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BEYIN TUMORLERININ TEDAVISi iGIN GIFT ETKIiLI DOKU iSKELESI-
NANOPARTIKUL SISTEMLERININ GELiSTIRILMESI

Ceren KUTLU

oz

Sunulan tez ¢alismasinda, beyin timorlerinin tedavisinde lokal olarak kullaniimak
uzere, antikanserojen ve antivaskularitif etkilere sahip doku iskelelerinin Gretimi
amagclanmistir. Bu amaca yonelik olarak, ilk olarak bir antikanser ilag olan 5-
Florourasil (5-FU) poli-laktik-ko-glikolik asit (PLGA) nanopartiklllere yuklenmistir.
Ardindan, 5-FU yukli nanopartikiller ve antivaskularitif ajan olarak segilen
Bevacizumab, kitosan doku iskelesine yerlestiriimis, boylelikle cift etkili bir doku
iskelesi uretimi gercgeklegtiriimistir. 5-FU ile mevcut tumor dokusunun ortadan
kaldiriimasi amacglanmis, Bevacizumab ile de tumor hadcrelerinin gcogalmalari
engellenmeye calisiimistir. Olusturulan bu sistemin in-vitro etkinligi, timoér ve

endotel hicre hatlari ile yaratalen hicre kultarlerinde arastiriimigtir.

Tez kapsamindaki calismalarin ilk asamasinda farkli poli-laktik asit/poli-glikolik asit
(PLA/PGA) (85:15, 65:35 ve 50:50) bilesimlerine sahip PLGA kopolimerlerlerinden,
bos ve 5-FU yukli nanopartikiller, emulsiyon-¢dzicu-buharlagtirma teknigi
kullanilarak sentezlenmistir. Zetasizer, AFM (atomik kuvvet mikroskobu) ve SEM
(taramali elektron mikroskobu) kullanilarak gercgeklestirilen Olgimlerde partikul
bayuklUklerinin yaklagik 200 nm oldugu saptanmistir. Agirlikga %10 ve %20
oraninda (ilag/polimer) 5-FU igeren partikullerin salim profilleri belirlenmis ve en
uygun tasiyict sistemin %10 5-FU igeren 50:50 PLGA nanopartikillerle
olusturulabildigi gdzlenmistir. Uretilen PLGA nanopartikiillerin 5-FU enkapsilasyon
verimlerinin  ~%55 oldugu UV spektrofotometre ve HPLC kullanilarak
hesaplanmigtir. Doku iskeleleri, %2’lik kitosan (>% 85 deasetilasyon derecesi)
¢Ozeltilerinden dondurarak-kurutma yontemiyle hazirlanmigtir. Kitosan iskelelerin
~100 uym gbézenek buyukligine, % 88 gbdzeneklilige ve i¢sel badlantih gézenek

yapisina sahip olduklari belirlenmistir.

Floresan izotiyosiyanat (FITC) isaretli PLGA nanopartikuller Uretim asamasinda

karistirma ve Uretim sonrasinda emdirme yontemleriyle kitosan doku iskelelerine



yuklenmis ve floresan mikroskop goruntulerinden en uygun PLGA/kitosan
oraninin, 35:65 (w/w); en uygun partikil yukleme yonteminin de doku iskelesi
uretimi sirasinda karistirarak yiukleme oldugu belirlenmistir. PLGA nanopartikdl
yuklU kitosan doku iskelesinden 21 gunlik surede ortalama 18 pg 5-FU salindigi
tespit edilmis, in-vitro ¢alismalarda kullanilacak ila¢g miktari belirlenirken, bu deger

g6z 6nunde bulundurulmustur.

Doku iskelelerine ylklenecek Bevacizumab konsantrasyonlari T98G insan
glioblastoma hucre hatti ve HUVEC’ler (Human Umbilical Vein Endothelial Cell)
icin ayri ayri yapilan hucre kultir galismalari ile belirlenmistir. 5-FU iceren PLGA
nanopartikiller ve Bevacizumab’in yiklendigi kitosan doku iskelelerinin, T98G ve
HUVEC hlcre hatlari Gzerindeki etkileri MTT (3-(4,5-dimethylthiazoyl-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) analizlerinin yanisira SEM, optik mikroskop, CLSM
(konfokal lazer taramali mikroskobu) ve floresan mikroskop goruntuleri esliginde
incelenmistir. Analiz sonuglari, 95.42 pg 5-FU ve 0.05 mg Bevacizumab igeren 2
mm kalinhiginda ve 9 mm c¢apindaki gift etkili kitosan doku iskelesinin in-vitro

kosullarda timoér olusumunu engelleme potansiyeline sahip oldugunu gostermisgtir.

Anahtar Kelimeler: PLGA, nanopartikial, beyin timoérli, 5-FU, Bevacizumab,
T98G, HUVEC.

Danisman: Prof.Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU, Hacettepe Universitesi,
Kimya Muhendisligi / Biyomuhendislik Anabilim Dali.



DEVELOPMENT OF DOUBLE-EFFECTIVE TISSUE SCAFFOLD-
NANOPARTICLE SYSTEMS FOR BRAIN TUMOUR THERAPY

Ceren KUTLU

ABSTRACT

The aim of the present study was to fabricate double-effective chitosan scaffold
which has anticancer and antivascularization effects for using in local therapy of
brain tumours. For this purpose, at first, an anticancer drug, 5-Florouracil (5-FU),
was loaded into the poly-lactic-co-glycolic acid (PLGA) nanoparticles. Then, 5-FU
loaded nanoparticles and Bevacizumab which was chosen as antivascularization
agent were placed into the chitosan scaffold. While 5-FU is destroying tumour
tissue, Bevacizumab prevent the proliferation of tumour cells. In-vitro effectiveness
of this double-effective system was investigated on cell cultures which were

performed with tumour and endothelial cell lines.

