kanser tedavisinde nanoteknoloji iriinii ilag tasiyici sistemleri
kullanilmaktadir (Rubinstein ve ark, 2008; Dagar ve ark., 2012). Baslica bu ilag
tastyici sistemler; polimerik ve fosfolipit miseller, lipozomlar, karbon nanotiipler,
dendrimerler ve nanoemiilsiyonlardir. Nanoteknoloji ile etkin maddelerin
terapotik indeksi 1iyilestirilerek ilag, protein, niikleik asit ya da asilarin
enkapsiilasyonu saglanir ve hedeflendirilme ile tedavide kullanilma potansiyeline
ulastirilir (Banerjee ve Onyiiksel, 2012; Vukovic ve ark., 2011).

Lipozom formiilasyonu olan Doxil® in gelistirilmesinden sonra nanoteknoloji
temelli lipozomal ve polimerik ilag tasiyict sistem gelistirilmis ve
ruhsatlandirilmistir. Diinya piyasalarinda bulunan ya da gelistirilmekte olan
nanoteknoloji temelli kanser tedavisinde kullanilan farmasdétik trtinlerin listesi
Cizelge 1’de verilmistir. Bu alanda halen 150’ye yakin nanoteknolojik ilacin
gelistirilme ¢alismalar1 da devam etmektedir (Prokop ve Davidson, 2008).

Cizelge 1. Diinya Piyasalarinda Bulunan ya da Gelistirilmekte Olan Nanoteknoloji Temelli
Kanser Tedavisinde Kullamlan fla¢ Formiilasyonlar1 (Prokop ve Davidson, 2008)

Uriin Uretici Firma Uygulama Alam
Abraxane American Bioscience,Santa Monica,CA

Caelyx Johnson&Johnson, Bridgewater,NJ

Daunoxome Gilead Science, Cambridge,U.K.

Doxil Johnson&Johnson, Bridgewater,NJ

Myocet Sepherion Therapeutics,Princeton,NJ Kanser Tedavisi
Nanoxel Dabur Pharma,India

Transdrug Bioalliance,Paris,France




Ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin Hedeflendirilme Mekanizmalari

fla¢ hedeflendirme calismalari, etkin maddenin segici olarak ydnlendirilmesi ile
hedef bolgedeki konsantrasyonunun diger bdlgelere oranla arttirilmasini
amaglamaktadir (Manish ve Vimukta, 2011). Bdylece etkin maddenin etkinligi
artirthirken dozu ve yan etkileri azaltilmis olmaktadir (Allemann ve ark., 1995;
Allen, 1997).

Hedeflendirmenin Esasi;

» Dozun azaltilmasiyla yan etkilerin en aza indirilmesi,

> Ilacin viicutta istenilen bélgeye yonlendirilebilmesi,

> Ilacin normalde girilmesi zor olan bdlgelere ve hedeflere girebilmesi
(6rnegin; intraseliiler bolgeler, bakteriler, parazitler),

» Reseptore spesifik ve dayaniksiz molekiillerin kanda korunmasi ve hedef
dis1 reseptorlerle etkilesmemesidir (Banerjee ve Onyiiksel, 2012).

Sekil 1°de gosterildigi lizere normal doku ile tiimoér dokusu arasinda yapisal
fakliliklar bulunmaktadir. Anjiyogenez olarak bilinen primer tiimorlerinin
damarlanmasi, bazi bolgelerde yogun olmakla birlikte bazi bolgelerde ise daha az
olugsmaktadir (Danhier ve ark., 2010). Bu farkli olusum ayni zamanda ilag tagima
sisteminde kullanilan hedeflendirmede 6nemli bir etkendir. Bu duruma Artmis
Gegcirgenlik ve Alikonma (EPR) denmektedir.

Sekil 1. Normal ve Tiimorliit Doku Arasindaki Farklar (Danhier Ve Ark., 2010)

Bunun yani sira, nanotasiyict sistemlerin 6rnegin; Polietilen glikol (PEG) gibi
hidrofil polimerlerle kaplanmasi ve bu sekilde suyu iginde tutarak su kabargigi
haline getirilmesi miimkiin olmaktadir (Rosler ve ark., 2001). Bu islem
nanotasiyici sisteme bazi avantajlar kazandirmaktadir ki; bunlardan bir tanesi EPR
etkisiyle tlimor hiicresini hedefleme ve digeri ise, geleneksel ilaglarin temizlenme



sistemi olan retikiiloendotelyal sistemden (RES) nanotasiyici sistemin
korunmasidir (Li ve Huang, 2008).

Nanotastyict sistemlerin  kilcal damar c¢eperinden geg¢mesi i¢in, boyutunun
yaklasik 300 nm’den daha kiiclik olmasi gerekmektedir. Ciinkii, nanotasiyici
sistemin etkisini gosterebilmesi i¢in (6zellikle hedeflendirilmis sistemler) kan
dolasiminda siiriiklenmesinin yani sira hedef bolgede kilcal kan damar ¢epherini
as1p hiicresel bir cevaba neden olmasi gerekmektedir (Narang ve Varia, 2011).

Pasif hedeflendirme

Pasif hedeflendirme; dogal fizyolojik islemler ya da pasif faktorler araciligr ile
kolloidal partikiillerin belirli bolgelere tasinma islemidir (Morachis ve ark., 2012;
Gabizon, 2001; Moghimi ve ark., 2001).

Nanotasiyic1 ~ sistemin  partikiil boyutu pasif hedeflendirmedeki etkin
parametrelerdendir (Onyiiksel ve Banerjee, 2011).

Yukarida bahsedilen RES ile hidrofobik yilizeye sahip kiiciik partikiiller kan
dolasiminda plazma bilesenleri tarafindan hizla kaplanir ve daha sonra RES
tarafindan yikima ugratilir. Nanotasiyict sistemin RES tarafindan tespit

edilememesi ve kan dolasiminda tasmarak hedeflenen bdlgede birikmesi
gerekmektedir (Lim ve ark., 2012).

Pasif hedeflendirme hastaliklarin patofizyolojisine, hasta dokularin EPR
ozelligine dayanir. Intravenéz uygulanan mikro ya da nano partikiillerin
boyutunun damarlarda tikaniklik olusturmamasi ve zararli etki gostermeden
damarlarda dolagsmasi ve hedef bolgeye ulagsmasidir (Koo ve ark., 2005; Keller,
2009). Genelde 100 nm’nin altindaki tasiyicilarin etkili bir sekilde hasta dokuya
gectigi ongoriiliir. Fakat bazi subkiitan tlimorlerin delik boyutunun 380-720 nm
arasinda degistigi belirlenmistir (Hobbs ve ark., 1998; Hashizume ve ark., 2000).

Ayrica partikiillerin bobreklerden filtre edilmemesi i¢in 10 nm’den biiyiik olmasi
gerekmektedir. (Manish ve Vimukta, 2011).

Aktif hedeflendirme

Tastyict sistemin hedeflendirmesini arttirmak ic¢in dokularin ve hiicrelerin
biyolojik, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden faydalanilir. Nanopartikiillerin aktif
hedeflendirilmesinde kimyasal (pH, reaktif oksijen tiirleri, proteazlar) ve fiziksel
(1s1, manyetik alan) faktorlerden ya da spesifik baglanma ve hiicreye penetre olan
peptitler ile hedeflendirme gibi yontemler kullanilmaktadir (Cho ve ark., 2008).



Nanopartikiil la¢ Tastyic1 Sistemler

Nanopartikiiller submikron boyutlarda, dogal ya da sentetik polimerlerden,
seramik ya da inorganik elementlerden hazirlanan kati kolloidal ilag tasiyici
sistemlerdir. Ila¢ nanopartikiil icinde ¢dziinmiis ya da tutulmus olabilecegi gibi
yiizeyine absorbe edilmis de olabilir (Sekil 2). Ayrica partikiiliin yiizeyi modifiye
edilerek kan dolasiminda daha uzun siire kalmasi saglanabilir, aktif ya da pasif
hedeflendirmeye uygun olarak hazirlanabilir (Soppimatha ve ark., 2001; Singh ve
Lillard, 2009). Nanopartikiiliin yiizey yiikii anyonik ya da katyonik materyallerle
kaplanarak ayarlanabilir ve hedef doku ya da hiicre ile daha iyi etkilesime giren
formiilasyonlar hazirlanabilir, salim profili kontrol edilebilir. Tim bu
Ozelliklerden dolay1 nanopartikiiler ilag tagima sistemler konvansiyonel ilag
tasiyici sistemlere gore daha etkin tedavi saglamaktadir (Hans ve Lowman, 2002).

Ilag tastyic1 sistemlerin partikiil biiyiikliigii ¢ok énemlidir. Partikiil biiyiikliigiine
gore ilag tastyict sistemler farkli doku ve organlarda birikmektedir (Gaumet ve
ark., 2008). Iyi bir ilag tasiyici sistemin partikiil boyutu kan damarindan
sizmayacak kadar biiylik, mononuklear fagositik sistem tarafindan da
farkedilmeyecek kadar kiiglik olmalidir (Singh ve Lillard, 2009).

Nanokiireler ve Nanokapsiiller

Nanokiireler ilacin polimerik kiire i¢inde dagildig: gibi yiizeye absorbe ya da
konjuge halde olabildigi polimerik bir matriksten olusan sistemlerdir.
Nanokiirelerde ilag salimimi polimerik yapimin arasindan diflize olma ya da
polimerik yapinin pargalanmasi ile ya da bu iki durumun es zamanli olmasiyla
gerceklesir (Singh ve Lillard, 2009; Brigger ve ark., 2002).

Nanokapsiiller ilacin yagli i¢ ¢ekirdekte ya da dagilmis halde bulunabildigi gibi
yiizeye absorbe ya da konjuge halde de bulunabildigi polimerik bir zarf ve yaglh i¢
cekirdekten olugan membran tipi ilag tasiyict sistemlerdir. Nanokiirelere gore ilag
salim hiz1 daha yavas ila¢ yiikleme kapasitesi ise daha yliksektir. Nanokiire ve
nanokapsiil hazirlama arasindaki en biiyilik fark organik faza ¢ekirdegi olusturan
yag eklenmesidir. Polimer zincirleri ve varsa yilizey etkin madde bu cekirdegin
etrafinda polimerik bir film tabakasi olusturur (Singh ve Lillard, 2009; Mora-
Huertasa ve ark., 2010).
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Sekil 2. Nanopartikiil ila¢c Tasima Sistemleri (Kumari ve ark., 2010)

Nanopartikiiler Sistemlerde Kullanilan Polimerler

Tastyic1 sitemlerin hazirlanmasinda dogal ya da sentetik olmak {lizere iki tip
polimer kullanilir. Dogal polimerler hidrofilik 6zellikte olup bitki ya da
hayvanlarda bulunurlar. Molekiil agirliklar1 ve bilesimleri birbirinden farkli
olabilen dogal polimerler biyouyumlu ve biyopargalanir o6zellige sahiptirler.
Sentetik polimerlerin fizikokimyasal 6zellikleri dogal polimerlere gére daha kolay
kontrol edilebilir.

Nanoatasiyic1 sistemlerde biyoparcalanir veya biyoparcalanmayan polimerler
kullanilabilir. Materyalin fizyolojik ortamda enzimlerle parcalanmasi ya da
hidrolize olarak kimyasal bozunmasi biyoparcalanma olarak adlandirilir.
Biyopargalanmanin kaynag1 enzimatik, kimyasal ya da mikrobiyolojik olabilir ve
es ya da farkli zamanlarda etkili olabilir (Pillai ve Panchagnula, 2001).

Cizelge 2’de nanotasiyici sistemlerde kullanilan polimerler siniflandirilmistir.



Cizelge 2 . Nanotasiyic1 Sistemlerde Kullanilan Polimerler (Zirh-Giirsoy, 2014)

Siniflandirma

Polimer

Dogal Polimerler
*Protein-bazli polimerler

*Polisakkaritler

Kolajen, albumin, jelatin

Agaroz, kitozan, hiyaliironik asit, aljinat, karagen,
dekstran, siklodekstrinler

Sentetik Polimerler

Biyoparcalanir olan

Poliesterler

Polianhidritler

Poliamitler

Fosfor-bazli polimerler

Digerleri

Biyoparcalanir olmayan

Seliiloz tlirevleri

Silikonlar

Akrilik polimerler

Digerleri

Poli(laktik asit),poli(glikolik asit), poli(hidroksi biitirat),
poli(e-kaprolakton), poli(B-malik asit), poli(dioksanonlar)

Poli(sebazik asit), poli(adipik asit), poli(terftalik asit) ve
cesitli kopolimerler

Poli(imino karbonatlar),poliamino asitler

Polifosfatlar, polifosfonatlar,polifosfazenler

Poli(siyano akrilatlar), Poli iiretanlar, poli orto esterler,
polidihidropiranlar, poliasetaller

Karboksimetil seliiloz, etil seliiloz, seliilloz asetat, seliiloz
asetat propiyonat, hidroksipropil metil seliiloz

Polidimetil siloksan, Kolloidal silika

Polimetakrilatlar, poli(metil metakrilat), poli hidro (etil-

metakrilat)

Polivinil pirolidon, etil vinil asetat, poloksamerler,
poloksaminler




Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

PLGA laktik ve glikolik asit siklik dimerlerinin birbirine ester bagi ile baglandig:
rastgele halka ac¢ilim kopolimerizasyonu ile elde edilen sentetik bir kopolimerdir
(Astete ve Sabliov, 2006). Farkli ilag tagima sistemlerinde PLGA, FDA (Food and
Drug Administration) ve EMA (European Medicine Agency) tarafindan
onaylanmustir (Danhier ve ark., 2012).

Laktik asit ve glikolik asit monomer igeriginin orani; PLGA’in Kristallik derecesi,
mekanik kuvvet, sisme kapasitesi ve hidroliz kapasitesi gibi bir¢ok 06zelligini
etkilemektedir. Ormegin PLGA (50:50)’in hidrolizi her iki momomerden birinin
fazla olduguna gore kiyaslandiginda daha hizli hidroliz oldugu gériilmiistiir (Li ve
Mc Carthy, 1999; Park, 1994).

PLGA, su varliginda ester baglarinin hidrolizi ile tamamen biyopargalanirdir
(Sekil 3). Laktik asit ve glikolik asit endojendir ve viicutta Krebs dongiisiinde
metabolize edilerek, CO, ve H2O olarak elimine edilebilir ya da degisime
ugramadan bdobreklerden atilabilir (Muthu, 2009; Kumari ve ark., 2010). Bu
yiizden ila¢ taginmasinda ve biyomateryal uygulamalarinda PLGA’in sistemik
toksisitesinin ¢ok az oldugu in vitro ve in vivo ¢alismalarda biyouyumlu oldugu
gosterilmistir (Athanasiou ve ark., 1996).

) H* O @)
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PLGA Laktik Asit Glikolik Asit
Metabolik Yol

Sekil 3. PLGA’in Hidrolizi (Kumari ve ark., 2010)

PLGA nanopartikiilleri ¢ogunlukla emiilsifikasyon-difiizyon (Sahana ve ark.,
2008), solvent emiilsion-buharlastirma (Zambaux ve ark., 1999), interfasiyal
pozisyon (Reis ve ark., 2006) ve nanog¢oOktiirme (Barichello ve ark., 1999)
metotlar1 ile hazirlanmaktadir. PLGA nanopartikiilleri paklitaksel (Fonseca ve
ark., 2002), 9-nitrokamptotesin (Derakhshandeh ve ark., 2007), sisplatin
(Avgoustakis ve ark., 2002) gibi gesitli antikanser ajanlarin enkapsiilasyonunda



kullanilmistir.
Poli (etilen glikol) (PEG)

PEG 300-100000 Da molekiil agirligr araliginda, etilen glikol monomerinin
polimerizasyonuyla sentezlenen sentetik bir polieterdir. PEG biyoparcalanir bir
polimer degildir ve viicutta degisime ugramadan bobreklerden atilir. PEG bu
dezavantajina ragmen oldukca biyouyumludur ve Ozellikle diisiik molekiil
agirhikta olanlar1 dokularda birikmeye neden olmamaktadir (Locatelli ve
Franchini, 2012).

PEG’in toksik olmadigi gosterilmis ve farkli farmasotik formiilasyonlarda tagiyict
olarak FDA tarafindan onaylanmistir. (Fuertges ve Abuchowski, 1990)

O
H nOH

Sekil 4. Poli (etilen glikol) (PEG)’iin Molekiil Formiilii

Biyolojik olarak inert olan PEG, nanopartikiiliin yiizeyine inert olarak baglanir
(Alayautdin ve ark., 1997; Kreuter ve ark., 2003).

PEG, hidrofilik ve noniyonik bir polimer (Tobio ve ark., 2000; Kumari ve ark.,
2010) olmasi nedeniyle nanopartikiiliin kandaki yarilanma Omrii uzamaktadir.
Bununla birlikte, PEG non-iyonik bir 6zellige sahiptir ve bundan dolayrt DNA gibi
yiiklii biyolojik molekiillerle karsilastiginda etkilesime girmemektedir (Knop ve
ark., 2010).

PEG organik ¢oziiciilerde oldukga iyi ¢oziindiigiinden u¢ grup modifikasyonlari
kolayca yapilabilir. Bunun yaninda, PEG suda ¢6ziinebilir, toksisitesi diisiiktiir ve
biyolojik uygulamalara uygundur. Hidrofobik ila¢ ya da tasiyiciya baglandigi
zaman onun sulu ortamdaki ¢6ziiniirligiinii artirmaktadir (Knop ve ark., 2010).

PEG’in biyoparcalanir olmamasi bir dezavantajdir. Bu yiizden diisiik molekiil
agirligindaki PEG tercih edilmelidir. Ancak molekiil agirligi 400 Da’un altindaki
oligomerlerin insan i¢in toksik oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla 400 Da’un
tizerindeki molekiil agirliklart tercih edilmelidir (Herold ve ark., 1989; Hinds,
2005)



PEGilasyon

Nanopartikiiler ila¢ tastyici sistemler icin viicutta belirli bir sirkiilasyon zamani
gereklidir. Ancak viicut hidrofobik partikiilleri yabanci olarak tanimlar (Kumari
ve ark., 2010 Brigger ve ark., 2002). RES bu partikiilleri kan dolasimindan
uzaklagtirarak karaciger ve dalaga yonlendirir. Bu mekanizma nanopartikiile
dayali ila¢ tasima sistemleri i¢in en biiyiik biyolojik engellerdendir (Kumari ve
ark., 2010; Danhier ve ark., 2012). Nanopartikiillerin yiizeyinin modifiye edilerek
hidrofilik polimerik zincirlerin eklenmesiyle partikiiller 6nemli dlgiide
opsonizasyon ve sonrasinda fagositoza karsi sterik olarak stabilize olur
(Avgoustakis, 2004). Partikiiliin fagozite edilmeden uzun siire kan dolasiminda
kalmasin1 saglamak i¢in PLGA gibi hidrofobik yiizeye sahip ilag tagima
sistemlerinin yilizeyi PEG gibi hidrofilik bir polimerle kaplanabilir.

[lag tagima sistemlerinde kullailan ilk PEG 20 yil nce piyasaya siiriilmiistiir. PEG
polimerlerin saklanmasinda altin standarttir. 1990 yilinda ABD’de PEG ile
adenozin deaminaz ilk onaylanan polimer-protein konjugati olmustur (Greenwald
ve ark., 2003).

PLGA-b-PEG

PLGA  mikropartikiiliinin =~ dis  ylizeyinin PEG ile kaplanmasiyla
farmakokinetiginin etkilendigi bilinmektedir. Partikiiliin yarilanma dmriinde ciddi
bir artis olmus ve kaplanmamis partikiiller enjeksiyondan yalnizca 5 dakika sonra
karaciger tarafindan uzaklastirilirken, PEG kapli partikiillerin ise sadece % 30’u 2
saat sonra yakalanmigt1 (Gref ve ark.,1994).

PLGA-b-PEG kopolimeri PLGA ve PEG ile kiyaslandiginda yeni farkli bir
biyomateryal olarak karsimiza ¢ikmaktadir. PLGA-b-PEG, PLGA’in
biyobozunurluguna ve biyouyumuna sahip olmasmnin yaninda PEG’in
saklanabilme ozelligine sahiptir. Ayrica PLGA-b-PEG tek basina PLGA ya da
diger tip PLGA-PEG kopolimerlerinden daha iyi misel formu olusturmaktadir
(Locatelli ve Franchini, 2012). PLGA-b-PEG kopolimeri amfifiliktir.

O O
H3C+O—CH2—CH2LO[( (': (|:H O (@— CHz—o—};—H
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PEG Blok b ~7 =4
(Hidrofilik) PLGA Blok

(Hidrofobik)

Sekil 5. mMPEG-PLGA’in Molekiil Formiilii (http-1)
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Polimerlerin Sekillendirilmesiyle Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

Alkilsiyanoakrilatlar ve poli (dialkilmetiliden malonat) disinda ¢ogu monomer
sulu ortamda biyobozunur ya da biyobozunmayan polimerlere doniisiimii
saglayan misel polimerizasyonu i¢in uygundur. Ayrica polimerizasyon ortaminda
kalan monomer, oligomer, yilizey etkin madde gibi kalintilar kolloidal materyalin
saflagtirillmasiyla giderilse de az ya da ¢ok toksik etkiye neden olabilir. Bu
sinirlamalar1 6nlemek i¢in monomerler yerine polimerlerin sekillendirilmesiyle
nanopartikiillerin hazirlanmasi tercih edilmektedir (Reis ve ark., 2006).

Etkin maddenin fizikokimyasal yapis1 ve ¢Oziiniirligi, polimer vizkozitesi,
bilesimi ve molekiil agirligi, etkin madde/polimer orani, organik ¢oziiciiniin tipi,
sicaklik, karigtirma hizi ve siiresi gibi etkenler partikiil iiretimini etkiler (Jain,

2000).

Cizelge 3’de (Alonso, 1996) sik kullanilan nanopartikiil hazirlama yontemleri

verilmistir.

Cizelge 3. Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri (Alonso, 1996)

*Aljinat, Kitosan

*Sulu ortamda desolvasyon ve
¢apraz baglanma
*Sulu ortamda capraz baglanma

Polimer Tipi Hazirlama Yontemi Etkin Madde
Hidrofilik *S/Y emiilsiyonunun 181

denatiirasyonu ve capraz | Hidrofilik,Protein
*Albumin, Jelatin baglanma

Hidrofilik,Protein

*Poli(alkilsiyanoak
rilat)(PACA)

*Poliesterler
(PLA,PLGA,PECL)

*Coziicii buharlastirilmasi
*(Coziicli yerdegisimi
*Tuzla ¢oktiirme

*Dekstran *Organik ¢ozliciden polimer
¢Oktiirmesi Hidrofilik
Hidrofobik *Emiilsiyon polimerizasyonu Hidrofilik
*Yiizeyler arasi polimerizasyon | Hidrofobik

Hidrofilik/Hidrofobik
¢oziciilerde ¢oziinen

Polar

Emiilsifikasyon/Coziicii Buharlagtirma Yontemi

Coziicli buharlastirma polimerik nanopartikiilleri hazirlamak i¢in kullanilan en
yaygin tekniktir. Ug tip emiilsiyon hazirlama yontemi vardir. Bunlar;

» Yag i¢inde su fazi (s/y)

» Suiginde yag fazi (y/s)

» s/y/s emiilsiyonu gibi tek ve ¢ift emiilsiyon hazirlama yontemleridir.
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Emiilsifikasyon ¢oziicli buharlagtirma metodu sulu fazdaki polimer soliisyonunun
emiilsifikasyonunu igeren birinci basamak ve polimer ¢oziiciisiiniin ugurulmasini
ve nanokiire olarak polimerin ¢okertilmesini i¢eren ikinci basamaktan olusur.

Etkin maddenin ¢oziindiigii polimerin i¢inde bulundugu organik ¢ozelti, ¢oziicii
olmayan kloroform ya da etil asetat gibi siispansiyon ortaminda yiiksek enerjili
homojenizasyon ile (Tice ve Gilley, 1985), emiilsifiye edici ajan kullanilarak
nanodamlaciklar olusturulur. Emiilsifiye edici ajan olarak sulu fazda jelatin, poli
(vinil alkol), polisorbat 80, poloksamer 188 vb. kullanilir (Soppimatha ve ark.,
2001). Emiilsifiye edici ajanlar amfifilik o6zelliktedir ve iki faz arasindaki
yiizeylerarasi serbest enerjiyi diisliriirerek stabiliteyi destekler. Bunun yani sira,
damlacik yiizeyinde bir yiik ya da sterik engel olusturmasi, birlesmeyi ve
topaklasmay1 (flokiilasyon) oOnler. Etkin madde polimer matriksin arasinda
dagilmig halde polimerik nanokiire formunun olusmasiyla ¢oker. Coziicii, basing
altinda sicakligin yiikseltilmesiyle ya da siirekli karistirma yoluyla ugurulur
(Soppimatha ve ark., 2001). Katilagan nanopartikiiller ultrasantrifiij ile toplanir ve
distile su ile bir ka¢ kez yikanarak reaksiyon ortaminda bulunan enkapsiile
olmayan ilag, yiizey etkin madde gibi istenmeyen maddelerin uzaklagsmasi
saglanir. Karigtirma hizi, ¢6ziicli ajanin tipi ve miktari, organik ve sulu fazin
viskozitesi ve sicaklik, olusan partikiiliin boyutunu etkiler (Tice ve Gilley, 1985).

Sekil 6’de Emiilsifikasyon/ ¢6ziicli buharlastirma yontemi sematize edilmistir.

---------

Sekil 6 . Emiilsifikasyon/ Coziicii Buharlagtirma Yontemi (Reis ve ark., 2006)

Farkl1 emiilsiyon tipleri olmasina ragmen yag/su emiilsiyonu ilgi ¢ekicidir. Cilinkii
nonsolvent olarak su kullanilir ve bu prosesi kolaylastirir, ekonomik hale getirir,
yikama basamagini iyilestirir ve aglomerasyonu onler (Aftabrouchard ve Dorlker,
1992). Ancak bu metod yalnizca yagda c¢oziinebilen ilaglarda kullanilir ve
homojenizasyonda yiiksek enerji gerektirmesi gibi smirlamalart  vardir
(Soppimatha ve ark., 2001). PLA (Gurny ve ark., 1981; Ueda ve Kreuter, 1997),
PLGA (Tabata ve lkada, 1989), etilseliiloz (EC) (Bodmeier ve Chen, 1990),
seliiloz asetat fitalat (Alleman ve ark., 1993), poli (e—kaprolakton) (PCL) (Gref ve
ark., 1994; Lemarchand ve ark., 2006), ve poli (h-hidroksibutirat) (PHB) (Koosha
ve ark.,1987; Koosha ve ark., 1989) gibi polimerler siklikla kullanilir. Albumin
(Landry ve ark., 1996), testesteron (Gurny ve ark., 1981), loperamit (Ueda ve
Kreuter, 1997; Ueda ve ark., 1998), prazin-quantel (Mainardes ve Evangelista,
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2005), siklosporin A (Jaiswal ve ark., 2004; Sanchez ve ark., 1993), nukleik asit
(Prabha ve ark., 2002), and indometasin (Bodmeier ve Chen, 1990) gibi ilag¢ ya da
model ilaglar enkapsiile edilir.

Cift emiilsiyon metodu ise suda ¢oziinen ilaclarin hapsedilmesinde kullanilan bir
yontemdir. Genellikle polimer organik c¢oziicii icinde c¢oziinerek yag fazini
olustururken, su fazinda da stabilizér bulunmaktadir.

Coziicii Yer Degistirme (Nanogoktiirme) Yontemi

Fessi ve ark. tarafindan gelistirilen nanog¢oktiirme metodu polimerik
nanopartikiiller iiretmek i¢in kullanilmaktadir ve ¢oziicli yer degistirme metodu
olarak da isimlendirilmektedir (Fessi ve ark., 1989; Dinarvand ve ark., 2011).

Cozicii yer degistirme yontemi yiizey etkin madde varliginda ya da yoklugunda
sulu ortamda organik c¢oziiciiniin diflizyonu ve organik ¢ozeltiden polimerin
sekillenerek ¢okelmesini kapsar (Fessi ve ark., 1989; Ganachaud ve Katz, 2005).
Polimer nanokiire olusumuyla sonuglanarak suya karigabilen orta derecede
polariteye sahip ¢oziiciide ¢ozdiiriiliir. Aseton bu yontem icin en ¢ok kullanilan
¢oziicii olmakla birlikte etanol, hekzan, diklorometan gibi organik ¢oziiciiler de su
ile karisabilir oldugundan ve kolaylikla buharlagabildiginden dolay1 tercih edilir.
Olusan bu faz stabilizor iceren sulu faza eklenir. Bu sirada ¢oziiciiniin hizli
difiizyonu nedeniyle nanopartikiiller hemen olusmaktadir. Coziicii ise daha sonra
manyetik karistirict ile siirekli karistirilarak ya da evaporasyon ile ugurularak
reaksiyon ortamindan uzaklastirilir. Kolloidal polimerik partikiillerin olusumunu
kolaylagtirmak i¢in ilk basamakta polimerin ¢oziinmedigi, ¢Oziicilye tamamen
karigabildigi faz ayrimiyla gergeklestirilebilir (Vauthier ve ark., 2003).
Nanocoktiirme metoduyla organik faza kiiclik miktarda toksik olmayan yag
ilavesiyle nanokapsiil de hazirlanabilir. Nanokapsiilin yaga dayali merkezi
boslugu g6z oOniinde bulunduruldugunda genellikle lipofilik ilaglar i¢in yiiksek
yiikleme etkinligi gosterdigi goriilmiistiir (Quintanar-Guerrero ve ark., 1998).

Sekil 7°de ¢oziici yer degistirme (nanogoktiirme) yontemi sematize edilmistir.

Orgunik Cozmiti A | . J - '.. QO Ueis v Kabuvt }

e
Pt + Hug + Pobe \ > 3 - I~
el (W EU T S| ne |
1 .« YoR / -. < ) |
i - - :

Sekil 7. Coziicii Yer Degistirme (Nanocoktiirme) Yontemi (Reis ve ark., 2006)

Polimerin ¢oziindiiriilmesi i¢in kullanilan aseton/diklorometan ilacin hapsedilme
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oranini artirmasina ragmen, diklorometan partikiil boyutunu artirir (Wehrle ve
ark., 1995). Bu metod, sulu faz ile ¢oziiciiniin karigabilirliginden dolay1 lipofilik
ilaglar i¢in uygundur (Barichello ve ark., 1999), ve suda ¢oziinebilen ilaglarin
enkapsiilasyonu i¢in etkili bir yontem degildir. Bu metod PLA (Nemati ve ark.,
1996), PLGA (Barichello ve ark., 1999), PCL (Molpeceres ve ark., 1996), ve poli
(metil vinil eter-ko-maleik anhidrid) (PVM/MA) (Irache ve ark., 2005; Arbos ve
ark., 2002) gibi polimerler i¢in uygundur.

Organik fazin sulu faza eklenmesi, organik fazin sulu faza eklenme hizi, sulu
fazin karigtirma orani, organik faz hacminin sulu faz hacmine orani, bilesenlerin
konsantrasyonu gibi etmenler olusan nanopartikiillerin karakterizasyonunu
etkilemektedir (Rao ve Geckelera, 2011).

Emiilsifikasyon/Coziicii Difiizyon Yontemi

Polimer propilen karbonat gibi kismen suda ¢oziinen ¢oziiciide ¢oziindiiriiliir ve
her iki sivinin da baslangi¢c termodinamik esitlige gelmesi i¢in su ile doyurulur.
Polimerik nanopartikiil ¢okeltisini tiretmek i¢in organik ¢oziicii kismen su ile ya
da diger bir organik ¢oziiziicii ile karigtigi zaman suyun fazlasi ile seyreltilmesi
yoluyla disperse fazin ¢oziiciisliniin diflizyonunu tesvik etmek gereklidir. Daha
sonra polimer-su stabilizor igeren sulu fazda emiilsiye ¢oziizii faz1 ile doyurulur
ve bu dis faza ¢oziicii diflizyonuna ve nanokiire ya da nanokapsiil olusumuna yol
acar. Son olarak ¢6ziicii kaynama noktasina gore evaporasyon ya da filtrasyon ile
uzaklastirilir (Reis ve ark., 2006).

Sekil 8’da Emiilsifikasyon/¢oziicii diflizyon yontemi sematize edilmistir.

Organik Cozalt! :
Podimer ¢ Suda kismen

cozlanmbilen ¢dzdied Coztcy

miod e SN (=) O uzekiaytirma
> [0S oS ) M Basanes
Sulu Cozelts: i ——___. (=
Su ermsinde stabwiiz or

Sekil 8. Emiilsifikasyon/Coziicii Difiizyon Yontemi (Reis ve ark., 2006)

Method yiiksek enkapsiilasyon etkinligi, homojenizasyona ihtiya¢ duyulmamasi,
yiiksek tekrar iiretilebilirlik, kolay uygulanabilir olmasi, dar boyut dagilimi gibi
avantajlara sahipken siispansiyondan elimine etmek ic¢in yliksek miktarda su
kullanim1 ve emiilsifikasyon boyunca doymus sulu faza suda ¢6ziinebilen ilacin
salinimi ile enkapsiilasyon etkinliginin azalmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Bu
metodla tiretilmis ilag yiiklii nanopartikiillerden bazilar1 mesotetra (hidroksifenil)
porfirin-yiikli PLGA (p-THPP) nanopartikiilleri (Vargas ve ark., 2004; Konan ve
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ark., 2002), doksorubisin-yiiklii PLGA nanopartikiilleri (Yoo ve ark., 1999),
plasmid DNA-yiiklii PLA nanopartikiilleri ( Perez ve ark., 2001), kumarin-yiikli
PLA nanopartikiilleri (Lu ve ark., 2005), indosiyanin (Saxena ve ark., 2004),
siklosiporin (Cy-A)-yiiklii jelatin and siklosiporin (Cy-A)-yiiklii sodium gilikolat
nanopartikiilleri (EI-Shabouri,2002)’dir.

Tuzla Coktiirme Yontemi

Tuzla c¢oktirme metodu c¢ok sik olarak kullanilmamakla  birlikte
emiilsifikasyon/coziicli diflizyon yonteminin modifiye halidir. Bu metotda, etkin
madde ve polimer aseton gibi su ile karigabilen bir ¢oziiclide ¢oziindiiriildiikten
sonra tuzla ¢oktiirme ajani1 (magnezyum kloriir, kalsiyum kloriir ve magnezyum
asetat gibi elektrolitler ya da sukroz) ve polivinil pirolidon ya da hidroksietil
seliiloz gibi stabilizator igceren su fazina karistirma ortaminda eklenmektedir.
Tuzla ¢oOktiirme ajant etkin maddenin ve polimerin su igerisindeki
¢Oziiniirliiklerini azaltmaktadir. Nano boyutta partikiiller organik ¢6ziicii su fazina
difiize oldugunda disarida kalan polimer ve etkin madde su igerisinde de
¢ozlinemeyince olusturmaktadir (Schmidt ve Lamprecht, 2009). Son {irlinde ilag
saliminda yan etki olusturabilecek yiiksek oranda tuzun bulunmasi yontemin
dezavantajlarindan biridir.