In the first part of the study, free and 5-FU loaded nanoparticles were synthesized
from different poly-lactic acid/poly-glycolic acid (PLA/PGA; 85:15, 65:35 and
50:50) PLGA copolymers by using emulsion-solvent evaporation technique.
Zetasizer, AFM (atomic force microscope) and SEM (scanning electron
microscope) analysis detected that particle sizes were approximately 200 nm.
Release profiles of 10 % and 20 % 5-FU (drug/polymer, w/w) loaded PLGA
nanoparticles were determined and it was observed that optimum carrier system
can be prepared with 10 % (w/w) 5-FU loaded PLGA (50:50, w/w) nanopatrticles.
Encapsulation efficiency of PLGA nanoparticles was calculated as ~55 % by using
UV spectrophotometer and HPLC. Chitosan scaffolds were prepared with 2 %
(w/v) chitosan (deacetylation degree of >85) solution by freeze-drying technique. It
was detected that chitosan scaffolds has ~ 100 um pore size and 88 % porosity

with interconnected pore structure.

Fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled PLGA nanoparticles were loaded into
the chitosan scaffolds by two ways i.e. during manufacturing by stirring or after
manufacturing by embedding. The optimum PLGA nanoparticle/chitosan ratio was

determined as 35:65 (w/w) by loading during manufacturing. Approximately 18 ug



5-FU was released from PLGA nanoparticle loaded chitosan scaffold in 21 days
and this data was taken into account to determine the drug quantity for in-vitro

studies.

The amounts of Bevacizumab which was loaded into the chitosan scaffolds were
determined by cell culture studies carried out by T98G (human glioblastoma cell
line) and HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cell). The effects of
chitosan scaffolds that contain 5-FU loaded PLGA nanoparticles and
Bevacizumab, on T98G and HUVEC cell lines were examined by MTT ((3-(4,5-
dimethylthiazoyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) analysis, also SEM, optical
microscope, CLSM (confocal laser scanning microscope), and fluorescence
microscope views. The results showed that the double-effective chitosan scaffold
(in 2 mm thickness and 9 mm diameter) containing ~100 pg 5-FU and 0.05 mg

Bevacizumab had a potential to prevent the tumour formation in-vitro conditions.

Keywords: PLGA, nanoparticle, brain tumour, 5-FU, Bevacizumab, T98G,
HUVEC.

Advisor: Prof.Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU, Hacettepe University,

Chemical Engineering / Bioengineering Department.
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1. GIRIS

Tumor, kontrolsiz buylyup c¢ogalan hucreler toplulugudur. Beyin tumorleri ise
kaynagi genellikle beyin hucreleri olan ve nadir olarak vlicudun diger kisimlarina
dagilan hicrelerden meydana gelir. Metastatik (veya ikincil) beyin timorlerinin
olusmasina vucudun farkl bolgelerinde bulunan kanser hucreleri neden olur.
Hastalikli hucreler, kan dolagimiyla tasinarak beyne ulasir ve beyinde yayilir. Buna
metastaz denir. Beyin tumorleri, gocukluk ¢aginda en sik gorulen solid tUmor
taraduar. Yapilan arastirmalar beyin tumorlerinin, gocuklarda gozlenen tum kanser

vakalarinin %20’sini olusturdugunu gostermektedir (Demirkaya and Sevinir, 2005).

Olusum nedenleri tam olarak bilinmeyen beyin timorleri, timoér kitlesi beyin
fonksiyonlari agisindan kritik bir bdlgede yer almadik¢a cerrahi muidahale ile
bdlgeden uzaklastirnimaktadir. Sayet tUmor kitlesi kanser hucresi igeriyorsa,
tumorun operasyon sonrasi tekrar etme olasihigr yuksektir. Tumor olusumunun
tekrarlamasini engellemek amaciyla hastaya ameliyat sonrasinda da kemoterapi
verilmektedir. Bu asamada karsilasilan en buyidk sorun klinikte kullanilan
antikanser ilaclarin yan etkileridir. S6z konusu zararli yan etkileri en aza
indirebilmek icin antikanser ilaglarin midahale edilen bolge ile yakindan temas
etmesi ve sadece ilgili bdlgede istenilen zaman ve dozda bulunmasi

gerekmektedir.

“Kontrollt ilag salimi” kavramini, etken maddenin bir sistem igerisinden istenilen
surede, belirlenmis bir hizla ve gereken miktarda c¢ikacak sekilde tasarlandigi bir
yontem olarak tanimlamak mumkindir (Qiu and Park, 2001). Antikanser ilaclari
tumor bolgesi ile kontrolli bir bicimde etkilestirebilmek igin genellikle polimerik
tastyicilar kullanilmaktadir. Tercih edilen doza ve salim suresine gore segilen
tasiyicilarin ayni zamanda vucutta herhangi bir toksik o6zellik gostermemesi
gerekmektedir. Bu nedenle galigmalarda kolay islenebilen, toksik olmayan ve hatta

vucut ile uyum igersinde olan biyobozunur polimerler tercih edilmektedir.

Doku Mduhendisligi; canli hucrelerin, destek malzemeleri ve/veya biyolojik
molekullerin yardimiyla, biyolojik dokulari olusturmalarndir (Gumusderelioglu,
2010). Doku iskeleleri ise, hucrelere fiziksel destek saglayarak hucre gelismesi ve

farkhlagsmasinin gerceklesmesi, doku rejenerasyonunun saglanmasi,
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kematerapétik ajan tagsinmasi v.b. amaclarla doku muhendisligi uygulamalarinda

siklikla kullanilan malzemelerdir.