Organik Cozmiti f |
Polimer + Aseton . ) |
icerisinde llag H Pl o / H O ¢ Sulu faza L D
e < O \, sastonun N2
] | S| e B ) sworvons B )|
Sulu Cozelt) " 'S ~ < ¢
Stabikzor ve Su tan ar

Sekil 9 . Tuzla Coktiirme Yontemi
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Kanser

Bakterilerden viriislere, radyasyondan kalitima, c¢evresel faktorlerden beslenme
aligkanligina ve kimyasallara kadar bir¢cok faktér kanser olusumuna neden
olmaktadir (Williams, 2001; Williams, 1992).

Kanserde degisiklige ugramis genler hiicre siklusu, apoptoz ve diferansiasyon
olmak iizere ii¢ ana biyolojik yolu etkiler. Bu yollardan birinde olusan aksamalar,
bir digerinde ciddi sonuglara neden olabilir (Corn ve El-Deiry, 2002).

Tiimdr olusumu, neoplastik transformasyon ve neoplastik gelisim olmak iizere
ikiye ayrilir. Onkogenez ve karsinogenezde ilk basamagi neoplastik
transformasyon olusturmaktadir (Berenblum, 1974; Elenbaas ve ark., 2001).
Neoplastik  transformasyon  kendiliginden olabilecegi gibi baz ¢ifti
degisikliklerini, mispairing, delesyon, translokasyonlar1 ve amplifikasyonlar1 gibi
cesitli sekillerde indiiklenerek de olusabilir (Devereux ve ark., 1999). Yani
neoplastik transformasyon, DNA replikasyonunun ve tamir mekanizmalarinin
diizgiin ¢alismamasi sonucu hiicrelerde olusan mutasyonlarin sonucudur.
Onkogenezin ikinci basamagi olan neoplastik gelisme, kanser hiicresinin klonal
proliferasyonuna yol acarak (Devereux ve ark., 1999; Nowell, 1976), once
cevre dokulara sonra da uzak dokulara yayilarak biiyiimesini saglar (Butterworth
ve ark., 1992).

Karaciger Kanseri (Hepatoseliiler Karsinoma)

Hepatoseliiler karsinoma (HSK) olarak bilinen hepatositlerden kdken alan primer
karaciger kanseri diinyada kanserle iliskili 6liimlerde 3., en sik goriilen kanserler
arasinda ise 5. siradadir. Diinya genelinde yilda 250 bin ile 1 milyon arasinda
insanin 6liimiine yol agmaktadir (Munoz ve Bosch, 1989; Okuda, 1992).

HSK’nin patofizyolojisi tam anlasilamamakla birlikte karacigerin fonksiyonunu
nipseten kaybetmesi, 0Ozellikle siroz zemin hazirlayan bir durumdur.
Hepatokarsinojenez epigenetik ve genetik birikimlerle kompleks olarak iliskili bir
stiregtir. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve apoptozun baskilanmasiyla, kanserli
hiicrelerin hayatta kalmasini etkileyen birgok faktoriin artan ekspresyonu, hiicresel
olaylara eslik etmektedir. HSK’nin tedavisi igin hiicresel, fizyolojik ve hastaligin
molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi i¢in arastirmalar devam etmektedir
(Aravalli ve ark. 2008; Okuda 2000; Wang ve ark. 2002; Cho ve ark. 2010).
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Vinkristin Siilfat

Vinkristin, Silfat, Madagaskar orjinli
Cezayir meneksesi olarak da bilinen
Cathoranthus Roseus (Vinca Rosea) isimli
bitkiden izole edilen alkoloidin siilfat
tuzudur. Kimyasal formiili
C46H56N4010.H2SO4,  molekiil  agirhigi
923,1g/mol diir. Dihidroindol yapis1 igeren
vindolin ile indol yapist igeren
katarantinin C-C bagi ile baglanmasiyla
meydana gelmektedir (Neuss ve ark.,
1962; Burns, 1972). Suda (50mg/ml),
metanolde (20mg/ml) ve etanolde ¢oziiniir.

Sekil 11. VS’in Molekiil Formiilii (http-2)

Vinkristin’in Tedavide Kullanimi

VAR
ONCOVIN'
LIGUID
1 mg/‘l mi

Nur fur
o
itrwuandwsn Ink

-

Sekil 12. Oncovin ilaci (http-3)

1957 yilinin Aralik ayinda ilk Vinca Rosea ekstrakti
yapilmigtir. O donem  leurokristin  olarak
adlandirilan vinkristinin ilk basarili klinik kullanimi
1962 de Noble tarafindan gerceklestirilmistir
(Giddinga ve ark., 1999). Vinkristin
Dr.J.G.Armstrong 6nderliginde bir grup tarafindan
gelistirilip Temmuz 1963’te FDA tarafindan
Oncovin ticari adiyla onaylanmistir. Eli Lilly ve
sirketi tarafindan piyasaya siiriildi. Akut lenfositik
l6semi, myeloid losemi, Hodgkin lenfomasi,
Hodgkin dis1 lenfomalar testikiiler karsinoma,
kiiclik hiicreli anaplastik akciger karsinomast,
sarkom, noOroblastoma, meme kanseri, serviks
kanseri, multipl myeloma gibi bir¢ok kanser tiiriinde
etkilidir.
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g-Viniferin

e-viniferin “Vitis Vinifera”Vitis coignetiae” “Dryobalanops aromatica”dan
izole edilen stilbenoid ailesine ait resveratrol tiirevidir (Privat ve ark., 2002;
Wibowo ve ark., 2011). Molekiil formiilii C28H2206, molekiil agirligi 454.48g/mol
diir.

2 OH

Sekil 13. Trans-resveratrol(1) ve g-viniferin’in(2) Molekiil Yapis1 (Amalfitano ve ark., 2000)

Resveratrol ve e-viniferin’in antiinflamatuvar (Chen ve ark., 2010; Kang ve ark.,
2010) antioksidan (Jang ve Surh, 2001; Chen ve ark., 2004; Chen ve ark., 2009)
ve antikarsiyojenik Ozellikleri (Saiko ve ark.,, 2008, Bai ve ark,
2010 and Zghonda ve ark., 2011) gibi saglik {izerindeki faydalar1 gosterilmistir
(Vang ve ark., 2011)

e-viniferinin resveratrole gore daha yiiksek biyolojik aktivitesinin bulundugu
gosterilmistir (Zghonda ve ark., 2011). Uziim asmasindaki e-viniferin igerigi

resveratrole gore daha yiiksek olmasina ragmen yeterince ¢alisilmamistir.
(Landrault ve ark., 2002; Mazauric ve Salmon, 2005; Vitrac ve ark., 2005).

e—Viniferin’in 16semi b-hiicrelerinde apoptozu indiikledigi (Kolb ve Billard, 2004)
sigan hepatositleri {izerinde karacigeri koruyucu etkisinin oldugu (Oshima ve ark.,
1995), insan sitokrom P450 enzimlerini inhibe ettigi (Piver ve ark., 2003) ve
antioksidan kapasiteye sahip oldugu (Privat ve ark., 2002) gosterilmistir.
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GERECLER

Kullanilan Maddeler

Tez calismasi kapsaminda kullanilan tiim maddeler Cizelge 4°te verilmistir.

Cizelge 4. Tez Calismasinda Kullanilan Maddeler

Kimyasal Marka

Poli(etilen glikol)metil eter-blok-poli(laktid- | Sigma Aldrich, ABD
ko-glikolid)

Vinkristin Siilfat Sigma Aldrich, Cin
E-Viniferin Applichem, Almanya
Aseton Sigma Aldrich, ABD
Pluronic F68 D-Basf,Almanya
Kumarin-6 Sigma Aldrich, ABD

Fetal Bovin Serumu(FBS)

Biochrom, Berlin

Penisilin-Streptomisin

Gibco, ABD

Tripsin-EDTA Biochrom, Berlin
Dulbecco’nun  Minumum Esansiyal Ortam | Sigma Aldrich, ABD
(DMEM)

Dimetil siilfoksit Sigma Aldrich, ABD
Tween 80 Merck, Almanya
Polivinil Alkol Sigma Aldrich, ABD
Dikloro metan Sigma Aldrich, Almanya
Etanol Sigma Aldrich, Almanya
Hidroklorik Asit Merck, Almanya
Metanol Sigma Aldrich, Israil

Orto-Fosforik Asit

Merck, Almanya

Sodyum Hidroksit

Merck, Almanya

Triton-X 100 Sigma Aldrich, ABD
Sodyum Bikarbonat Sigma Aldrich, ABD
Trietilamin Merck, Almanya

MTT AppliChem, Almanya
Akridin Oranj Sigma Aldrich, Almanya
Propidyum Iyodiir Sigma Aldrich, ABD
Tris-Hcl Sigma Aldrich, ABD
Tris-Base Sigma Aldrich, ABD

Diyaliz Membran

Sigma Aldrich, ABD

Annexin V-FITC Apoptoz kiti

BD, ABD
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Kullanilan Cihazlar

Tez caligmasi kapsaminda kullanilan cihazlar Cizelge 5’te verilmistir.

Cizelge 5. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar

Cihaz Marka/Model
Yiiksek Performansli Sivi Kromatogrofisi | Shimadzu 20-A, Japonya
(HPLC)

Akis Sitometri

BD FACSAria, ABD

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

ezAFM, Nanomagnetics, Tiirkiye

Liyofilizator

Scanvac Coolsafe, Danimarka

Mini Santrifiij

Eppendorf, Almanya

Diferansiyel Taramali Kalorimetri

Shimadzu DSC-60, Japonya

Taramali Elektron Mikroskobu(SEM)

Zeiss Ultra Plus FE-SEM, Almanya

Doéner Buharlastiric

Buchi(R-205), Isvigre

Partikiil  biyikligi,
potansiyeli 6lglim cihazi

dagilmi  ve zeta

Malvern Zetasizer NanoZS, ingiltere

Sonikator Sonics Vibracell, ABD
Laminar Kabin Heal Force-Cin

Vorteks IKA, ABD

Hassas Terazi Ohaus-Isvicre

Inverted Mikroskop Leica-Almanya

CO; inkiibatori Hera Cell 240 Thermo Scientific-Almanya
Su Banyosu Niive BM 302- Tiirkiye
Floresan Mikroskop Leica, Almanya
Buzdolab1 Argelik , Tiirkiye

Etliv Niive- Tirkiye

Otoklav ALP-Japonya

Sterilizator Niive FN 500-Tiirkiye
Derin Dondurucu Argelik No Frost-Tiirkiye
Azot Tanki TRII Air Liquid, Fransa

Buz Makinasi

Simag, Italya

Distile Su Cihazi

Niive- Tiirkiye

Mikroplate Okuyucu Biotek, ABD
Ultrasonik Banyo Elma T470/H, Singen, Almanya
Manyetik Karigtirict IKA, Almanya

Santrifiyj

Hettich- Almanya

pH Metre

Thermo Scientific, Singapore

-86 °C Derin Dondurucu

New Brunswick Sci.,ABD
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YONTEMLER

EV ve VS’ in Yiiksek Basin¢ghh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Analitik
Yontem Validasyonu

Dogrusallik

EV ve VS’nin HPLC yonteminde kullanilacak standart egrilerin belirlenmesi
amaciyla hareketli faz igerisinde stok ¢ozeltileri hazirlanmustir. 0.75-2.5 pg.mL?
araliginda seyreltmeler yapilarak elde edilen bes nokta icin EV ve VS’nin
konsantrasyonuna karsilik gelen alan degerleri bulunmustur. Deneyler iicer kez
tekrarlanarak kalibrasyon esitlikleri olusturulmustur (Shabir, 2003).

Cizelge 6. Yiiksek Basinch S1ivi Kromatografisi Calisma Kosullar1 (USP 31, 2008)

Cihaz Shimadzu-20 A
Kolon 4.6 mmx 25 cm, 5 pm Cig kolon
Firin Sicakligi 25°C
. Metanol : Trietilamin Cozeltisi (pH=7.5)
Hareketli Faz (70:30)
Dedektor Diode Array
Calisilan Dalga Boyu 297 nm
Akis Hizi 1mL.dk~*
Enjeksiyon Hacmi 10 uL

Dogruluk

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile ulasilan bulgularin ger¢cek degerlere olan
yakinhiginin  gosterilmesi amaciyla yapilan analittk yontem validayon
parametrelerindendir (ICH, 1996).

Dogrulugun tespiti i¢cin EV ve VS’nin ii¢ farkli konsantrasyonda (0.75, 1.5, 2.5
ug/ml) ¢ozeltileri hazirlanarak HPLC yontemi ile analizleri yapilmistir. Elde
edilen veriler kalibrasyon esitligi ile hesaplanarak gercek degerlere olan yakinligi
incelenmistir. Deney li¢ kez tekrarlanmistir.

Secicilik

Yontemin 6zgiinliigli, etkin madde disindaki yardimci maddelerin, safsizliklarin
varhiginda etken maddenin spesifik olarak analiz edilebilmesidir (Van Iterson,
2005). Bu olgiitlerin degerlendirilmesine yonelik olarak plasebo formiil, hareketli
faz ve salim ortaminin etkin madde analizinin yapildigi kosullarda HPLC
kromatogramlari alinmistir.
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Duyarlhihik

Analitik yontemin duyarliligini incelemek iizere saptama sinirt (LOD) ve tayin
siirt (LOQ) incelenmistir (Niopas ve Daftsios, 2003; Van Zoonen ve ark., 1998).

Saptama Stirt (Limit of Detection)

Saptama simiri, miktar tayin yonteminde elde edilen kromatogramdaki
sinyal:giiriilti oraninin 3:1 oldugu konsantrasyon bulunarak EV ve VS’1in
saptanabilecek en diistik derisimi incelenmistir (Ertas ve Kayali, 2005).

Saptama sinir1 (LOD) degeri asagidaki esitlik yardimiyla hesaplanmuistir.

L op=[33 x SS]
m

Esitlikte; SS: y ekseni kesim degerlerinin standart sapmasi, m: korelasyon
denkleminin egimidir (ICH, 1996).

Tayin Sinwr1 (Limit of Quantification)

Tayin smurt i¢in ise EV ve VS’in dogru ve tekrarlanabilir bir sekilde tayininin

yapilabilecegi, sinyal giiriiltii oraninin 10:1 oldugu konsantrasyon tespit edilmistir
(Van Iterson, 2005).

Tayin sinir1 (LOQ) degeri ise agsagidaki esitlik kullanilarak belirlenmistir.
L0Q=[10X SS]
m

Esitlikte; SS: y ekseni kesim degerlerinin standart sapmasi, m: korelasyon
denkleminin egimidir (ICH, 1996).

PLGA-b-PEG Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Bos PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin hazirlanmasinda ¢ift emiilsiyon ve
nano¢oktlirme olmak tizere farkli iki yontem kullanilmistir.

Cift Emiilsiyon Yontemi ile plasebo PLGA-b-PEG Nanopartikiillerinin
Hazirlanmasi

50 mg PLGA-b-PEG, diklorometanda ¢oziindiiriilerek % 50 amplitude’de 30 sn

sonike edilmistir. % 2 lik Poli (vinilalkol) (PVA) / % 0,1 Tween 80 c¢ozeltisi
PLGA-b-PEG ¢ozeltisine eklenilerek tekrar 30 sn sonike edilmistir. Elde edilen
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karigim manyetik karistiricidaki 25 ml % 0.5 PVA / % 0,1 Tween 80 ¢ozeltisine
eklenmistir. Siispansiyon gece boyu karistirildiktan sonra +4°C de 4300 rcf’de 30
dk santrifiij edilerek 4 kez distile su ile yikanmistir. 24 h boyunca liyofilize
edilmistir.

Cift emiilsiyon yontemi ile bos PLGA-b-PEG nanopartikiillerin hazirlanmasi
sirasinda polimer derisimi, organik ¢oziicii tipi, ylizey etkin madde tipi, sulu
fazdaki derisim ve reaksiyon sicakligi degistirilerek, bu parametrelerin partikiil
biiyiikliigii, dagilimi ve morfolojisi lizerine etkisi incelenmistir.

Nanogoktiirme Yontemi ile plasebo PLGA-b-PEG Nanopartikiillerinin
Hazirlanmasi

25 mg PLGA-b-PEG aseton igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra sonikatorde % 20
amplitude de 30 sn sonike edilmistir. 2:3 oraninda aseton:su kullanilarak manyetik
kanistiricidaki % 0.1 Pluronic F68 igerisine hazirlanan polimer ¢d6zeltisi
eklenmistir. Manyetik karistiricida 45 dakika boyunca karistirilmistir. Doner
buharlastirici ile organik ¢oziicii uzaklastirilmis ve 25 dk boyunca 13.200 rpm’de
santrifiij edilerek partikiiller 3 kez yikanmustir (Simsek ve ark., 2013).

Nanogoktiirme yontemi ile hazirlanan bos PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin
karakterizasyonu yapilmistir.

Nanoc¢oktiirme  Yontemi ile Etkin  Madde VYiiklii PLGA-b-PEG
Nanopartikiillerinin Hazirlanmast

25 mg PLGA-b-PEG asetonda ¢6zdiirtildiikten sonra belirli miktarda E-viniferin
(EV) ve vinkristin stlfat (VS) hazirlanan bu organik faza eklenmistir.
Stispansiyon sonikatérde % 20 amplitude de 30 sn boyunca sonike edilmistir. %
0.1 Pluronic F68 igerisine hazirlanan polimer ¢ozeltisi eklenmis ve manyetik
karigtiricidda 45 dakika karistirilmistir. Doner buharlastiricida organik ¢oziicli
uzaklastirilmis ve 25 dk boyunca 13.200 rpm’de santrifiij edilerek partikiiller 3
kez yikanmigtir.

Hazirlanan EV-VS vyiikli PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin karakterizasyonu
yapilmistir.

Floresan isaretli PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin hazirlanmast
Nanopartikiillerin  hiicre ig¢ine alim ¢alismalarinin gergeklestirilmesi igin

nanopartikiillere floresan bir boya olan kumarin-6 yiiklenmistir. Yiikleme islemi
polimer ve etkin maddenin oldugu faza 0.5 mg/ml kumarin-6 ilave edilerek
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gerceklestirilmistir. Sonraki basamaklar nanogoktiirme yontemi ile nanopartikiil
hazirlama igleminde oldugu gibi gergeklestirilmistir.

Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

Partikiil bityiikliigii, zeta potansiyeli ve polidisperslik indeksi degerlerinin
olciilmesi

Hazirlanan vinkristin siilfat ve e-viniferin yiikli PLGA-b-PEG nanopartikiil
formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliigii, polidisperslik indeksi ve zeta potansiyel
analizleri, iletkenligi NaCl ile 50 puS’e ayarlanmug distile sudaki dispersiyonlarinin
Malvern Zetasizer Nano-ZS cihazi ile analiz edilmesi sonucunda elde edilmistir.
Foton Korelasyon Spektroskopisi ya da Kuazi-Elastik Isik Sagilimi olarak da
bilinen cihazin temel prensibi dinamik 11k sac¢ilimi ile partikiillerin siispansiyon
icinde Brownian hareketlerinin 6l¢iimiidiir. Ol¢iimler sirasinda cihazin sicaklig
25 9C ve 151k sagilim agis1 90° olacak sekilde ayarlanmistir. Olgiimler 10 dlgiimiin
ortalamasini alacak sekilde ayarlanan cihazda 3 kez tekrar edilmistir.

Nanopartikiillerin Morfolojik Analizi

Nanopartikiillerin boyutu ve ylizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile yapilmistir. Nanopartikiiller iki tarafli karbon bant kullanilarak
aliminyum stabin iizerine konulmustur ve 40 mA akimda stabin {izeri altin ile
kaplanarak 1-5kV voltajda mikroskop goriintiileri alinmustir.

Hazirlanmis nanopartikiillerin yiizeylerinin topografik goriintiileri atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) kullanilarak elde edilmistir. Cizelge 7°de AFM goriintii

parametreleri belirtilmistir.

Cizelge 7. AFM Goriintii Parametreleri

Mod Dynamic

Coziiniirlik (piksel) 512x512

Yazilim ezAFM 3.34

Cantilever Nanosensors PPP-NCLR
Titresim Genligi 1.0 Vrwms

Serbest Titresim Genligi 2.0 Vrms

Mikroskop ezZAFM

In Vitro Salim Calismasi

EV ve VS’in PLGA-b-PEG nanopartikiillerinden salinim profili diyaliz teknigi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Diyaliz torbast (MWCQO:14000 Da) igerisine
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yerlestirilen siispansiyon 6ml Tris-HCI tamponunda (pH:7,4) (http-4) 100 £+ 2 rpm
de 37 £ 0.5 °C de manyetik karistiricida karstirilmistir. Onceden belirlenen
zaman araliklarinda (5, 15 ve 30 dk., 1, 3, 4, 6, 12 ve 24 saat) 30 ul 6rnek alinarak
% salinan madde miktar1 HPLC yontemi ile analiz edilmistir. Alinan 6rnek
miktar1 kadar Tris-HCI tampon salim ortamina ilave edilmistir. Her bir zaman i¢in
3 tekrarli olacak sekilde yapilan in vitro salim calismalarindan elde edilen
profiller grafik ile gosterilmistir. Benzer calisma ayni miktarlarda saf etkin
maddeler kullanilarak tekrarlanmis ve sonuglar nanopartikiil formiilasyonu ile
karsilagtirilmistir (n=3) (Chen ve ark., 2012).

Termal Analiz

Saf etkin maddeler, polimer, siispansiyon formiilasyonlarin termal analizleri
diferansiyel taramali kalorimetri (DSC 60) ile standart aliiminyum kaplar
kullanilarak gerceklestirilmistir. Kat1 6rnekler 2 mg agirliginda tartilarak, sivi
ornek ise 25 pl hacim konularak analiz edilmistir. Analiz kosullarinda sicaklik
aralig1 30-300 °C, 1s1 art1s hiz1 10 °C, azot akis hiz1 50 ml/dk’dur.

Hiicre kiiltiirii

Insan Hepatoseliiler Karsinoma Hiicre Hatti (HepG2) (ATCC Katalog No:HB-
8065), % 10 Fetal Bovine Serum (FBS), % 1 penisilin-streptomisin ve 3.7 g/L
NaHCOsz igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) besiyeri
icerisinde 37°C, % 5 CO; igeren inkiibatorde kiiltiire edilmistir. HepG2 hiicreleri
her ii¢ giinde bir tripsin/EDTA soliisyonu ile muamele edilerek 1:3 oraninda alt
kiiltiirlere ayrilarak pasajlanmistir.

Nanopartikiillerin Hiicre icine Allminin Kalitatif Tayini

HepG2 hiicreleri 24 saat boyunca 37°C’de CO; inkiibartoriinde inkiibe edildikten
sonra, hiicrelere kumarin-6 isaretli nanopartikiil igeren medium siispansiyonu
eklenmistir. Daha sonra, hiicreler 2 saat CO: inkiibatoriinde inkiibasyona
birakilmislardir. Hiicre i¢ine almmmayan kumarin isaretli nanopartikiillerin
uzaklagtirilmasi i¢in hiicreler monolayer formunda iken 3 x PBS ile yikanmistir.
Hiicre icine alinan nanopartikiiller floresan mikroskopta FITC filtresi yardimiyla
20x ve 40 x biiyiitmede gortntillenmiglerdir (Shao ve ark., 2009).

Nanopartikiillerin Hiicre i¢ine Alminin Kantitatif Tayini
HepG2 (8 x 10* / 200 pl) hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara ekilerek, % 80

konfluent olana dek 37°C’de CO; inkiibatériinde inkiibe edilmistir. inkiibasyon
stiresinin sonunda, hiicreler 3 kez Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) ile
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yikanmigtir. Hiicreler 100 ul HBSS igerisinde kumarin 6 isaretli nanopartikiil
siispansiyonu igeren soliisyon ile 1, 2 veya 4 saat 37°C’de CO2 inkiibatoriinde
inkiibasyon islemine tabi tutulmuslardir. Her inkiibasyon siiresinin bitiminde,
hiicre 3 kez soguk HBSS tamponu ile yikanarak, hiicre i¢ine alinmamis kumarin 6
isaretli nanopartikiiller ortamdan uzaklastirilmistir. Daha sonra, % 0.5 Triton X-
100 igeren 0.2 N NaOH (100 pl) liziz soliisyonu ile hiicreler muamele edilerek
hiicre iceriginin kumarin-6 miktart ELISA mikroplate okuyucuda okunmustur
(Chen ve ark., 2012).

Hiicre icine alim miktarinin tespiti icin asagidaki esitlik kullanilmastir.

Hiicre icine alim etkinligi (%) = Isrnek - lncgmlf x100

Ipozitif = Inegatif

Esitlikte Ismek, KUmarin-6 uygulanan hiicre grubunun OD degeri; Inegatif, KUmarin-6
ile muamele edilmeyen hiicre grubunun OD degeri; Ipozitif, Uygulanan kumarin-
6’nin OD degerini ifade etmektedir.

Sitotoksisite Testi

Bu tez calismasi kapsaminda sitotoksisite testi olarak MTT yontemi tercih
edilmistir. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) suda
¢Oziinebilen sar1 bir tetrazolyum tuzudur. MTT yontemi suda ¢6zilinebilir
tetrazolyum tuzlarinin mitokondriyal siiksinat dehidrogenez enzimi tarafindan
suda ¢oziinmeyen koyu mavi/mor renkli formazan kristallerine doniistiiriilmesi
prensibine dayanmaktadir. Canli hiicre sayist olusan MTT formazan miktar ile
dogru orantilidir ve kolorimetrik olarak 6l¢iilmektedir (Stockert ve ark., 2012;
Vega-Avila ve Pugsley, 2011).

D
e l Mitokondriyal
/‘—\>_<N“"hll x rediikmz.I
&: n=NL =N,
S /\”_
Bre \<
MTT Farmazan

Sekil 14. MTT Bilesiginin Formazan Kristallerine Doniisiimii (Brescia ve Banks, 2009)
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1 x 10° HepG2 hiicresi 96 kuyucuklu plakalara ekilerek, 37°C’de 24 saat
inkiibasyona tabi tutulmustur. Kombine e-viniferin ve vinkristin yikli-
nanopartikiil ve serbest haldeki etkin madde formiilasyonlarinin farkli
konsantrasyonlar1 ile HepG2 hiicreleri 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda, 20 ul MTT (5 mg/ml) soliisyonu hiicrelere eklenerek 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. Soliisyon uzaklastirilarak, canli hiicreler tarafindan
olusturulan formazan tuzu 200 pul DMSO eklenerek soliisyon formuna
doniistiiriilerek 10 dk ¢alkalayicida birakilmistir. Renk degisimi, ELX800 Bio-Tek
mikroplate okuyucuda 540 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Maddeler ile muamele
edilmeyen kontrol hiicre canlilig1 % 100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin
canlilik oranlart % olarak ifade edilmistir. Deneyler ili¢ bagimsiz kuyucukta
gerceklestirilmistir.

Yiizde canliligin tespiti i¢in asagidaki esitlik kullanilmistir.

Yiizde canhihk (%)—l"mk - lm*gmf x 100
lkmnrol - lncg.ml‘

Esitlikte Ismek Ornek hiicre grubunun OD degeri; Inegait, mediumun OD degeri;
Ikontro, 1la¢ uygulanmayan kontrol hiicre grubunun OD degerini ifade etmektedir.

Apoptozun Degerlendirilmesi

Canli hiicrelerde hiicre zarmin i¢ ylizeyinde membran lipitlerinden olan
fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Erken apoptozda membrane biitiinliigiintin
bozulmadan i¢ ylizeye yerlesmis olan PS aminofosfolipit transferaz enzimiyle dis
yiizeye transloke olur. Anneksin V, hiicrenin dis ylizeyine transloke olan PS’ye
baglanabilen bir proteindir ve FITC gibi floresan bir madde ile isaretlenerek
apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir. Nekrotik hiicrelerin ylizeylerinde de
Anneksin-V baglanmasi1 gerceklestigi i¢in ikinci boya olarak hiicre g¢ekirdegini
boyayan dolayisiyla pargalanmis hiicre membraninin gostergesi olacak propidyum
iyodiir eklenmektedir (Bratthon ve ark., 1997; Gatti ve ark., 1998; Overbeeke ve
ark., 1998; Tesarik ve ark., 1998; Zhang ve ark., 1997).

Coanls Hidcre \spoptotik IHdore CGeg Apoptrotik Hdcore

Annesin V L DNA Boyas - .
Plazam "
Membran:
Fosfatidilaorin
.
€ ehibeets -

Sekil 15. Anneksin V-PI ile Erken Apoptozun Belirlenmesi (http-5).
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Anneksin V-FITC kompleksinin hiicre yiizeyindeki fosfatidil serine baglanma
orani flow sitometri ile kantitatif olarak belirlenebilmektedir. Canli hiicreler: FITC
(-), PI (-); erken apoptotik hiicreler FITC (+), Pl (-); ve ge¢ apoptotik veya
nekrotik hiicrelerin FITC (+), Pl (+) seklinde boyanmaktadir (Kockx ve ark.,
1998; Overbeeke ve ark., 1998; Tesarik ve ark., 1998).
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Sekil 16. Apoptozun Akim Sitometrisi ile Analizi (http-5).

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in “BD Pharmingen FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit II” kullamlmistir. 2 x 10° HepG2 hiicreleri kombine e-
viniferin ve vinkristin yikli nanopartikiil ve serbest etken madde
formiilasyonlariyla 24 saat inkiibe edilmistir. Hiicreler 2 x tripsin-EDTA ile
muamele edildikten sonra 1200 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant kisim
uzaklastirilmistir. Hiicre pelleti ise 2 kez soguk PBS ile yikanmig ve sonra 100 pl
baglanma soliisyonu ile resiispanse edilmistir. Hiicrelere 5 pl Anneksin V-FITC
ve 5 ul Pl ilave edilerek hiicreler oda sicakliginda karanlik bir ortamda 15 dakika
inkiibasyona tabi tutulmustur. 400 ul baglanma soliisyonu eklenen hiicre ¢ozeltisi
akim sitometri tiiplerine aktarildiktan bir saat i¢inde analiz edilmistir. Erken ve
gec apoptotik hiicre miktar1 kontrol hiicre grubuna (plasebo uygulanmis hiicre
grubu) gore hesaplanmistir.

Akridin Oranj/Propidyum iyodiir (AO/PI) Cift Boyama ile Apoptotik
Etkinin Incelenmesi

Hiicrelerde meydana gelen apoptotik degisimlerin morfolojik olarak incelenmesi
i¢in, herbir kuyucuga 8 x 10* HepG2 hiicresi gelecek sekilde sayilarak 24 kuyulu
plakalara ekim yapilmistir. Daha sonra, kombine e-viniferin ve vinkristin yiikli
nanopartikiil ve serbest etken madde formiilasyonlariyla 24 saat inkiibe edilmistir.
Medium uzaklastirildiktan sonra hiicreler 2 kez PBS ile yikanmistir. 50 pg/mi
propidyum iyodiir ve 100 pg/ml akridin oranj 1:1 oraninda karistirilarak hiicreler
ile 10 dk inkiibe edilmistir. Boya kalintilar1 PBS ile yikanarak uzaklastirildiktan
sonra hiicreler 40 x objektif kullanilarak floresan mikroskopta goriintiilenmistir

28



BULGULAR ve TARTISMA

EV ve VS’1n Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Analizleri

EV ve VS’in HPLC analizleri “Yontemler” basligi altinda belirtilen kosullarda
gerceklestirilmis ve kromatogramlara ait bir ornek Sekil 17°de verilmistir.
Kromatogramda da goriildiigii gibi kullanilan analiz sartlarinda EV ve VS pikleri
diizgiin bir sekilde elde edilmistir. EV ve VS’a ait alikonma zamanlar1 sirasiyla
3.9 dk ve 13.28 dk’dr.

maAld
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Sekil 17. EV ve VS’ in HPLC ile miktar tayini kromatogrami

Dogrusallik

EV’in miktar tayininde kullanilacak ydntem i¢in Onceden belirlenen
konsantrasyon araliginda artan konsantrasyon ile dogru orantili olarak artan EV
pik alan1 arasindaki iliskinin dogrusal olup olmadig1 degerlendirilmistir.

EV’in hareketli fazda hazirlanan 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 pg/mL
konsantrasyonlarina karsilik gelen pik alanlar1 HPLC ile analiz edilmis ve
kalibrasyon dogrusu cizilmistir. Kullanilan analitik yontemin 0.75-2.5 pg/mL
derisim araliginda dogrusallig1 gosterilmistir

EV’nin HPLC ile miktar tayinine ait dogrusal regresyon verileri Cizelge 8’de
gosterilmekte olup, kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 18’de yer almaktadir.

VS’in miktar tayini i¢in kullanilacak olan kalibrasyon dogru denklemi ve
regresyon verileri de EV’e benzer sekilde elde edilmistir. VS in hareketli fazda
hazirlanan 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 pg/mL konsantrasyonlarma karsilik gelen pik
alanlar1 HPLC ile hesaplanmig ve kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir.

VS’in HPLC ile miktar tayinine ait dogrusal regresyon verileri Cizelge 9°da
gosterilmekte olup, kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 9°de yer almaktadir.
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Sekil 18. EV’e ait kalibrasyon dogrusu (n=3, ort.+ SH)

Cizelge 8. EV’in HPLC ile dogrusallik calismasina ait regresyon verileri (n=3)

Parametre Sonuc¢
Konsantrasyon Araligt 0.75-2.5 pg/mL
Egim 44587
Kesim Degeri 839.32
Korelasyon Katsayisi 0.99993
25000
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Sekil 19. VS’a ait kalibrasyon dogrusu (n=3, ort.+ SH)

Cizelge 9. VS’ 1n HPLC ile dogrusallik ¢caliymasina ait regresyon verileri (n=3)

Parametre Sonug¢
Konsantrasyon Araligi 0.75-2.5 pg/mL
Egim 8274
Kesim Degeri -1637
Korelasyon Katsayisi 0.99993
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Dogruluk

Dogruluk kullanilan analitik yontemin gergek degerlere ne kadar yakin oldugunu
gosterir (Shabir, 2003). Kullanilan analitik yontemin dogrulugunun tespiti i¢in
kalibrasyon dogrusunda yer alan ii¢ farkli konsantrasyonda (0.75, 1.5, 2.5 pg/ml)
ve her bir konsantrasyondan ii¢ adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmig
ve ayni giin i¢cinde arka arkaya olc¢limleri gergeklestirilmistir. Cozeltilerin pik
alanlar1 HPLC ile tespit edilerek gercek degerlere olan yakinlik dereceleri
hesaplanmistir. EV i¢in bu degerlerin % geri kazanim sonuglar1 Cizelge 10°da,

VS igin ise Cizelge 11°de verilmistir.

Hesaplanan dogruluk degerinin, literatiirlere gore tim konsantrasyonlar i¢in %98-
102 arasinda olmasi1 gerekmektedir (Shabir, 2003). Buna gore hem EV hem de VS

icin kullanilan analitik yontem iyi geri kazanim sonuglar1 gostermistir.

Cizelge 10. EV’in dogruluk calismasina ait sonuclar (n=3, ort.= SH)

EV (ng/mL) Geri Kazanim (ng/mL) Geri Kazanim (%)
0.75 0.7505+0.0291 100.07+3.8801
15 1.5046+0.0610 100.31+4.0683
2.5 2.5051+0.0683 100.20+2.7311

Cizelge 11. VS’1n dogruluk calismasina ait sonuclar (n=3, ort.+= SH)

VS (ug/mL) Geri Kazanim (png/mL) Geri Kazanim (%)
0.75 0.7347+0.0498 97.96+6.6366
15 1.5020+0.0677 100.13+4.5110
2.5 2.4797+0.0105 99.19+0.4219
Duyarlilhik

Saptama sinir1, analizi yapilan maddenin kalitatif olarak saptanabildigi en diistik
konsantrasyondur. Saptama smirt (LOD) degeri asagidaki esitlik yardimiyla

hesaplanmustir.