Sunulan tez c¢alismasinda biyobozunur bir polimer olan poli-laktik-ko-glikolik
asitten (PLGA) nanopartikuller sentezlenmis ve bu partikullere Gretim esnasinda
DNA sentez mekanizmasini inhibe eden bir antimetabolit olan 5-Florourasil (5-FU)
yiklenmistir. Uretilen nanopartikiiller Zetasizer ve SEM (taramali elektron
mikroskobu) ile karakterize edilmistir. ilag yUkli partikilerin timér bdlgesine lokal
olarak yerlestirilebilmeleri ve operasyon sonrasi bdlgede doku olusumuna destek
saglanmasi amaciyla nanopartikiller, biyobozunur bir polimer olan kitosandan
uretilen doku iskelelerine yuklenmigtir. Nanopartikullerin kitosan doku iskeleleri
icerisindeki dagilimlari floresan mikroskop ve SEM kullanilarak goérintilenmistir.
Cerrahi mudahalenin ardindan yeni bir timor olusumunun engellenmesi amaciyla
bir antivaskularitif ajan olan Bevacizumab da nanopartikil iceren kitosan doku
iskelelerine ylUklenmistir. Calismada kullanilan kitosan doku iskelelerinin 5-FU ve
Bevacizumab igin birer tasiyici vazifesi gérmesi amaclanmis, ayni zamanda
ameliyat sonrasi bdlgede yer alan saglikh hucrelerin ¢ogalmasinda mekanik
destek saglamasi hedeflenmigtir. 5-FU ve Bevacizumab’in beyin tUmor hicreleri
ve hucre organizasyonu Uzerindeki etkilerini 6ngorebilmek amaciyla insan
glioblastoma hicre hatti olan T98G ve endotel hicre hatti olan HUVEC (Human
Umbilical Vein Endothelial Cell) model olarak segilmis ve ilaglarin bu hucreler
uzerindeki etkileri MTT (3-(4,5-dimethylthiazoyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide), SEM, CLSM (konfokal lazer taramali mikroskobu), floresan ve optik

mikroskop kullanilarak belirlenmistir.

Kanser tedavisinde kullanilan 5-FU ve Bevacizumab’in ayni sistem igerisinde yer
aldigi ve kontrolli bir bicimde salindi§i baska bir uygulamaya literatlrde
rastanmamistir.  Ayni zamanda mevcut Kklinik uygulamalarda 5-FU ve
Bevacizumab'in oral ve/veya vaskiiler yolla hastaya verildigi ve buna bagl olarak
hastalarin yUksek oranda yan etkiye maruz kaldiklar bilgisi g6z 6nunde
bulunduruldugunda, Uretilen bu ¢ift etkili sistemin lokal olarak uygulanmasinin
Onemi ortaya ¢ikmaktadir. Yukarida agiklanan nedenler ¢calismanin 6zgun degerini
ortaya koymaktadir.



2. GENEL BILGILER

Bu bolimde, yapilan galismanin temelini olusturan konular hakkinda genel bir
literatlir bilgisi yer almaktadir. Oncelikle doku muihendisligine kisa bir giris
yapiimigtir. Daha sonra tumorler ve ozellikle beyin tumorleri hakkinda bilgi
verilmig, ardindan tumor tedavilerindeki doku muhendisligi yaklasimlarindan,
kullanilan malzemelerden, bu malzemelerin Uretim yontemlerinden ve kullanim
alanlarindan bahsedilmistir. Son kisimda ise tumor tedavilerinde kullanilan ilaglar
hakkinda genel bilgi verilmis ve ardindan ¢alismada kullanilan iki ila¢ (5-Florourasil

ve Bevacizumab) ayrintili bir bigimde agiklanmistir.

2.1. Doku Miihendisligi

Doku veya organ kayiplarinda uygulanan en yaygin tedavi, organ/doku naklidir.
Ancak her zaman nakil iglemi igin yeterli dondr bulunamaz. Bu sorunu agsmak igin,
iglevini  yitiren doku/organlarin  yenilenebilmesi veya ikame bir Urlnle
degistirilebilmesi amaciyla Teflon® ve silikon gibi yapay malzemeler kullaniimaya
baslanmistir. Her ne kadar kullanilacak yapay bir malzeme ile organlarin iglevsel
bir bigcimde yenilenebilmesi tam anlamiyla mumkin olmasa da arastirmacilar
1960’ yillarda bu konudaki calismalara hiz vermis ve ortaya Doku Miihendisligi
denilen, malzeme bilimi ile hucre biyolojisini birlestiren yeni bir calisma alani
cikmistir (Nomi et al., 2002).

Doku muhendisligi, normal ve patalojik memeli dokulari arasindaki yapi/fonksiyon
iligkisinin  kavranmasi ve biyolojik birimlerin  onarimi, korunmasi veya
fonksiyonlarinin  gelistiriimesini  amaglar. Kisaca doku muahendisligi tim
muhendislik metod ve uygulama prensiplerini yasam bilimlerinde bulugturan bir
alandir (Nerem,1992).

Doku muhendisliginin en ¢ok kabul goren tanimi ise soyledir: Doku muhendisligi;
biyomalzeme, hucre ve biyosinyal molekullerinin tek baglarina veya birlikte
kullanilarak canli dokularin tamiri veya yeniden yapilanmasi igin biyoloji, kimya ve

muhendislik ilkelerinin uygulanmasidir (Gumusderelioglu et al., 2007).