LOD=

[3.3 X SS]

m
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Esitlikte, SS: y ekseni kesim degerlerinin standart sapmasi, m: korelasyon
denkleminin egimidir (ICH, 1996).

Tayin smirt (LOQ) degeri ise analizi yapilan maddelerin kabul edilebilir diizeyde
kesin ve dogru olarak miktarmin belirlenebildigi miktar tayini alt sinir degeridir.
LOQ degeri asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmaistir.

Loo=[10x5S]
m

Esitlikte, SS: y ekseni kesim degerlerinin standart sapmasi, m: korelasyon
denkleminin egimidir (ICH, 1996).

Buna gore EV i¢in saptama smir1 0.19 pg/mL, tayin simir1 0.59 pg/mL; VS i¢in
saptama sinir1 0.43 pg/mL, tayin sinir1 1.31 pg/mL olarak tespit edilmistir.

VS’ LOQ degeri hari¢ bulunan sonuglar calisma araliginin altinda oldugu i¢in
uygundur. VS’ LOQ degeri (1.31 pg/mL) calisma aralig1 alt sinirindan yiiksek
olmakla birlikte, elde edilen 0.75-2.5 pg/mL konsantrasyon araligindaki
dogrusallik (r’=0.99993) ve 1 pg/mL konsantrasyondaki dogruluk (%100.80)
degerleri nedeniyle olumsuzluk yaratmamaktadir.

Secicilik

Seg¢icilik, kullanilan yontemin formiilasyon ya da analiz yapilan ortamlarda
bulunan diger maddeler varliginda, analizi yapilacak maddeleri diger maddelerden
ayirt edebilme yetenegini ve konsantrasyonunun dogru olarak belirlenebilecegini
gosteren Onemli analitik parametrelerdendir. Yontemin seciciligini belirlemek
amaciyla; EV ve VS’in hareketli fazdaki ¢6zeltisi ve hareketli faz HPLC ile analiz
edilmistir. Nanopartikiiller iizerinde yapilan ¢aligmalara yonelik olarak, matris
girisimini arastirmak i¢in plasebo formiil ile; in vitro salim ¢alismalarina yonelik

olarak da in vitro salim ortam1 (Tris-HCI tampon ¢6zeltisi) ile analizler yapilmistir
(Sekil 20, Sekil 21, Sekil 22).

Segicilik aragtirmasi igin yapilan analizlerde etkin madde igermeyen Orneklerde
etkin maddelere ait alikonma zamanlarinda pik goriilmemis ve yOntemin segici
oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 20. Hareketli Faz Icerisindeki Plasebo Formiilasyona Ait Kromatogram
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Sekil 22. In Vitro Salim Ortamina Ait Kromatogram

PLGA-b-PEG Nanopartikiil formiilasyonlarimn partikiil biiyiikliigii ve
dagilimy, zeta potansiyeli ve morfolojik analizleri

Tez caligmasi kapsaminda Oncelikle etkin madde yiiklii olmayan PLGA-b-PEG
nanopartikiilleri ¢ift emiilsiyon ve nanog¢oktiirme yontemleriyle hazirlanmistir.
Nanopartikiillerin karakterizasyonunda ilag¢ yiikleme, ilag salim ve stabilitesini
etkiledigi icin partikiil biiytikliigii ve dagilimi 6nemlidir.

Cift emiilsiyon yontemiyle hazirlanan plasebo formiilasyonda birinci emiilsiyonda
% 2 ikinci emiilsiyonda % 0.5 PVA kullanilmigtir. Chen ve ark., (2012) VS yiikli
folik asit modifiye PLGA-PEG nanopartikiillerinin hazirlanmasinda % 1°lik PVA
cozeltisi kullanmiglardir ve PVA igeriginin partikiil biiyiikligii izerinde 6nemli
etkisi oldugunu belirtmislerdir. % 0.4’iin altindaki PVA c¢o6zeltisi partikiil
boyutunu artirirken (>350nm), %0.4-%1.0 araligindaki PVA igerigi ise PVA
iceriginin artmasiyla partikiil boyutunun arttigini gostermislerdir. Ayrica PVA
konsantrasyonu daha da artirildiginda partikiil biiyiikliigli de artmaya devam
etmektedir. Bunun nedeni emiilsiyon viskozitesinin artmasindan kaynakli olabilir.

Calismamizda c¢ift emiilsiyon ydntemiyle hazirlanan plasebo formiilasyonun
partikiil biiyiikliigiiniin 275.7+7.14 nm , polidispersite indeksinin 0.212 +0.038,
zeta potansiyelinin -15.07+0.43 mV oldugu belirlenmistir (Sekil 25, Sekil 26).

Hazirlanan nanopartikiillerin  SEM ile yapilan analizlerinde kiiresel sekil
gozlenemedigi i¢in (Sekil 23) yapilan literatiir taramasindaki optimum PLGA-
PEG nanopartikiili hazirlama kosullar1 kullanilmistir. Wen ve ark., (2011)
partikiil boyutu ve ilag yiikkleme kapasitesinini etkileyen bir¢cok faktori
incelemislerdir. Cift emiilsiyon yontemi ile VS yiiklii PLGA-PEG nanopartikiilleri
ile yaptiklar1 optimizasyon c¢alismasinda en iyi kosullarin kopolimer: 10mg/ml; i¢
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su fazi/yag fazi: 3:10; dis su fazi/yag fazi: 8:1; emiilsifiyer:PVA(%0.5); ilk
ultrasonifikasyon 30 s, ikinci ultrasonifikasyon 1 dk; ultrasonifikasyon giicli %20;
evaporasyon metodu 37 °C’de doner buharlastirict oldugu gosterilmistir. Tez
calismast kapsaminda bu sartlarda hazirladigimiz nanopartikiillerin  SEM
analizinde kiiresel sekil yine gozlenememistir.

Kullanilan yiizey aktif maddenin tipi ve orani partikiil biyilikligini ve
morfolojisini etkilemektedir. Literatiirde yiizey aktif madde olarak Tween 80’nin
kullanildig1 nanopartikiillerde daha kii¢iik boyut elde edilmesine karsin (Wang ve
ark.,2003) laboratuvarimizda bu prosediir uygulandiginda  partikiiliin
morfolojisinin kiiresel sekil almasina ve uygun zeta potansiyeli degerine katki
sagladigi ancak yaklagik 2 ile 6 mikron arasinda olan partikiil boyutunda
azalmaya neden olmadig1 goriilmustiir (Sekil 24).

Cift emiilsiyon yontemi ile hazirlanan plasebo formiilasyonlarda hem kiiresel hem
de nanometre bilyiikliigiinde uygun partikiiller elde edilemedigi i¢in
nanog¢Oktiirme yontemine gegilmistir (Simsek ve ark.,2013)

Nanogoktiirme yontemiyle plasebo ve EV-VS yiiklii nanopartikiiller hazirlanmis
ve zeta potansiyel, partikiil biiytikliigii ve dagilimlar1 incelenmistir. Plasebo
nanopartikiillerinin partikiil biyiikligii 92.64+0.37 nm , polidispersite indeksi
0.27 +0.01, zeta potansiyeli -35.23+0.49 mV oldugu, EV-VS yikli
nanopartikiillerin partikiil biyikligi 113+0.43 nm , polidispersite indeksi 0.323
+0.01, zeta potansiyeli -35.03+1.0 mV oldugu belirlenmistir (Sekil 29, Sekil 30,
Sekil 31, Sekil 32). Etkin madde yiiklii nanopartikiillerin plasebo nanopartikiillere
gore daha ytiksek partikiil boyutu ve polidispersite indeksleri oldugu gézlenmistir.
Yiikleme sirasinda yiizeye adsorbe olan ve nanopartikiil icerisine hapsolan ilacin
partikiil boyutunda artisa neden oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir
(Esmaeili ve ark.,, 2008). Partikiil biyiikligiinin hiicreye tasinim ve
hedeflendirme i¢in uygun oldugu hiicre i¢ine alim ¢aligmasiyla desteklenmistir.

Zeta  potansiyeli  nanopartikiilin = kararliligt  ile  olduk¢a  ilgilidir.
Nanosiispansiyonlarda yiiksek ylizey potansiyeli partikiiller arasindaki kohezyonu
azaltir dolayisiyla yiiksek kararlilikla sonuglanir (Singh ve Lillard 2009). Zeta
potansiyeli +30 mV araliginda olan nanopartikiiller yilizey yikleri agrege
olmalarimi engelledikleri i¢in kararli siispansiyonlardir. Ayrica zeta potansiyeli
yiiklii etkin maddenin nanopartikiiliin yiizeyine mi yoksa merkezine mi yliklendigi
konusunda da fikir verir (Singh ve Lillard, 2009). Hazirlanan plasebo (-
35.23+0.49 mV) ve EV-VS yikli nanopartikiillerin (-35.03£1.0mV) zeta
potansiyel degerlerinin literatiirle uyumlu oldugu gosterilmistir.
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Morfolojik analizleri atomik kuvvet mikroskobu ile gerceklestirilmistir.
Nanoc¢oktiirme yontemi ile hazirlanan plasebo ve EV-VS yiiklii nanopartikiiller
kiiresel sekilli, diizgiin yilizeyli oldugu gosterilmistir (Sekil 27, Sekil 28). Liang ve
ark. (2011)’min  yaptigt  bir c¢alismada folat-modifiye = PLGA-PEG
nanopartikiillerinin SEM analizinde kiiresel morfolojiye ve piiriizsiiz bir ylizeye
sahip oldugu gosterilmistir. Hazirlanan naopartikiillerin  morfolojik olarak
literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir.
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Sekil 23. CE yontemi ve PVA kullanilarak hazirlanan plasebo PLGA-b-PEG
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Sekil 25. CE yontemi ile hazirlanan plasebo PLGA-b-PEG nanopartikiil
formiilasyonunun partikiil biiyiikliigii ve dagilim
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Sekil 26. CE yontemi ile hazirlanan plasebo PLGA-b-PEG nanopartikiil
formiilasyonunun zeta potansiyeli
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Sekil 28. NC yontemi ile sentezlenen EV-VS yiikli PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin

AFM goriintiisii
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PLGA-b-PEG Nanopartikiillerden /n Vitro Etkin Madde Salim Cahsmalar

Polimer matriksi ilacin degredasyonunu Onler ve nanopartikiillerden ilacin
salimmini  yonetebilir. Ilag-polimer orani, molekiil agirligi, polimerin

kompozisyonu, ila¢ salinim seviyesini ve siiresini etkiler (Prabha ve Labhasetwar,
2004)

In vitro salm galismas1 pH 7,4 Tris HCI ortaminda diyaliz torbas1 kullanilarak
“Yontemler” boliimiinde agiklandigi sekilde yapilmistir ve % salinan etkin madde
miktarlar1 HPLC analizleriyle elde edilmistir. Salim calismalarinin sonucunda
elde edilen zamana kars1 ¢6ziinme profilleri ise VS icin Sekil 33’de EV i¢in Sekil
34°de standart hata gubuklari ile gosterilmistir.

VS’ saf maddesi (SM) ile nanopartikiile (NP) yiiklenmis formuna ait salim
profilleri karsilagtirildiginda, 3.saatin sonunda ¢oziinen madde miktarlarinda
belirgin bir fark izlenmistir (SM igin % 59.42, NP i¢in % 51.76). 3. Saat ile 24.
saat araligindaki tiim zamanlarda NP formundan ¢6ziinen VS miktarlart SM’den
daha disiiktiir. Bu veriler NP formiilasyonunun VS salinimi belirli bir oranda
kontrol ettigini gostermektedir. 24.saatte ise her iki forma ait ¢oziinen miktarlar
nispeten esit seviyeye ulasmistir (SM i¢in %79.13, NP i¢in %77.49).

Ayrica NP verilerindeki standart hatalar, SM verilerinden ¢ok daha kiigiiktiir. Bu
sonug, NP formunda dozlar arasi in vitro salim degerlerinin benzer olmasi
acisindan biyoyararlanima da yansiyabilecek olumlu bir gelismedir.

EV’in saf formu ile nanopartikiile yiiklenmis formuna ait salim profilleri
karsilastirildiginda ise NP’deki EV’in saf formundan daha yiliksek oranda
¢Ozilindiigli goriilmiistiir. Her iki formunda 24 saat sonunda ulastiklar1 kiimiilatif
% salman miktarlar1 % 8.16 ve % 11.55 civarlarinda diisiik olarak tespit
edilmistir. EV’in yeterli saliim goézlenemedigi bu profil i¢in daha uzun zaman
diliminde ihtiya¢ vardir. VS i¢in az miktarda da olsa izlenen salim kontrolii EV
icin gerceklesmemis, hatta salim hizi NP ile bir miktar artmistir.

Chen ve ark.,(2012) tarafindan Tris HCl tamponundaki serbest VS’in 4 saat
igindeki salinimi % 85’in istlinde olurken, aymi ¢alismada VS yiikli folik asit
modifiye PLGA-PEG nanopartikiillerinin 8 saat sonundaki saliniminin % 46.20
oldugu gosterilmistir. Ilerleyen zamanlardaki nanopartikiil formiilasyonunun
siirdiiriilebilir bir salimim yaptig1 ve 24 saat i¢inde toplam salimi da % 68.35
oldugu gosterilmistir.

llag salmimi partikiil biiyiikliigiinden etkilenmektedir. Kiigiik partikiiller daha
genis yiizey alanina sahiptir dolayisiyla kiiciik partikiillerdeki ¢ogu ilag partikiil
yiizeyine yakindir ve ilacin hizli salinimima neden olur. Biiyiik partikiiller ise
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genis gozeneklere sahiptir ve ilag bu kisimlara hapsolur ve bu yilizden ilacin
salmmmi daha yavas gerceklesir (Redhead ve ark., 2001). Sonuglar topluca
degerlendirildiginde NP formunun her iki etkin madde salinimi {izerine 6nemli
etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Bu durumun nanopartikiil biiyiikliigliniin oldukca
kiigiik olmasindan ve PLGA-b-PEG polimerinin hidrofilik karakterinden
kaynaklandig1 diistiniilm{stiir.

Chen ve ark.,(2012) bir hafta boyunca oda sicakliginda ya da +4 °C’de saklanan
VS yiiklii folik asit modifiye PLGA-PEG nanopartikiillerinin liyofilize formundan
yalnizca % 4-7 VS salinimi ile milkemmel bir kararlilik gosterdigini tespit
etmislerdir. Ayni sicaklikta liyofilize formunun silispanse formuna gore daha
kararlt oldugunu da belirtmislerdir. Silispanse formunun bir hafta boyunca 37
°C’de saklanmasi durumunda ise % 80’in istinde VS salinimi oldugu
gosterilmistir. Bu yiizden VS nanopartikiillerinin liyofilize formunun miikemmel
kararliligindan dolayi liyofilize formu 6nerilmektedir.
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Sekil 33. Saf VS ve PLGA-b-PEG nanopartikiillerine yiiklenmis olan VS’in Tris HCI
ortamdaki in vitro salim profilleri (NP: nanopartikiil, SM: saf madde)
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Sekil 34. Saf EV ve PLGA-b-PEG nanopartikiiliine yiiklenmis olan EV’in Tris HCI
ortamindaki in vitro salim profilleri (NP: nanopartikiil, SM: saf madde)
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Termal Analiz

DSC maddelerin fiziksel yapilar1 hakkinda bilgi vermektedir. Bu nedenle,
formiilasyon halindeki karisimlarda maddelerde meydana gelebilecek degisimleri
izlemek i¢in DSC analizleri yapilmaktadir.

Saf bilesenlerin ve nanopartikiil formiilasyonunun liyofilize formunun DSC
termogramlar1 Sekil 35°de yer almaktadir. EV’nin erime sicakligiin ¢ok yiiksek
(1129.33°C) olmasi nedeniyle, ¢alisma araliginda sadece dehidrasyona ait genis
ve gilcli bir endotermik pik gorilmiistiir. VS termograminda maddenin
kristalinitesini ispatlayan literatir ile uyumlu, 280°C’de keskin bir erime piki
mevcuttur. PLGA-b-PEG iki camsi gegis sicakligi ile amorf o6zellikte tespit
edilmistir. Liyofilize formiilasyonda VS’a ait erime pikinin kaybolmus olmasi
yapinin amorf formda oldugunu gostermistir. Bu bulgu literatiirde sik¢a izlenilen
bir durumdur. Formiilasyonda polimorfizm ve/veya dekompozisyon ile iliskili bir
veri tespit edilmemistir. Bu sonuglar bilesenlerin ve hazirlama yonteminin
uygunlugunu, kararlilik acisindan problem olmadigini gostermektedir.
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Sekil 35. Saf bilesenler ve liyofilize nanopartikiillere ait DSC termogramlar:
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Nanopartikiillerin Hiicre Icine Alim

Nanopartikiillerin HepG2 hiicreleri igerisine alimi1 floresan mikroskopta FITC
filtresi ile 10x ve 40x biiylitmede gerceklestirilmistir. Floresan probe olarak
kumarin-6 kullanilmistir. Yapilan aragtirmalarda kumarin-6"nin zayif hidrofilik
Ozelliginden dolayi, PLGA-b-PEG nanopartikiillerine yiikleme etkinliginin
(EE:%97) yiiksek oldugu disiiniilmektedir. Kumarin-6’nin PLGA-b-PEG
nanopartikiillerinden salinimi ise 24 saat i¢inde yaklasik % 5 gibi olduk¢a yavas
gerceklesmektedir. Bu PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin  hiicre i¢ine alim
caligmalarinda kumarin-6’nin  kullanimimin uygun oldugunu gostermektedir
(Davda ve Labhasetwar, 2002; Win ve Feng, 2005).