Geleneksel tedavi yontemlerine bir alternatif sunan doku muhendisligi yaklasimlari

dért ana bagslik altinda toplanmistir. ilk yaklasimda hasarli bélgeye sadece
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biyomalzeme yerlestirilerek tedavi amaclanmistir. ikinci yaklasimda ise ya
hastadan izole edilip in vitro ortamda ¢ogaltilan hucrelerin tekrar hastaya verilmesi
yoluyla, ya da genetik olarak islem gormus hucrelerin hasarli bolgeye
yerlestiriimesiyle saglikli doku olusumu hedeflenmistir. Uglincli  yaklasimda
hicrelerin yapisma ve farklilasma gibi egilimlerini arttiran biyosinyal molekdlleri ile
biyomalzemelerin birlikte kullanimi sayesinde hasarli bolgenin tedavi edilmesi
Ongorulmastir. Son zamanlarda en ¢ok Uzerinde durulan dérdincl yaklasimda ise
hicre, biyomalzeme ve biyosinyal molekullerinin bir arada kullanimi ile hasarl
dokunun yeniden yapilanmasi amacglanmaktadir. Ayrica bu U¢ parametreyi ayni
anda biyoreaktor adi verilen ve canli doku mikrogevresinde bulunan mekanik
kuvvetleri taklit edebilen ortamlarla birlestirerek yapilan c¢alismalarda, diger

yaklagimlara nazaran daha basarili sonuglar elde edilmektedir.

Yukarida yer alan yaklasimlar kullanilarak geligtirilen c¢esitli doku muhendisligi
aranleri, deri dokusu, kikirdak dokusu ve kemik dokusu hasarlari ile kalp damar
hastaliklari ve merkezi ve c¢evresel sinir sistemi tedavisinde kullaniimaktadir

(Gumusderelioglu, 2010).

Doku muhendisligi, klinikte bircok alanda oldugu gibi timor tedavisinde de
uygulama potansiyeline sahiptir. Piyasada kuguk ¢apli kemik tUumor tedavisinde
kullanilmak Uzere geligtirilmig ticari UrUnlerin yer almasi bu potansiyelin bir
gOstergesidir. Bir yandan yeni malzemelerin ve goruntlileme tekniklerinin
kullaniimasiyla doku hasarina uygun sekilde ve akilli doku iskeleleri Uretilmesi,
diger yandan da doku iskelelerinde hlicresel islevlerin ve farklilagsmanin kontrolu
konusundaki bilgilerin netlik kazanmasi, tumor tedavilerinde doku muhendisligi

uygulamalarinin daha genis yer bulacaginin sinyalini vermektedir.

2.2. Tumor Tedavilerinde Doku Miihendisligi

Tumor tedavilerinde en sik bagvurulan yontem, cerrahi mudahale ile tumor
dokusunun bulundugu bolgeden alinmasidir. Ancak her zaman ¢ikarilan dokunun
yerine ayni gorevi gorebilecek bir implant yerlestirmek mumkin degildir. Bunun
nedeni olarak hem dondr sikintisi, hem yaglanan dunya populasyonu, hem de
bagisiklik sistemi gibi birka¢ ana baslik siralanabilir (Hipp and Atala, 2004).

Hastaya ait saglikli hicrelerin in vitro ortamda c¢ogaltilip belli bir asamaya
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gelindikten sonra tekrar hastaya aktariimasini ongdren doku muhendisligi
yaklagimi yukarida belirtilen problemlerin Ustesinden gelmeyi vaad eden 6nemli bir
alternatiftir. Bu nedenle tUmo&r tedavisinde; hicre transplantasyonunun, malzeme
biliminin ve biyomuhendisligin de igerisinde yer aldigi doku muhendisligi

yaklagimlarinin kullanildigi arastirmalar hiz kazanmigtir (Godbey and Atala, 2002).

Yeniden uretilen buyuk, karmasik dokularda ve olasi organlarda damar olusumu,
doku muhendisligi acgisindan asiimasi gereken en énemli engeldir (Mooney and
Mikos, 1999). Nomi ve arkadaslarinin da belirttigi gibi, ¢cevre dokulardaki kan
damarlarindan tumorli dokuya dogru bir damarlanma gergeklesmedikge, timorler
birka¢g milimetreden fazla blylyemezler (Nomi et al., 2002). Bu nedenle tiumor
tedavileri ile ilgili yapilan yeni ¢alismalarda ama¢ sadece tUmor dokusunu yok
etmek degil ayni zamanda timor dokusu etrafindaki damar olusumunun da 6nine

gecgmektir.

Beyin tumor tedavi yontemleri goz onune alindiginda, mevcut olan geleneksel
cerrahi, radyoterapi (RT) ve kemoterapi diginda bir ydntem gelistirmenin gerekliligi
ve aciliyeti one c¢ikmaktadir. Bu nedenledir ki beyin tumorleri Uzerindeki
arastirmalar daha c¢ok molekuler ve hucresel olarak tumor kitlesi Uzerine
odaklanmistir (Singh et al., 2003).

Norolojik ve psikiyatrik hastaliklarin farmakolojik tedavisindeki en 6nemli
zorluklardan biri, terapotik amacla kullanilan aktif maddelerin beyne tasinmasi ve
Ozellikle hedeflenen belirli bir bdlgeye ulastiriip sabit bir hizla saliminin
saglanmasidir. Bu sorunun ortaya ¢lkmasinda ve ¢ogu maddenin gegiginin
engellenmesinde rol oynayan en dnemli faktor ise kan-beyin engelidir. Santral sinir
sistemi (SSS) hastaliklarinin tedavisine yonelik olarak geligtirilen terapotik
stratejiler, kan-beyin engelinin endotel hiucrelerindeki siki kavsaklarin varligindan
dolayr ¢ok etkin olamamaktadir. Gunimuizde Parkinson, Alzheimer ve beyin
tumorleri gibi pek ¢ok SSS hastaliginin tedavisinde, kan-beyin engelinin
asilabilmesi icin, nanopartiklller gibi polimerik ve viacutla uyumlu aktif madde

tasiyici sistemlerin kullanilabilirligi yogun bir sekilde arastiriimaktadir.