HepG2 hiicreleri ile 2 saat muamele edilen kumarin isaretli PLGA-b-PEG
nanopartikiillerinin hiicre igine alimi Sekil 36’da gosterilmistir. Giiglii floresan
etki, nanopartikiillerin hiicre i¢ine alindigim1 gostermektedir. Floresan 1sima
miktarinin ELISA mikroplate okuyucu ile belirlenmesi ise nanopartikiillerin hiicre
igine alim oranini kantitatif olarak desteklemektedir. Kumarin-6 isaretli PLGA-b-
PEG nanopartikiilleri hiicre igine alim oranlar1 zamana bagl olarak artig
gostermistir. Ozellikle 4 saat hiicre-nanopartikiil inkiibasyona sonrasinda, % 87.85
oraninda bir alim gergeklesmistir. Sekil 37°de goriildiigl lizere, kumarin-6 isaretli
nanopartikiiller ile HepG2 hiicrelerinin 1, 2 ve 4 saat muamele sonrasinda tespit
edilen hiicre i¢ine alim oranlar1 sirasiyla; % 50.6, % 65.63 ve % 87.85 olarak
bulunmustur.

Chen ve ark. (2012) tarafindan VS vyiikli kumarin-6 isaretli PLGA-b-PEG
nanopartikiillerinin MCF-7 hiicreleri ile 1 saat muamelesinden sonra hiicre icine
alim oranlart incelendiginde, PLGA-b-PEG-folat nanopartikiillerinin % 64.58,
PLGA-PEG-R7 nanopartikiillerinin % 71.01, R7 ve folat modifiye PLGA-b-PEG
nanopartikiillerinin ise % 83.67 oraninda hiicre i¢ine alimmin oldugu
gosterilmistir. Bu sonuglar tez calismasinda belirtilen hiicre icine alim oranlarini
desteklemektedir.
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Sekil 36. Floresan mikroskop ile kumarin-6 isaretli PLGA-b-PEG nanopartikiillerinin
HepG2 hiicreleri icerisine aliminin kalitatif olarak belirlenmesi (10X biiyiitme)

120

[N
(=]
(=)

_|
——

80

60

—

40 87,85

65,63

Hiicre icine alim orani(%)

50,6
20

1saat 2saat 4saat

Sekil 37. Kumarin-6 Isaretli PLGA-b-PEG Nanopartikiillerinin HepG2 Hiicreleri i¢ine Alim
Oranlarmin Kantitatif Olarak Belirlenmesi

Kombine EV ve VS Yiiklii PLGA-b-PEG Nanopartikiillerinin Sitotoksik
Etkilerinin Belirlenmesi

Ozdemir ve ark., (2014) HepG2 hiicreleri iizerinde kombine EV-VS
uygulamasinin sinerjik etki gosterdigini belirtmislerdir. HepG2 hiicreleri lizerinde
sinerjik etkisi olan kombine EV-VS PLGA-b-PEG tasiyici sistemine yiiklenerek
hazirlanmis ve sitotoksik etkisi MTT yontemi ile belirlenmistir. Buna goére HepG2
hiicreleri 24 saat boyunca 10uM EV/1.94uM VS; 5uM EV/0.82uM VS; 1.25uM
EV/0.205uM VS; 0.10uM EV/0.016uM VS konsantrasyonlarinda serbest ve
nanopartikiil formiilasyonlari ile muamelesinin ardindan elde edilen yiizde canlilik
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degerleri Sekil 38’de gosterilmistir. 10uM EV/ 1.94uM VS konsantrasyonda
serbest etkin madde uygulanan hiicrelerde, hiicre popiilasyonunun % 76.13’i canli
iken ayni konsantrasyonda nanopartikiil formiilasyonu uygulanan hiicrelerde
%43.23’1 canlidir. 5uM EV/0.82uM VS konsantrasyonda serbest etkin madde
uygulanan hiicrelerde, hiicre popiilasyonunun % 67.02°si canli iken ayni
konsantrasyonda nanopartikiill formiilasyonu uygulanan hiicrelerde %47.37’si
canlidir. Plasebo formiiliin sitotoksik bir etkisinin olmadigi da gosterilmistir
(Sekil 38).

A20 hiicreleri {izerinde yapilan 24 saatlik sitotoksisite sonuglarina gore
doksorubisin yiiklii PLGA-PEG nanopartikiilleri serbest doksorubisine gore daha
etkili oldugu bulunmustur. 1uM doksorubisin yiiklii PLGA-PEG nanopartikiilleri
hiicre popiilasyonunu % 60’nin 6liimiine neden olurken, serbest doksorubisin %
40’k bir 6lim oranma neden olmugstur. Serbest doksorubisinin ICso degeri
yaklasik 2.6 puM iken doksorubisin yiikli PLGA-PEG nanopartikiillerinin ICsg
degeri 1.8 uM olarak bulunmustur (Park ve ark., 2009).

Liang ve ark. (2011)’nin HEC-1A kanser hiicreleri ile 48 saat boyunca muamele
edilen paklitaksel yiiklii PLGA-PEG nanopartikiillerinin ICso degeri 8.81 + 0.10
ug/ml iken serbest paklitakselin 1Cso degeri 13.24 + 1.59 ug/ml olarak
belirlenmistir.

Chen ve ark.,(2012)’min MCF-7 hiicreleri ile yaptiklar1 MTT sitotoksisite
analizinde sirastyla serbest vinkristinin, VS yiliklii PLGA-mPEG, PLGA-PEG-
folat, PLGA-PEG-R7, Ry ve folat modifiye PLGA-PEG nanopartikiillerinin ICso
degeri 10.24 + 1.52, 3.99 + 0.23, 2.76 + 0.22, 2.40 £ 0.19 ve 2.07 = 0.13 nM
olarak tespit edilmistir.

Bu c¢alismada da, ayn1 konsantrasyondaki EV-VS yiikli nanopartikiil
formiilasyonunun serbest etkin maddelerden daha sitotoksik oldugu gosterilmistir.
Bu farkin EV ve VS’nin hiicre i¢ine alimidan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
Sonuglara gore, PLGA-b-PEG’in iyi bir ilag tasiyici sistem oldugu goriilmektedir.
Yukarida bahsedilen literatiir verileriyle de bu desteklenmektedir.
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Sekil 38. Kombine EV-VS Yiiklii PLGA-b-PEG Nanopartikiil Formiilasyonunun ve Serbest
Etkin Maddelerin MTT Analiz Sonug¢lar1 (NP1/SM1: 10uM EV/1.94uM VS; NP2/SM2: 5uM
EV/0.82uM VS; NP3/SM3: 1.25uM EV/0.205uM VS; NP4/SM4: 0.10pM EV/0.016puM VS)

Akridin Oranj/Propidyum iyodiir (AO/PI) Cift Boyama ile Apoptotik
Etkinin Incelenmesi

Apoptozun neden oldugu morfolojik degisimlerin belirlenmesinde, Akridin
Oranj/Propidyum Iyodiir (AO/PI) cift boyama yapilmustir. Plasebo, serbest ve
kombine EV ve VS yiiklii nanopartikiil formiilasyonunun farkli konsantrasyonlari
ile (5uM EV/0.62uM VS; 10uM EV/1.25uM VS) HepG2 hiicreleri 24 saat
muamele edilmistir. Sekil 39°da gosterildigi gibi, homojen dagilim gosteren yesil
renkteki hiicreler canli (L), yogunlasmis ya da fragmante kromatine sahip yesil
renkli hiicreler erken apoptotik (EA), fragmante kromatine sahip kirmizi ya da
turuncu renkteki hiicreler ge¢ apoptotik (LA), normal ¢ekirdege sahip kirmizi ya
da turuncu renkteki hiicreler nekroz (N) olarak degerlendirilmistir.

Sekil 39-A’da goriildiigii lizere maddesiz kontrol HepG2 hiicreleri yiiksek canlilik
oranina sahiptir.

MTT testiyle benzer sekilde plasebo formiiliin sitotoksik bir etkisinin olmadig1 ve
hiicre canliligini etkilemedigi hiicrelerin morfolojisinde apoptotik bir degisimin
olmadigi AO/PI boyama ile de gosterilmistir. 5uM EV/0.62uM VS ile 10uM
EV/1.25uM VS konsantrasyonlarinda serbest etkin madde ve nanopartikiil
formiilasyonlar1 uygulanan hiicre gruplarinda erken ve ge¢ apoptotik hiicreler
gozlenmektedir. Fakat ayn1 konsantrasyondaki serbest ve nanopartikiil
formiilasyonlarinin  apoptotik morfoloji {izerinde Onemli bir degisiklik
olusturmadigi goriilmektedir.
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Sekil 39. SM ve NP’nin etkisiyle HepG2 hiicrelerinin morfolojilerinde gozlenen apoptotik
degisimler. (A: Kontrol; B: Plasebo, C: 5uM EV/0.62uM VS (SM), D: 5uM EV/0.62uM VS
(NP), E: 10uM EV/1.25uM VS (SM), F: 10uM EV/1.25uM VS (NP) )




Kombine EV/VS Nanopartikiil Uygulamasinin HepG2 hiicrelerinde
Fosfotidilserin Lokalizasyonu Uzerine EtKkisi

Plasebo, serbest veya nanopartikiil formiilasyonlar:1 farkli konsantrasyonlar1 (5pM
EV/0.62uM VS; 10uM EV/1.25uM VS) ile HepG2 hiicreleri 37°C’de 24 saat
inkiibe edildikten sonra, hiicreler tripsinizasyon islemine tabi tutularak akim
sitometride Anneksin V orami Ol¢lilmiistiir. Elde edilen sonuglar Sekil 40’da
gosterilmistir.
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Sekil 40. HepG2 hiicrelerinin 24 saatlik SM ve NP ile inkiibasyonu sonrasindaki apoptoz
oranini

46




Canlt hiicre, apoptotik hiicre ve nekrotik hiicre oranlarinin sayisal verileri Cizelge

12°de gosterilmistir.

Cizelge 12. HepG2 hiicrelerinin 24 saatlik SM ve NP ile inkiibasyonu sonrasindaki apoptoz
orani ve yiizde dagilimm

Kontrol [ Plasebo | NP5uM | SM5uM | NP 10uM SM 10uM
EV/0.62u | EV/0.62u | EV/1.25yM | EV/1.25uM
M VS M VS VS VS
Q1 33 43 9.2 23 3.9 2.0
Q2 23 9.4 6.0 52 9.4 9.6
Q3 925 83.8 82.1 89.9 835 85.9
Q4 19 2.6 26 2.6 32 2.6

Sekil 40 ve Cizelge 12°de goriildiigii gibi HepG2 hiicreleri iizerinde apoptoz
degerlendirildiginde negatif kontrol (%92.5), serbest etkin madde 5uM
EV/0.62uM VS konsantrasyonda (%89.9), nanopartikiil formiilasyonu 5uM
EV/0.62uM VS Kkonsantrasyonda (%82.1), serbest etkin madde 10uM
EV/1.25uM VS konsantrasyonda (%85.9), nanopartikiil formiilasyonu 10uM
EV/1.25uM VS konsantrasyonda (%83.5)
gozlemlenmistir. Kombine EV/VS yiiklii nanopartikiil ile 24 saat muamele edilen
HepG2 hiicrelerinde, erken apoptotik hiicre orani kontrole ve serbest madde
uygulamasina gére daha yiiksek bulunmustur.

oraninda  hiicre  canlilig

Liang ve ark.(2011)’nin HEC-1A kanser hiicreleri ile 48 saat boyunca 2 pg/ml
serbest paklitaksel ve paklitaksel yliklii PLGA-PEG nanopartikiillerinin sirasiyla
apoptoz degerleri %19 ve % 23.97 bulunmustur.

Chen ve ark.,(2012)’nin flow sitometri ile MCF-7 hiicreleri {izerinde apoptoz
degerlendirildiginde 10 nM konsantrasyonda negative kontrol (% 95.63), serbest
vinkristin (% 77.81), PLGA-PEG-folat (% 72.45), PLGA-PEG-R7 (% 68.42), Ry
ve folat modifiye PLGA-PEG (% 63.78) oraninda hiicre canliligi goézlenmistir.
Serbest vinkristin (% 21.65), PLGA-PEG-folat (% 26.84), PLGA-PEG-R7 (%
30.66), R7 ve folat modifiye PLGA-PEG (% 34.89) oraninda apoptotik hiicre
oldugu gosterilmistir.
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SONUC ve ONERILER

Tez galismas1 kapsaminda pasif hedeflendirme ile Insan Hepatoseliiler Karsinoma
Hiicre Hatt1 (HepG2) tedavisine yonelik olarak e-viniferin (EV)-vinkristin siilfat
(VS) yiikli poli (laktik-ko-glikolik asit)-blok-poli(etilen glikol) (PLGA-b-PEG)
nanopartikiilleri hazirlanarak karakterize edilmistir. Nano¢oktiirme yontemi ile
hazirlanan etkin madde yiiklii partikiillerin bliytikliigii 1134+0.43nm, poli dispersite
indeksi  0.323 +0.01 ve -35.03t1.0mV zeta potansiyeline sahip oldugu
belirlenmistir. Nanopartikiillerin kiiresel olduklart AFM analizi ile gosterilmistir.
Liyofilize formunun siispansiyon formuna gore daha kararli olmasindan dolay1
ileriki ¢aligmalar i¢in liyofilize formunun hazirlanmasi 6nerilmektedir.

Floresan goriintiilemede kumarin-6 isaretli nanopartikiiller HepG2 hiicreleri
tarafindan ilk 2 saat icerisinde hiicre i¢ine alinarak giiclii floresan 1s1ma verdigi
goriilmistiir. Mikroplate okuyucu ile hiicre igine alim oraninin 4 saatin sonunda
% 87 oldugu kantitatif olarak da desteklenmistir.

Sitotoksisite ¢aligmasi ile nanopartikiil formiilasyonunun serbest etkin maddeden
daha sitotoksik oldugu gosterilmistir. 10uM EV/ 1.94uM VS konsantrasyonda
serbest etkin madde uygulanan hiicrelerde, hiicre popiilasyonunun % 76.13’{i canli
iken ayni konsantrasyonda nanopartikiil formiilasyonu uygulanan hiicrelerde
%43.23’1 canlidir.

Akridin  oranj/Propidyum 1iyodiir ¢ift boyama ile apoptotik hiicrelerin
morfolojisinde meydana gelen degisimler gosterilmistir. HepG2 hiicrelerinin 24
saatlik serbest ve nanopartikiil formiilasyonu ile inkiibasyonu sonrasindaki
apoptoz orani ve yiizde dagilimi akim sitometri ile 6l¢lilmiistiir.

Sonug olarak PLGA-b-PEG hiicre i¢ine alim oraninin yiiksekligi ve yiiksek ilag
yiikleme kapasitesinden dolay1 uygun bir ilag tasiyict sistemdir. Kombine EV-VS
uygulamasinin HepG2 hiicreleri iizerinde sinerjik etkisi oldugu daha onceki
caligmalarda gosterilmistir. Bu tez calismasi ile bu sinerjik etkinin EV-VS’1n ilag
tasiyici sisteme yiiklenmesiyle daha da arttirilabilecegi belirtilmistir. Bu
sonuglarin ilerdeki in vivo ¢alismalarla desteklenerek kanser tedavisinde ve kanser
hastalarinin ~ yasam  kalitelerinin  arttirllmast  yoniinde fayda saglamasi
ongoriilmektedir.

48



KAYNAKLAR

Aftabrouchard, D., Dorlker, E., Preparation methods for biodegradable
microparticles loaded with water-soluble drugs, STP Pharma. Sci., 2, 365-380
(1992).

Alayautdin, R.N., Petrov, V.E., Langer, K., Berthold, A., Kharkevich, D.A.,
Kreuter, J., Delivery of loperamide across the blood-brain barrier with polysorbate
80-coated polybutylcyanoacrylate nanoparticles, Pharm. Res., 14, 325 (1997).

Allen, T.M., Liposomes: Opportunities in drug delivery, Drugs, 54(4), 14-24
(1997).

Allemann, E., Gurny, R., Doekler, E., Drug-loaded nanoparticles- preparation
methods and drug targeting issues, Eur. J. Pharm. Biopharm., 39, 173-191 (1993).

Alleman, E., Brasseur, N., Benrezzak, O., Rousseau, J., Kudrevich, S.V., Boyle
RW., Leroux JC., Gurny R., Van Lier JE., PEG-coated poly-(lactic acid)
nanoparticles for the delivery of hexadecafluoro zinc phthalocyanine to EMT-6
mouse mammary tumours, Journal of Pharmacy and Pharmacology, 47, 382-387
(1995).

Alkan, H., Lipozomlar-1I.1lag tasiyicist olarak hazirlanmalari, FABAD Journal of
Pharmaceutical Sciences, 8, 197-222 (1983).

Alonso, M., Nanoparticle drug carrier technology, Microparticulate Systems for
the delivery of proteins and vaccines, Eds.: S.Cohen and H. Bernstein, Marcel
Dekker, Inc New York, 203-241 (1996).

Amalfitano, C., Evidente, A., Surico, G., Tegli, S., Bertelli, E., Mugnai, L.,
Phenols and stilbene polyphenols in the wood of esca-diseased grapevines,
Phytopathol. Mediterr., 39, 178-183 (2000).

Aravalli, N.R., Steer, C.J. ve Cressman, E.N.K., Molecular mechanisms of
hepatocellular carcinoma, Hepatology, 48, 2047-2063 (2008).

Arbo’s, P, Wirth, M, Arangoa, M.A, Gabor, F, Irache, J.M., Gantrez RAN as a
new polymer for the preparation of ligand-nanoparticle conjugates, J. Control
Release, 83, 321-330 (2002).

Astete, C.E, Sabliov, C.M., Synthesis and characterization of PLGA
nanoparticles, J. Biomater Sci. Polym. Ed., 17, 247-289 (2006).

Athanasiou, K.A., Niederauer, G.G., and Agrawal, C.M., Sterilization, toxicity,

49



biocompatibility and clinical applications of polylactic acid/polyglycolic acid
copolymers, Biomaterials, 17(2), 93-102 (1996).

Avgoustakis, K., Beletsi, A., Panagi, Z., Klepetsanis, P., Karydas, A.G.,
Ithakissios, D.S., PLGA-mPEG nanoparticles of cisplatin: in vitro nanoparticle
degradation, in vitro drug release and in vivo drug residence in blood properties,
J. Control. Release 79, 123-135 (2002).

Avgoustakis, K., Pegylated poly (lactide) and poly(lactide-co-glycolide)
nanoparticles: preparation, properties and possible applications in drug delivery.
Curr. Drug Deliv., 1(4), 321-33 (2004).

Bai, Y., Mao, QQ., Qin, J., Zheng, X.Y., Wang, Y.B., Yang, K., Shen, H.F., Xie
L.P.,Resveratrol induces apoptosis and cell cycle arrest of human T24 bladder
cancer cells in vitro and inhibits tumor growth in vivo. Cancer Sci., 101, 488-493
(2010).

Banarjee, A., Onyiiksel, H., Peptide delivery using phospholipid micelles, Wiley
Interdiscip Rev Nanomedicine and Nanobiotechnology 4, 562-574, (2012).

Barichello, JM, Morishita, M, Takayama, K, Nagai, T. Encapsulation of
hydrophilic and lipophilic drugs in PLGA nanoparticles by the nanoprecipitation
method, Drug Dev. Ind. Pharm., 25, 471 — 6 (1999).

Berenblum I: Frontiers of Biology., In: Carcinogenesis as a Biological Problem.
Amsterdam: North-Holland Pub. Co. New York, 212-224 (1974).

Bodmeier, R, Chen, H., Indomethacin polymeric nanosuspensions prepared by
microfluidization, J. Control Release, 12, 223 — 233 (1990).

Bratton, D.L, Fadok, V.A., Richter, D.A., Kailey J.M., Guthrie, L.A., Henson, P
M, Appearance of phosphatidylserine on apoptotic cells requires calcium-
mediated nonspecific flip- flop and is enhanced by loss of the aminophospholipid
translocase, J. Biol. Chem., 272, 2615926165 (1997).

Brescia, P., Banks, P., BioTek Instruments, Inc., Quantifying Cytotoxicity of
Thiostrepton on Mesothelioma Cells using MTT Assay and the EpochTM
Microplate Spectrophotometer, (2009).

Brigger, 1, Dubernet, C, Couvreur, P., Nanoparticles in cancer therapy and
diagnosis. Adv. Drug Deliv. Rev., 54, 631-651 (2002).

Burns, J.H., Vincristine sulfate. In: Florey K, editor. Analytical Profiles of Drug
Substances. New York: Academic Press, 463 — 480 (1972)

50



Butterworth, B.E., Popp, J.A., Conolly, R.B., Goldsworthy TL. Chemically
induced cell proliferation in carcinogenesis. In: V ainio H, Magee PN, McGregor
DB, McMichael AJ, eds. Mechanisms of Carcinogenesis in Risk Identification.
Lyon: International Agency for Research of Cancer, 279-305 (1992).

Chen, C.J., Yu, W., Fu, Y.C., Wang, X., Li, J.L., Wang, W., Resveratrol protects
cardiomyocytes from hypoxia-induced apoptosis through the SIRT1-FoxO1
pathway, Biochem. Biophys. Res. Commun., 378, 389-393 (2009).

Chen, CJ., Yu, W., Wang, W., Red wine may be used in the therapy of
myocarditis, J. Cell Biochem., 111, 808-810 (2010).

Chen J., Li S., Shen Qi., Folic acid and cell-penetrating peptide conjugated
PLGA-PEG bifunctional nanoparticles for vincristine sulfate delivery. European
Journal of Pharmaceutical Sciences 47, 430-443 (2012).

Chen, Z.H., Hurh, Y.J., Na, H.K., Kim, J.H., Chun, Y.J., Kim, D.H., Kang, K.S.,
Cho, K., Wang, X., Nie, S., Chen, Z., Shin, D.M., Therapeutic nanoparticles for
drug delivery in cancer, Clinical Cancer Research, 14(5), (2008).

Cho, M.H., Surh,Y .J., Resveratrol inhibits TCDD-induced expression of CYP1Al
and CYP1B1 and catechol estrogen-mediated oxidative DNA damage in cultured
human mammary epithelial cells, Carcinogenesis, 25, 2005-2013 (2004).

Cho, S.J., Lee, S.S., Kim, Y.J., Park, B.D., Choi, J.S., Liu, L., Hama, Y.M., Kim,
B.M. ve Lee, S.K., Xylocydine, a novel Cdk inhibitor, is an effective inducer of
apoptosis in hepatocellular carcinoma cells in vitro and in vivo, Cancer Letters,
287, 196-206 (2010).

Corn, P.G., El-Deiry, W.S., Derangement of growth and differentiation control in
onkogenesis. Bioessays 1, 83-90 (2002).

Dagar, A., Kuzmis, A., Rubinstein, I., Sekosan, M., Onyiiksel, H., VIP-targeted
cytotoxic nanomedicine for breast cancer, Drug delivery and Translational
research 2, 454-462 (2012).

Danhier, F, Ansorena, E, Azeitao, J, et al., PLGA-based nanoparticles: An
overview of biomedical applications, J. Control Release, 161, 505-522 (2012).

Danhier, F., Feron O., Preat V., To exploit the tumor microenvironment: Passive
and active tumor targeting of nanocarriers for anti-cancer drug delivery, Journal of
Controlled Release, 148, 135-146 (2010).

51



Davda, J., Labhasetwar, V., Characterization of nanoparticle uptake by
endothelial cells. Int. J. Pharm., 233, 51-59 (2002).

Derakhshandeh, K., Erfan, M., Dadashzadeh, S., Encapsulation of 9-
nitrocamptothecin, a novel anticancer drug, in biodegradable nanoparticles:
factorial design, characterization and release kinetics, Eur. J. Pharm. Biopharm.
66, 3441 (2007).

Devereux, T.R, Risinger, JI, Barrett, J.C., Mutations and altered expression of the
human cancer genes: What they tell us about causes. IARC Scientific
Publications, 146, 19-42 (1999).

Dinarvand, R., Sepehri, N., Manoochehri, S., Rouhani, H., Atyabi, F., Polylactide-
co-glycolide nanoparticles for controlled delivery of anticancer agents,
International Journal of Nanomedicine, 6, 877-895 (2011).

Elenbaas, L, Spirio F, Koerner, M.D, Fleming, DB, Zimonjic, JL, Donaher, NC,
Popescu, WC., Human breast cancer cells generated by onkogenic transformation
of primary mammary epithelial cells, Genes Dev., 15, 50-65 (2001).

El-Shabouri, M.H., Positively charged nanoparticles for improving the oral
bioavailability of cyclosporin-A, Int. J. Pharm., 249, 101-108 (2002).

Ertas, O.S., Kayali, A., Analitik Yontem Gegerliligine Genel Bir Bakis 'An
Overview On Analytical Method Validation', Ankara Ecz. Fak. Derg., 34 (1), 41-
57 (2005).

Esmaeili, F, Ghahremani, MH, Ostad, SN, Atyabi, F, Seyedabadi, M, Malekshahi,
MR, Amini, M, Dinarvand, R., Folate-receptor-targeted delivery of docetaxel
nanoparticles prepared by PLGA-PEG-folate conjugate, J. Drug Target, 16(5),
415-423 (2008).

Faraji, A.H., Wipf, P., Nanoparticles in cellular drug delivery. Bioorganic &
Medicinal Chemistry, 17, 2950-2962 (2009).

Fessi, H., Puisieux, F., Devissaguet, J. P., Ammoury, N., Benita, S., Nanocapsule
Formation by Interfacial Polymer Deposition Following Solvent Displacement,
International Journal of Pharmaceutics, 55 (1), R1- R4 (1989).

Fonseca, C., Simoes, S., Gaspar, R., Paclitaxel-loaded PLGA nanoparticles:
preparation, physicochemical characterization and in vitro anti-tumoral activity, J.
Con- trol. Release 83, 273-286 (2002).

52



Fuertges, F., Abuchowski, A., The clinical efficacy of poly (ethylene glycol)-
modified proteins. Journal of Controlled Release, 11, 139 (1990).

Gabizon, A.A., Stealth liposomes and tumor targeting: One step further in the
quest for the magic bullet, Clinical Cancer Research, 7, 223-225, (2001).

Ganachaud, F, Katz, JL., Nanoparticles and nanocapsules created using the ouzo
effect: Spontaneous emulsification as an alternative to ultrasonic and high-shear
devices. Chem. Phys. Chem., 6, 209 —216 (2005).

Gatti, R, Belletti, S, Orlandini, G, Bussolati O, Dall’asta V, Gazzola G C;
Comparison of Annexin V and calcein-AM as early vital markers of apoptosis in
adherent cells by confocal laser microscopy. J. Histochem. Cytochem., 46, 895—
900 (1998).

Gaumet, M., Vargas, A., Gurny, R., Delie, F., Nanoparticles for drug delivery:
The need for precision in reporting particle size parameters, European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 69, 1-9, (2008).

Giddinga, C.E.M., Kellieb, S.J., Kampsa, WA., Graafa, SSN., Vincristine
revisited ,Crit Rev Oncol Hematol. Feb;29(3), 267-87 (1999).

Greenwald, R.B., Choe, YH, McGuire, J, Conover, C.D., Effective drug delivery
by PEGylated drug conjugates. Adv. Drug Deliv. Rev. 55, 217-250 (2003).

Gref, R, Minamitake, Y, Peracchia, MT, Trubetskoy, V, Torchilin, V, Langer, R
Biodegradable long-circulating poly- meric nanospheres. Science 263, 1600-1603
(1994).

Gurny, R, Peppas, NA, Harrington, DD, Banker, G.S., Development of
biodegradable and injectable lattices for controlled release of potent drugs, Drug
Dev. Ind. Pharm., 7, 1 — 25 (1981).

Hans, M.L., Lowman, AM., Biodegradable nanoparticles for drug delivery and
targeting, Current Opinion in Solid State and Materials Science, 6, 319-327
(2002).

Hashizume, H., Baluk, P., Morikawa, S., McLean, JW., Thurston G., Roberge S.,
Jain RK., McDonald DM., Openings between defective endothelial cells explain

tumor vessel leakinessé American Journal of Pathology, 156, 1363-1380, (2000).

Herold, DA., Keil, K., Bruns de., Biochem. Pharmacol., 38, 73 — 76 (1989).

53


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Crit%20Rev%20Oncol%20Hematol.');

Hinds, KD., Biomaterials for Delivery and Targeting of Proteins and Nucleic
Acids, CRC, Boca Raton, FL, (2005).

Hobbs, SK., Monsky, W.L., Yuan, F., Roberts, WG., Griffith, L., Torchilin, VP.,
Jain, RK., Regulation of transport pathways in tumor vessels: role of tumor type
and microenvironment, Proceedings of National Academicy of Sciences USA,
95, 4607-4612 (1998).

http-1 Solubility enhancement of hydrophobic drugs via drug-loaded micelles
using biodegradable PEG- polyester diblock copolymers,
http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/materials-
science/plga-drug-delivery.html#sthash.ks60HOXX.dpuf%20 , (20.07.2015).

http-2 Vincristine sulfate,
http://www.sigmaaldrich.com/catalo roduct/sial/v8388?lang=en&region

=TR (20.07.2015).

http-3 Oncovin, https://www.adlershop.ch/p13600/oncovin-liquid-inj-loes-1-mg-
ml-i-v-durchstf-1-ml (20.07.2015).

http 4 Trizma buffers,
https://www.sigmaaldrich.com/Graphics/Supelco/objects/4800/4709.pdf
(19.07.2015)

http-5 Apoptosis, http://www.flow-cytometry.us/index.php?page=apoptosis
(23.07.2015).

ICH Topic Q2B, Validation of analytical procedures: Methodolgy, The European
Agency for the evaluation of medicinal product, CPMP/ICH/281/95, Step 4,
Consensen guideline, 6 November 1996.

Irache, JM, Huici, M, Konecny, M, Espuelas, S, Campanero, MA, Arbos, P.
Bioadhesive properties of gantrez nanoparticles. Molecules, 10, 126 — 145 (2005).

Jain, R., The manufacturing techniques of various drug loaded biodegradable
poly (lactide-co-glycolide)(PLGA) devices. Biomaterials, 21(23), 2475-2490
(2000).

Jaiswal, J, Gupta, SK, Kreuter, J., Preparation of biodegradable cyclosporine
nanoparticles by high-pressure emulsification-solvent evaporation process, J.
Control Release, 96, 169 — 78 (2004).

Jang, J.H., Surh, Y.J., Protective effects of resveratrol on hydrogen peroxide-
induced apoptosis in rat pheochromocytoma (PC12) cells, Mutat. Res., 496, 181

54


http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/materials-science/plga-drug-delivery.html#sthash.ks60HOXX.dpuf%20
http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/materials-science/plga-drug-delivery.html#sthash.ks60HOXX.dpuf%20
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/v8388?lang=en&region=TR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/v8388?lang=en&region=TR
https://www.adlershop.ch/p13600/oncovin-liquid-inj-loes-1-mg-ml-i-v-durchstf-1-ml
https://www.adlershop.ch/p13600/oncovin-liquid-inj-loes-1-mg-ml-i-v-durchstf-1-ml
https://www.sigmaaldrich.com/Graphics/Supelco/objects/4800/4709.pdf
http://www.flow-cytometry.us/index.php?page=apoptosis

190 (2001).

Jemal, A, Siegel, R, Ward, E, Hao Y, Xu J, Murray T, et al. Cancer statistics, CA
Cancer J. Clin., 58, 71-96 (2008)

Kang, L., Heng, W., Yuan, A., Baolin, L., Fang, H., Resveratrol modulates
adipokine expression and improves insulin sensitivity in adipocytes: relative to
inhibition of inflammatory responses, Biochimie 92, 789-796 (2010).

Keller, M., Nanomedicinal delivery approaches for therapeutic SIRNA,
International Journal of Pharmaceutics, 379, 210-211 (2009).

Knop, K, Hoogenboom, R, Fischer, D, Schubert, U.S., Poly(ethylene glycol) in
drug delivery: pros and cons as Wellas potential alternatives. Angew Chem Int Ed
49, 6288-6308 (2010).

Kockx, MM, Muhring, J, Knaapen MWM, de Meyer G.R.Y., RNA synthesis and
splicing interferes with DNA in situ end labeling techniques used to detect
apoptosis. Am. J. Pathol., 152, 885 (1998).

Kolb, J.P., Billard, C., Flavones and polyphenols inhibit the NO pathway during
apoptosis of leukemia B-cells. Leuk. Res. 28, 851-861 (2004).

Konan, YN, Gurny, R., Alle'mann E. State of the art in the delivery of
photosensibilizers for photodynamic therapy, Photochem. Photobiol. B., 66, 89 —
106 (2002).

Koo, O.M., Rubinstein I., Onyiiksel H., Role of nanotechnology in targeted drug
delivery and imaging: a convise review, Nanomedicine, Sep (1),193-212 (2005).

Koosha, F., Muller, R.H., Davis, SS, Davies, M.C., The surface chemical
structure of poly(h-hydroxybutyrate) microparticles produced by solvent
evaporation process. J Control Release, 9, 149 — 57 (1989).

Koosha, F, Muller, R.H., Washington, C., Production of polyhydrox- ybutyrate
(PHB) nanoparticles for drug targeting. J Pharm Pharmacol, 39, 136 (1987).

Kreuter, J.; Ramge, P.; Petrov, V. E.; Hamm, S.; Gelperina, S. E.; Engelhardt,
B.;Alyautdin, R. N.; von Briesen, H.; Begley, D. J. Pharm. Res., 20, 409 (2003).

Kumari, A, Yadav, SK, Yadav, SC., Biodegradable polymeric nanoparticles based
drug delivery systems. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 75, 1-18 (2010).

Landrault, N., Larronde, F., Delaunay, J.C., Castagnino, C., Vercauteren, J.,
Merillon, J.M., Gasc, F., Cros, G., Teissedre, P.L., Levels of stilbene oligomers

55



and astilbin in French varietal wines and in grapes during noble rot development.
J. Agric. Food.Chem., 50, 2046-2052 (2002).

Landry, FB, Bazile, DV, Spenlehauer, G, Veillard, M, Kreuter, J., Influence of
coating agents on the degradation of poly(d,l-lactic acid) nanoparticles in model
digestive fluids (USP XXII). STP Pharma Sci., 6, 195 — 202 (1996).

Lemarchand, C, Gref, R, Passirani, C, Garcion, E., Petri, B, Muller, R., Influence
of polysaccharide coating on the interactions of nano- particles with biological
systems. Biomaterials, 27, 108 — 118 (2006).

Li, S, McCarthy, SP., Influence of crystallinity and stereochemistry on the
enzymatic degradation of poly (lactide)s. Macromolecules 32, 44544456 (1999).

Li, SD., Huang, L., Pharmacokinetics and biodistrubition of nanoparticles,
Molecular Pharmaceutics, 5, 496-504 (2008).

Liang, C., Yang, Y., Ling, Y., Huang, Y., Li, T., Li, X., Improved therapeutic
effect of folate-decorated PLGA-PEG nanoparticles for endometrial carcinoma,
Bioorganic&Medicinal Chemistry 19, 4057-4066, (2011)

Lim, B.S., Banerjee, A., Onyiiksel, H., Improvement of drug safety by the use of
lipid-based nanocarriers, Journal of controlled Release, 163, 34-45 (2012).