2.2.1. Tumorlerin yapisi ve ozellikleri

Kanser, hucrelerin surekli olarak birikmesi ile karakterize edilen bir dizen
bozuklugudur. Bu durum, surekli gogalarak asiri miktarda artan hicre sayisinin,
normal olarak gerceklesen uygun miktarda hicre kaybiyla dengelenememesi
sonucu ortaya c¢ikar. Bu hucreler invazyon yaparlar ve organizmanin organlarini
hasara ugratirlar. Tumor hucreleri kaynaklandiklari normal hicrelere goére daha
kisa zamanda Olmelerine ragmen yeni hucre olusumu o kadar hizlidir ki, sonugta
hicreler devamli birikir. Bu dengesizlik (asiri hicre birikimi), hem timor
hucrelerindeki genetik anormalliklerden hem de organizmanin bu hucreleri
tanimada ve yok etmedeki basarisizligindan kaynaklanmaktadir. Klonal orijin,
immortalite, genetik kararsizlik, kontakt inhibisyonun ve substrata tutunarak
blylime 6zelliklerinin kaybi, proliferasyonun biylime faktérlerinden ve besinlerden
bagdimsiz olarak devaml artisi ve metastaz yapabilme ozellikleri, tumor

hicrelerinin sahip olduklari benzersiz 6zelliklerdir (Casciato and Lowitz, 2009).

Tamorlerin girintili cikintili bélmeleri gcogunlukla bir kollajen ve elastik fiber agindan
olugsmustur. Hidrofilik jeli olusturan makromolekul bilesenleri (hiyaluronat ve
proteoglikanlar) ve girinti ¢ikintilari dolduran sivi, bu ¢apraz bagh yapi iginde
dagiimaktadir (Brigger et al., 2002).

Solid tumorlerden olugsan kanserlerin %85’inden fazlasi 6lumle sonuclanir (Jain,
2005). Bir solid tumor sadece malin hicre yiginindan olugsmayan, tumor
hlcrelerinin yani sira normal hucreleri de iceren organize bir yapidir. TUumorlu
dokudaki normal hucreler; fibroblastlar, bagisiklik sistem hacreleri ve kan
damarlarindaki endotel hucrelerinden olusur. TUumorlerin organizasyon yapisini
anlamak icin dnemli bir yol tumor hucrelerinin terapotik ajan gegirgenliklerini
incelemektir. Sayet terapdtikler, tumor hicrelerine dogrudan gegis yapabilirlerse,
terapotik etkinin hem daha kolay gozlenecegi hem de terapdtik ajanlarin malin
timor hucrelerine ulasana kadar gectikleri normal hdcre tabakalarina zarar
vermeyeceg@i sonucuna ulasiimigtir. Ayrica ekstraselller matris (ECM) varliginda
terapétiklerin - timor hdcrelerine  ulasimi incelendiginde; ECM proteinlerinin
hucreler arasi bosluklari doldurmasinin, terapotik ajanlarin timor hucrelerine
tasinmasini engelledigi gorulmektedir (Kuppen et al., 2001). Tumorler ve stroma

hicreleri ¢ogalip; kollajen matrisiyle, proteoglikanlarla ve diger molekullerle
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birleserek tumor ECM’sini olusturur ve bu matris, makromolekullerin taginmasi igin
bir engel teskil eder. Kanser tedavilerinde kullanilmasi amaglanan gen ve immun
tedavilerinin de onundeki en buyuk engel, yuksek molekul agirlikli kemoterapotik

ajanlar1 timorlu hicrelere ulastiramamaktir (Netti et al., 2000).

Solid timorlerin devaml olarak buyumeleri, bu timarlerin yeni damar olusumunu
uyarma yetenegi ile iliskilidir. Cinkd bu damarlar timor hicrelerine oksijen ve
esansiyel yapisal elementleri tasirlar (Mooney and Mikos, 1999). Fizyolojik
durumlarda yeni damar olusumu gugli bir sekilde 6nlenmektedir. Onkojen
aktivasyonu ve tumar baskilama gen kaybi ile solid timdrlerdeki normal baskilama
ortadan kalkmaktadir. Anjiyogenik fenotip, anjiyogenez dizenleyen negatif ve
pozitif duzenleyiciler arasindaki dengenin degismesi ile ortaya c¢iktigindan,
anjiyogenez sirasinda tumor hcrelerinin  ¢gok miktarda anjiyogenik faktor
salgiladiklari kabul edilmektedir (Baykal and Gok, 2000).

Anjiyogenez, daha once var olan damarlardan yeni damarlarin olugmasi anlamina
gelir ve embriyogenez, endometrial proliferasyon ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik
olaylarin yani sira diyabetik retinopati Ornedinde oldugu gibi retinal
neovaskularizasyonda, hemanjiom, psoriaz, artrit gibi selim hadiselerde, tumaorin

blylimesinde ve metastaz yapmasinda rol alir (Erguvan-Onal et al., 2008).

Tum tumor tiplerinin buylyup yayilmalari anjiyogeneze baghdir. Kan damarlarinin
buyuyup yayillmasini engellemek, tiumorlerin ¢gogalmasini ve metastazlarini da
engellemek anlamina gelir. Ek olarak; embriyonik geligsim, Greme donguleri ve yara
iyilesmesi gibi fizyolojik kosullar da anjiyogeneze bagli olarak gelisir. Ulusal
Kanser Enstitist tarafindan simdiye kadar 20’den fazla anjiyogenez inhibitora
tanimlanmistir. Tanimlanan bu anjiogenez inhibitorleri hayvanlarda antitimor
etkeni olarak rol oynamaktadir ve bu inhibitorler tedavi sirasinda hem hayvanlara
hem de hastalara sistemik enjeksiyon yoluyla veriimektedir (Brakenhielm et al.,
2001).