Locatelli, E., Franchini, M.C., Biodegradable PLGA-b-PEG polymeric
nanoparticles: synthesis, properties, and nanomedical applications as drug
delivery system. J. Nanopart. Res., 14, 1316 (2012).

Lu, W, Zhang, Y, Tan, Y-Z, Hu, K-L, Jiang, X-G, Fu, S-K. Cationic albumin-
conjugated pegylated nanoparticles as novel drug carrier for brain delivery. J
Control Release, 107, 428 — 448 (2005).

Mainardes, RM, Evangelista, RC. PLGA nanoparticles containing praziquantel:
effect of formulation variables on size distribution. Int. J. Pharm., 290, 137 —
44(2005).

Manish, G., Vimukta, S., Targeted drug delivery system:A review, Research
Journal of Chemical Scieces, 1(2), (2011).

Mazauric, J.P., Salmon, J.M., Interactions between vyeast lees and wine
polyphenols during simulation of wine aging: I Analysis of remnant polyphenolic
compounds in the resulting wines. J. Agric. Food Chem. 53, 5647-5653 (2005).

Moghimi, SM., Hunter, AC., Murray JC., Long circulating and target specific

56



nanoparticles: Theory to practice Pharmacological Reviews, 53(2), 283-
318,(2001).

Molpeceres, J, Guzman M, Aberturas MR, Chacon M, Berges L. Application of
central composite designs to the preparation of polycaprolactone nanoparticles by
solvent displacement. J. Pharm. Sci., 85, 206 — 213 (1996).

Morachis, JM., Mahmoud, E.A., Almutairi, A., Physical and chemical strategies

for therapeutic delivery by using polymeric nanoparticles” Pharmacological
Reviews, 64, 505-519 (2012).

Mora-Huertasa, C.E., Fessia, H., Elaissari, A., Polimer-based nanocapsules for
drug delivery, International Journal of Pharmaceutics, 385, 113-142 (2010).

Munoz, N, Bosch, X. Epidemiology of hepatocellular carcinoma. In: Neoplasms
of the Liver, Okuda, K, Ishak, KG (Eds), Springer (1989 ).

Muthu, MS., Nanoparticles based on PLGA and its co- polymer: an overview.
Asian J. Pharm. 3, 266277 (2009).

Narang, AS., Varia S., Role of tumor vascular architecture in drug delivery,
Advanced drug delivery reviews, 63,640-58 (2011).

Ne'mati, F, Dubernet C, Fessi H, Verdie're AC, Poupon MF, Puisieux F, et al.
Reversion of multidrug resistance using nanoparticles in vitro: influence of the
nature of the polymer. Int. J. Pharm. 138, 237 — 246 (1996).

Neuss, N, Gorman, M, Boaz, HE, et al. Vinca alkaloids XI stuctures of
leurocristine (LCR) and vincaleukoblastine (VLB). J. Am. Chem. Soc., 84, 1509 —
1510 (1962).

Niopas, I. and A.C. Daftsios, Determination of nifedipine in human plasma by
solid-phase extraction and high-performance liquid chromatography: validation
and application to pharmacokinetic studies, J. Pharm. Biomed. Anal., 32(6), 1213-
1218 (2003).

Nowell P., The clonal evolution of timor cell populations. Science 194, 23-28
(1976).

Okuda, K., Hepatocellular carcinoma, Journal of Hepatology, 32, 225- 231
(2000).

Okuda, K. Epidemiology of primary liver cancer. In: Primary Liver Cancer in
Japan, Tobe, T (Ed), Springer-Verlag (1992).

57



Oshima, Y., Namao, K., Kamijou, A., Matsuoka, S., Nakano, M., Terao, K.,
Ohizumi, Y., Powerful hepatoprotective and hepatotoxic plant oligostilbenes,
isolated from the Oriental medicinal plant Vitis coignetiae (Vitaceae). Experientia
51, 63-66 (1995).

Overbeeke, R, Steffens-Nakken, H, Vermes, I, Reutelingsperger C, Hanen C.
Early features of apoptosis detected by four different flow cytometry assays,
Apoptosis, 3, 115 (1998).

Onyiiksel H., Banerjee A., Phospholipid-based nanomicelles in cancer
nanomedicine, nanomedicine in Health and Disease, Eds Hunter RJ., Preedy VR.,
CRS Press, Chapter 16, 314-335 (2011).

Ozdemir, F., Akalin, G.,Sen, M, Onder, NI, Iscan, A, Kutlu, HM, Incesu, Z.
Towards novel anti-tumor strategies for hepatic cancer: e-viniferine in
combination with vincristine displays pharmacodynamic synergy at lower doses
in HepG2 cells, OMICS A Journal of Integrative Biology 18(5), 2014.

Park, J., Fong, PM., Lu, J., Russell, K., Booth, C., Saltzman, WM., Fahmy, TM.,
PEGylated PLGA nanoparticles for the improved delivery of doxorubicin,
Nanomedicine, 5(4), 410-418, (2009)

Park, T.G., Degradation of poly(D, L-lactic acid) micro- spheres: effect of
molecular weight, J. Control Release, 30, 538-546 (1994).

Perez, C, Sanchez A., Putnam, D, Ting, D, Langer, R, Alonso, MJ. Poly(lactic
acid)-poly(ethylene glycol) nanoparticles as new carriers for the delivery of
plasmid DNA, J. Control Release, 75, 211 — 24 (2001).

Pillai, O., Panchagnula, R., Polimers in drug delivery, Current Opinion in
Chemical Biology, 5 (4), 447-51(2001).

Piver, B., Berthou, F., Dreano, Y., Lucas, D., Differential inhibition of human
cytochrome P450 enzymes by e-viniferin, the dimer of resveratrol: comparison
with resveratrol and polyphenols from alcoholized beverages. Life Sci. 73, 1199—
1213 (2003).

Prabha, S., Labhasetwar, V. Critical determinants in PLGA/PLA nanoparticle-
mediated gene expression. Pharm. Res. 21, 354 (2004).

Prabha, S, Zhou, W-Z, Panyam, J, Labhasetwar, V. Size-dependency of

nanoparticle-mediated gene transfection studies with fractionated nanoparticles.
Int. J. Pharm., 244, 105 — 15 (2002).

58


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C5%9Een%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24341688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%96nder%20NI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24341688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=I%C5%9Fcan%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24341688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kutlu%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24341688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Incesu%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24341688

Privat, C., Telo, J.O.P., Bernardes-Genisson, V; Vieira, A., Souchard, J.P.,
Nepveu, F.O., Antioxidant Properties oftrans-e-Viniferin As Compared to
Stilbene Derivatives in Aqueous and Nonaqueous Media, Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 50 (5), 1213-1217 (2002).

Prokop, A., Davidson, JM.,Nanovehicular intracellular delivery systems, Journal
of Pharmaceutical Sciences, 97, 3518-3590 (2008).

Quintanar-Guerrero, D, Alle'mann, E, Fessi, H, Doelker, E., Preparation
techniques and mechanism of formation of biodegradable nanoparticles from
preformed polymers, Drug Dev. Ind. Pharm., 24, 1113 — 1128 (1998).

Rao, J.P., Geckelera, K.E., Polymer nanoparticles: Preparation techniques and
size-control parameters, Progress in Polymer Science, 36, 887-913 (2011).

Redhead, H.M., Davis, S.S., Illlum, L., Drug delivery in poly(lactide-co-
glycolide) nanoparticles surface modified with poloxamer 407 and poloxamine
908: in vitro characterisation and in vivo evaluation, J. Controlled Release 70,
353-363 (2001).

Reis, P.C., Neufeld, R.J., Ribeiro, AJ., Veiga, F., Nanoencapsulation I. Methods
for preparation of drug-loaded polymeric nanoparticles Nanomedicine:
Nanotechnology, Biology, and Medicine 2, 8-21 (2006).

Rosler, A., Vandermeulen, GWM., Klok, HA., Advanced drug delivery devices
via self-assembley of amphiphilic block copolymers, Advanced Drug delivery
reviews, 53, 95-108 (2001).

Rubinstein, 1., Onyiiksel, H., Intracellular delivery of VIP-grafted sterically
stabilized phospholipid mixed nanomicelles in human breast cancer cells.
Chemico Biological Interactions, 171,190-194 (2008).

Sahana, DK., Mittal, G., Bhardwaj, V., Kumar, MN., PLGA nanoparticles for oral
delivery of hydrophobic drugs: influence of organic solvent on nanoparticle
formation and release behavior in vitro and in vivo using estradiol as a model
drug, J. Pharm. Sci., 97 (4), 1530-1542 (2008).

Saiko, P., Szakmary, A., Jaeger, W., Szekeres, T., Resveratrol and its analogs:
defense against cancer, coronary disease and neurodegenerative maladies or just a
fad ? Mutat. Res., 658, 68-94 (2008).

Sanchez, A, Vila Jato, JL, Alonso, MJ. Development of biodegradable
microspheres and nanospheres for the controlled release of cyclosporine, Int. J.

59



Pharm., 99, 263 — 273 (1993).

Saxena, V, Sadogi, M, Shao, J., Indocyanine green-loaded biodegrad- able
nanoparticles: preparation, physicochemical characterization and in vitro release.
Int. J. Pharm., 278, 293 — 301 (2004).

Schmidt, C., Lamprecht, A., Nanocarriers in drug delivery-design, manufacture
and physicochemical properties, in nanotherapeutics drug delivery concepts in
nanoscience, a. lamprecht, editor., pan stanford publishing (2009).

Shabir, G.A., Validation of high-performance liquid chromatography methods for
pharmaceutical analysis Understanding the differences and similarities between
validation requirements of the US Food and Drug Administration, the US
Pharmacopeia and the International Conference on Harmonization, J. Chromatogr.
A, 987, 57-66 (2003).

Shao, J., Li, X., Lu, X., Jiang, C., Hu, J., Li, Q., You, Y., Fu, Z., Enhanced growth
inhibition effect of Resveratrol incorporated into biodegradable nanoparticles
against glioma cells is mediated by the induction of intracellular reactive oxygen
species levels , Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 72 , 40-47 (2009).

Siegel, R, Naishadham, D, Jemal, A., Cancer statistics for Hispanics/Latinos. CA
Cancer J. Clin., 62, 283-298 (2012).

Singh, R., Lillard, J.W., Nanoparticle-based targeted drug delivery, Experimental
and Molecular Pathology, 86, 215-223 (2009).

Soppimatha, KS, Aminabhavia, TM, Kulkarni, AR, Rudzinski, WE.
Biodegradable polymeric nanoparticles as drug delivery devices. J Control
Release, 70, 1 — 20 (2001).

Stockert, J.C., Blazquez-Castro, A., Canete, M., Horobin, R. W. ve Villanueva,
A., MTT assay for cell viability: Intracellular localization of the formazan product
is in lipid droplets, Acta histochemica, 114(8), 785-796 (2012).

Simsgek S., Eroglu H., Kurum H., Ulubayram K., Brain targeting of Atorvastatin
loaded amphiphilic PLGA-b-PEG nanoparticles Journal of Microencapsulation,
30(1), 10-20 (2013).

Tabata, J, Ikada, Y., Protein pre-coating of polylactide micro- spheres containing
a lipophilic immunopotentiator for enhance- ment of macrophage phagocytosis
and activation, Pharm. Res.,6, 296 — 301 (1989).

Tesarik, J, Greco, E., Cohen-Bacrie, P, Mendoza, C., Germ cell apoptosis in men

60



with complete and incomplete spermiogenesis failure. Mol. Hum. Reprod., 4,
757(1998).

Tice, TR, Gilley, RM., Preparation of injectable controlled-release microcapsules
by solvent-evaporation process, J. Control Release, 2,343 — 52 (1985).

Tobio, M., Sanchez, A., Vila, A., et al The role of PEG on the stability in
digestive fluids and in vivo fate of PEG-PLA nanoparticles following oral
administration. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 18, 315-323 (2000).

Ueda, H., Kreuter, J., Optimization of the preparation of loperamide- loaded poly
(I-lactide) nanoparticles by high pressure emulsification solvent evaporation. J.,
Microencapsul,14, 593 — 605 (1997).

Ueda, M., lwara, A., Kreuter, J., Influence of the preparation methods on the drug
release behavior of loperamide-loaded nanoparticles. J Microencapsul, 15, 361 —
72 (1998).

USP 31(The United States Pharmacopeia), 26.Basim (NF 26), 2488-2490, (2008).

Van, lterson, R.A., A Guide to Validation in HPLC, Drenthe College Emmen
Holland (2005).

Van, Zoonen, P., H.A. van 't Klooster, R. Hoogerbrugge, S.M. Gort, and H.J. van
de Wiel, Validation of analytical methods and laboratory procedures for chemical
measurements. Arh Hig Rada Toksikol., 49(4), 355-370 (1998).

Vang, O., Ahmad, N., Baile, C.A., Baur, J.A., Brown, K., Csiszar, A., Das, D.K.,
Delmas, D., Gottfried, C., Linl, H.-Y., Ma, Q.-Y., Mukhopadhyay, P., Nalini, N.,
Pezzuto, J.M., Richard, T., Shukla, Y., Surh, Y.-J., Szekeres, T., Szkudelski, T.,
Walle, T., Wu, J.M., What is new for an old molecule? Systematic review and
recommendations on the use of resveratrol. PLoS ONE 6, 1-11 (2011).

Vargas, A., Pegaz, B., Debefve, E., Konan-Kouakou Y., Lange, N., Ballini, J-P, et
al. Improved photodynamic activity of porphyrin loaded into nanoparticles: an in
vivo evaluation using chick embryos. Int. J. Pharm., 286, 131 —145 (2004).

Vauthier, C., Dubernet, C., Fattal, E., Pinto-Alphandary, H., Couvreur, P.,
Poly(alkylcyanoacrylates) as biodegradable materials for biomedical applications.
Adv. Drug Deliv. Rev., 55, 519 — 48 (2003).

Vega-Avila, E. ve Pugsley, M.K., An overview of colorimetric assay methods
used to assess survival or proliferation of mammalian cells, Proceedings of the
Western Pharmacology Society, 54, 10-4 (2011).

61



Vitrac, X., Bornet, A., Vanderlinde, R., Valls, J., Richard, T., Delaunay, J.-C.,
Merillon, J.-M., Teissedre, P.-L., Determination of stilbenes (&-viniferin, trans-
astringin, trans-piceid, cis- and trans-resveratrol, g-viniferin) in Brazilian wines. J.
Agric. Food. Chem. 53, 5664-5669 (2005).

Vukovic, L., Khatib, F.A., Drake, S.P., Madriaga, A., Bradenburg, K.S., Kral, P.,
Onyiiksel, H., Structure and dynamics of highly PEG-ylated sterically stabilized
micelles in aqueous media, Journal of American Chemical Society, 133, 13481-
13488 (2011).

Wang, X.W., Hussain, S.P., Huo, T., Wu, C.G., Forgues, M. ve Hofseth, L.J.,
Molecular pathogenesis of human hepatocellular carcinoma, Toxicology, 181, 43—
47 (2002).

Wang, Z., L, W., Xu H., Yang, X., Preperation and in vitro Studies of
Stealth PEGylated PLGA Nanoparticles as Carriers for arsenic
Trioxide.Chin.J.Chem.Eng., 15(6), 795-801 (2007).

Wehrle, P., Magenheim, B., Benita, S., Influence of process parameters on the
PLA nanoparticle size distribution, evaluated by means of factorial design. Eur. J.
Pharm. Biopharm., 41, 19 — 26 (1995).

Wen, J., Guo, T., Zhu, H., Xiao, Y., Zhang, X., Chen, G., Chen, Y.,
Preperation and Optimization of PEG-PLGA Loaded with Vincristine
Sulfate and its In vitro Release.Bioequivalence &Bioavailability, 3, 211-
214 (2011).

Wibowo, A.; Ahmat, N.; Hamzah, A.S.; Sufian, A.S., Ismail, N. H.; Ahmad, R.;
Jaafar, F. M.; Takayama, H., Malaysianol A, a new trimer resveratrol oligomer
from the stem bark of Dryobalanops aromatic, Fitoterapia 82 (4), 676-681 (2011).

Williams, GM., DNA reactive and epigenetic carcinogens. Experimental and
Toxicologic Pathology, 44, 457— 64 (1992).

Williams, G.M., Mechanisms of chemical carcinogenesis and application to
human cancer risk assessment. Toxicology, 14:166 (1- 2):3-10 (2001).

Win, K.Y., Feng, S.S., Effects of particle size and surface coating on cellular
uptake of polymeric nanoparticles for oral delivery of anticancer drugs.
Biomaterials 26, 2713-2722 (2005).

Yoo, HS, Oh, JE, Lee, KH, Park, TG. Biodegradable nanoparticles containing
PLGA conjugate for sustained release. Pharm. Res., 16, 1114 — 1118(1999).

62



Zambaux, M.F., Bonneaux, F., Gref, R., Dellacherie, E., Vigneron, C.,
Preparation and characterization of protein C-loaded PLA nanoparticles, J.
Control. Release, 60 (2—3) 179-188 (1999).

Zghonda, N., Yoshida, S., Araki, M., Kusunoki, M., Mliki, A., Ghorbel, A.,
Miyazaki, H., Greater effectiveness of epsilon-viniferin in red wine than its
monomer resveratrol for inhibiting vascular smooth muscle cell proliferation and
migration. Biosci. Biotechnol. Biochem., 75, 1259-1267 (2011).

Zhang, G, Gurtu, V., Kain, S.R., Yan, G., Early detection of apoptosis using a
fluorescent conjugate of Annexin V. Biotechniques, 23, 525-531 (1997).

Zirh-Giirsoy, A., Nanofarmasotikler ve Uygulamalar1 Kontrollii Salim Sistemleri
Dernegi Yayini, Istanbul, Béliim 1, 13 (2014).

63