Bazi tumdrlerde anjiyogenezin yalnizca tumor gelisiminde degil, timor hucrelerinin
dolagsima karismasi ve metastaz yapmasinda da rol oynadigi dusunulmektedir.

Tumor bolgesinde damarlarin artmasiyla timor hdcrelerinin dolasima girmesi
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kolaylasir. Ayrica, yeni olusan kilcal damarlarin bazal membranlarinin
parcalanmasi da bu bdlgelerden tumor hicrelerinin daha fazla penetre olmasini
saglar. Tum bu nedenlerle yeni anti-kanser tedavilerinde anjiyogenik olay
hedeflenmektedir (Erguvan-Onal et al., 2008).

Jain (2005) tarafindan yapilan bir galigmada, timor dokularindaki anjiyogenezin
onune gecgebilmek amaciyla oncelikle tumor dokusundaki damarlagmanin nasil
engellenebilecedi arastiriimis, sonrasinda ise Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) sinyalizasyonunu engellemenin tumor dokusundaki damarlagsmayi

normalize edip edemeyecegine bakilmistir (Sekil 2.1).

2.2.1.1. Beyin timorleri

Beyin timorleri olusum nedenleri bilinmeyen, bulasici olmayan, en ¢ok 3-12 ve 40-
70 yas grubunda gorilen, sinirsiz bayuyup, gogalabilen hucre toplulugudur (Koo et
al., 2006). iyi huylu (benin) ve koétii huylu (malin) olmak Uzere iki tipi vardir. Benin
beyin timorleri kanser hucresi igermez, genellikle sinirlari duzgundur, beynin diger
alanlarina basin¢g yapmaz ve belirti vermezler. Bu tumorler genellikle ameliyatla
ortadan kaldirllirlar ve tekrarlamazlar. Malin beyin tumorleri ise kanser hucresi
icerirler. Beyinde yasamsal dnemi olan hucreleri etkiler ve yagsami tehdit ederler.
Malin beyin timorleri hizli blyur, ¢cevre dokulara ilerler ve bir agac gibi kok salarak

beynin saglikli dokularini tahrip ederler (Singh et al., 2003).

Norositom, meningiom, kolloid kist, koroid pleksus papilloma ve karsinoma,
ependimom, subependimal dev hucre astrositom, subependimal pilositik
astrositom, oligodendrogliom, metastaz, sivannom, jerminom, gangliositom ve
malin astrositom kafatasi igindeki ventrikller sistemde yer alan timor cesitleridir
(Lee and Manzano, 1997). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan hazirlanan

beyin timorleri siniflandirmasi Cizelge 2.1’de yer almaktadir (Vescovi et al., 2006).



Olagan (Normal) Olagan disi (Anormal) Tedavi edilmis Tedavisi tamamlanmamis

D Anti Pro Anti Pro

Sekil 2.1. Tumorlerdeki damar olusumunun antianjiyogenik tedaviye cevabi (A)
Tumorlerde yapisal ve fonksiyonel olarak anormal damar olugumu. Antianjiyogenik
terapide oncelikli amag, timorleri besleyen damarlari yapisal ve fonksiyonel olarak
glgclendirmektir. Daha sonra yonlendirilmis veya agresif antianjiyogenik rejimler
uygulanarak sayilari artmakta olan kan damarlarina zarar verilir. (B) VEGFR2
inhibitdru ile induklenen damar normalizasyon dinamigi. Solda iskelet kasindaki
normal kan damarlarinin iki-foton goruntist yer almaktadir. Yanindaki
fotograflarda ise kolon kanserli bir farenin VEGFR2'ye 6zgul antikor muamelesi
yapildiktan sonraki 0., 3. ve 5. gun goruntuleri yer almaktadir. (C) Damar
normalizasyonu sirasinda bazal membran (mavi) ile sarilmig perisitlerin (kirmizi)
degisim diyagrami. (D) Dokularda yer alan pro- ve antianjiyogenik faktorlerin,
damar olusumunda ne kadar etkili olduklarinin bir kaldira¢ sisteminde agirlikla

ilisikilendirilerek sematize edilmesi (Jain, 2005).



Cizelge 2.1. WHO tarafindan yapilan beyin tumoérleri siniflandirmasi.

Astrositler
* Diffuse astrositoma (grade Il)
* Anaplastik astrositoma (grade IlI)
* Glioblastoma (grade V)

Oligodendroglial timoérler
* Oligodendroglioma

Karma gliomalar
* Oligoastrositoma

Ependimal timéorler
* Ependimoma

Noronal ve karma tlimorler
* Gangliositoma

Noronal/glial timérler
* Disembriyoplastik noroepitel tiimoér
* Ganglioglioma

Embriyonal timorler
* Medulloepitelioma
* Ependimoblastoma
* Noroblastoma

Primitif noroektodermal timorler
* Medulloblastoma

Lezyonlar genellikle; kolloid kist, meningiom, subependimal dev hicre astrositom
ve koroid pleksus papillomanin da bulundugu dguincu ventrikulde yer alirlar. En sik
gorulen (%25) beyin tumdérl olan glioblastomlar, en az farklilasmis ve en agresif
tumor cesitleri olmalarina ragmen, intraventriktler tGmorler arasinda oldukga az
bulunurlar (Lee and Manzano, 1997). Yerlesim yerlerine ve buyukluklerine gore
degisik semptomlar verirler. Cogunlugu hemisferik yerlesimli oldugundan genellikle
epilepsi nobeti, disfazi ve hemiparezi sendromlariyla kargsimiza g¢ikabildikleri gibi
tumorun ¢ok buyuk olmasi ya da beyin omurilik sivisinin dolagimini engellemesi
durumunda artmig kafa i¢i basincina bagl olarak bas agrisi, bulanti, kusma, papil

ddemi ve bulanik gérme gibi belirtiler de verebilirler (Hakan et al., 2005).

intrakraniyal (kafatasi icerisinde yer alan) timérlerin % 40-45'ini olusturan glial
tumorlerin mortalite ve morbiditesi yuksektir. Beyin tumorlerinin klinik gidisi kiginin
savunma sistemi, lezyonun konumu, proliferasyon kapasitesi, infiltrasyonu ve
tedaviye direnci gibi pek cok etmene bagldir. Histolojik faktorlerin iyilesmedeki

(prognoz) etkisi belirgin degildir. Tumdrin histolojik derecesinin ve proliferasyon
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kapasitesinin glioma prognozunda 6nemli oldugu kabul edilmektedir (Erguvan et
al., 2008).

Beyin tumori tedavi yontemleri

Beyin tumorlerinin tedavisi, ilerleyen tip bilimi ve tedavileri destekleyici alternatif
yontemlere ragmen olduk¢a zordur (Singh et al., 2003). Cocukluk ¢agi beyin
timorlerinde cerrahi ve RT standart tedavi yaklagimlaridir. Timdr dokusu tam

olarak ¢ikarilamazsa RT ve kemoterapinin yarari azalmaktadir.

Histolojik taniyr koymak ve tumor kitlesini kugultmek igin tedavinin ilk basamagi
cerrahidir. Cerrahinin amaglari intrakraniyal basincin azaltiimasi, timor basisina
bagl diger norolojik kusurlarin giderilmesi, doku tanisinin saglanmasi ve tumaorun

tamaminin, mumkuin oldugu oranda, ¢ikariimasidir.

Cerrahi yaninda radyoterapi uygulanmasinin hastalarin yasam surelerini uzattigi
gOsterilmistir. Spinal kord boyunca yayllma egilimi ylksek olan tumodrlerde,
kraniyal 1sinlamaya ek olarak spinal kord 1gsinlamasi standart tedavilerde
kullaniimaktadir. Genis alan 1sinlamasinin entellektlel, gelisimsel ve endokrin
bozukluklar iceren ge¢ sekilleri ¢ok belirgindir. Bu nedenle c¢evre dokularin
radyasyondan etkilenmesini en aza indirmek amaclanir. Geg etkilerin en énemlileri
entellektlel kotilesme, endokrinopati ve |0koensefalopatidir. RT sirasinda
hastanin yasinin kiglk olmasi en 6énemli risk faktdrlerinden biridir. Bu nedenle
klguk yas grubunda (6zellikle ilk U¢ yasta) radyoterapinin mimkin oldugunca
verilmemesi veya cerrahi ve kemoterapiden sonraya ertelenmesi uygun

gorulmektedir.

Beyin gelisiminin hizli oldugu 3 yas altindaki ¢ocuklarda RT yerine kemoterapi
kullanimi ile RT'nin ge¢ etkilerinden korunma amaglanmaktadir. Kan-beyin engeli
bircok maddenin SSS’ye ulagsmasini etkilemektedir. Fakat timér varliginda bu
engel bozulmakta ve ilaclarin timér dokusuna ulagsmasi kolaylagsmaktadir. SSS
tumorlerinin kemoterapiye cevap oranindaki ilerlemelerle birlikte bir¢gok ¢alismada
yiksek doz kemoterapi uygulanmistir. ila¢g penetrasyonunu artirmak igin
uygulanan diger bir girisim, bdlgesel (karotid arter) infiizyonlardir. ilaglarin kiigiik

dozlarda sistemik toksisiteyi de azaltarak tUimor dokusuna daha fazla verilmesi
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amagclanmistir. intratekal veya intraventrikiler kemoterapi, bélgesel tedavi olarak
dugunulebilir. Ancak verilen tedavinin beyin omurilik sivisindan (BOS), beyin
parankimine gegiginin  sinirh olabilecegi g6z o©onunde bulundurulmahdir.
immunoterapi, kullanilan diger bir tedavi yéntemidir. interferonun insan gliom
hdcrelerinin buyumesini engelledigi ve sitotoksik cevap olusturdugu gosterilmistir.
Tedavide endokrinolojik ve norolojik ge¢ yan etkiler uzun sureli sag kalimda

karsilasilan sorunlardir (Demirkaya and Sevinir, 2005).

2.2.1.2. Tumor hucreleri ve hiuicre hatlar

Tumor olusumunun, timor baskilayici genlerin inaktivasyonu sonucu gergeklestigi
ilk olarak 1970Q’lerin baslarinda Alfred G. Knudson tarafindan belirtiimistir
(Knudson, 1971).

Bir tUmor kitlesi igerisinde bulunan polimorf serebral gliomlar (glioblastoma
multiforme (GBM)), morfolojik olarak cesitlilik gosteren hticrelerden olusmustur.
Gelistirilen yeni tedavi yontemlerine ragmen GBM’lerin hastaliga ve 6lime neden
olma oranlari oldukga yuksektir. GBM igerisinde yer alan g¢esitli hicrelerin timor
olusumunda farkl rolleri vardir. Bu durum kanserin olusumunun ve ilerlemesinin
kok hucrelerden kaynakladigini gostermektedir. Losemi ve akciger kanseri
uzerinde yapilan arastirmalarda tumor kitlesi igerisinde bulunan kiguk bir grup
hidcrenin  timoér olusumundan ve blyumesinden sorumlu oldugu sonucuna

variimigtir (Yuan et al., 2004).

2010 yih itibariyle Riken Biyokaynak Merkezi'nde 227 tane
(http://mwvww2.brc.riken.jp), Amerikan Kultir Koleksiyonu’nda (ATCC) 1100 tane
(http://www.atcc.org), Avrupa Kaltar Koleksiyonu'nda 59 tane
(http://www.hpacultures.org.uk), Alman Mikroorganizma ve Hucre Kaulturd
Koleksiyonu’'nda (DSMZ) 162 tane (http://www.dsmz.de), Corriel Hucre
Depo’'sunda 61 tane (http://ccr.coriell.org) ve Japon Biyokaynak Arastirma
Koleksiyonu’nda (JCRB) 323 tane (http://cellbank.nibio.go.jp) farkh tlrlerden elde

edilen timor hicre hatti bulunmaktadir.

Kanser kok hucreleri hipotezine gore neoplastik klonlar, sadece kok hucre

Ozellikleri gdsteren ender bir hiicre grubu tarafindan olusturulurlar. Bu hipotezden
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hareketle yapilan son donem galismalarinda insan beyin timorlerinden kok htcre
Ozelligi gosteren CD133 isimli bir hicre altpopulasyonu in vitro kosullarda izole
edilmistir (Singh et al., 2004).

Glial orijinli insan beyin tumo6ru hicrelerinde EGF reseptor geninin ekspresyonuna
bakilan ¢alismada tumor hicresi olarak GM1, GM2(6), GM3, GM4, GM5, GM6,
GM7(20), GM8, GM9 ve GM10 gibi glioblastoma hucrelerinin yani sira; CGM1(10)
ve CGM2 gibi serebellar glioblastomalar; ACII1(2) ve ACII2 gibi ikinci dereceden
astrositomalar, ODG1, ODG2, ODG3 gibi oligodendrogliomalar; MEN1, MEN2 ve
MEN3 gibi meningiomalar ve primitif noroektodermal timor huicreleri de

kullaniimistir (Libermann et al., 1985).

Basu ve arkadasglar tarafindan, yedi farkh insan beyin timoru hdcre hattinda bir
poliamin analogu olan 1,19-bis-(etilamin)-5,10,15-triazanonadekan (BE-4-4-4-
4)'nin DNA ile etkilesimi incelenmis ayni zamanda bu analogun blyime ve yasam
dongusu icerisindeki etkisine bakilmistir. Bu ¢alismanin in vitro basamaginda U-87
MG, U-251 MG, SF-126, SF-188, SF-763, SF-767 ve DAQY insan beyin tumor
hiacre hatlar kullaniimistir. Calismanin sonunda poliamin analoglarina en fazla
duyarlih@ olan htcrelerin DAOY ve SF-767 hlicre hatlarina ait oldugu goértlmus ve
DNA affinitesi ylksek olan bu poliamin analoglarinin hicre bliyidmesini inhibe ettigi

tespit edilmigtir (Basu et al., 1993).

Tipki diger ergin kdk htcreleri gibi, néral kok hlicreler veya progenitor hicreleri de,
koti huylu timor transformasyonu igin ciddi bir alternatif olarak g6z &6ninde
bulundurulur. Bu varsayimin temel dayanagi, saglikh ndral hicre olusumunu
dizenleyen bircok molekuler tanimlayicinin ayni zamanda tUumor hucresi
olusumunda da rol oynamasidir. Beyin tumoért kok hidcreleri, yeni hicre olusumu
konusunda diger kok hucrelerin sahip olduklari tum o6zelliklere sahiptirler. Bu
hicrelerden Ozellikle glioblastomanin coklu formu ve medullablastomalar beyin

tumorlerinin birgok farkh bdélgesinden izole edilebilirler (Vescovi et al., 2006).

Sunulan tez c¢alismasinda beyin tumor hucresi olarak T98G insan glioblastoma
hacre hatti ve damarlanma caligmalari icin HUVEC (Human Umbilical Vein
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Endothelial Cell) kullanilmigtir. Bu nedenle asagida T98G hucre hatti ve HUVEC

ile ilgili ayrintili bilgi yer almaktadir.

T98G hiicre hatti

T98 ve T98G, insan glioblastoma multiform timorlerinden izole edilmig birbirine

bagh iki hucre hattidir (Stein, 1979). T98G hucrelerinin ¢ogalma sirasinda
kaydedilen goruntuleri, normal ve transforme hucrelere ait goéruntulerin bir
kombinasyonu gibi olmasina ragmen; durgun kosullarda G1 fazindaki htcre
goruntuleri incelendiginde, goruntuler normal hicre goéruntulerine benzemektedir.
Bu durum, hucreler yuzeyden bagimsiz transforme karakteristiklerini ve
Olimsuzlik o6zelliklerini gdsterene kadar devam etmektedir. Ayrica yapilan
calismalarda, T98G gibi transforme hicre hatlarinin, transformasyon sonucu
ortaya c¢ikan biyokimyasal degisimlerin anlasiimasi amaciyla kullanilabileceqgi

ongorilmektedir.

Stein’in (1979) yaptigi karakterizasyon calismalarinda, T98 ve T98G hucrelerinin
pasajlama oraninin bir haftalik periyotta 1:4-1:8 oraninda degisebilecegi, ikilenme
suresinin 26+2 saat oldugu ve yuksek yogunluklu kaltirasyonlarda T98 ile T98G
hicrelerinin birbirlerinden farkl davranis gosterdikleri belirtiimistir. T98G hucreleri
kaltar kabinda belli bir sayiya ulasip, durajan faza gegene kadar ¢cogalmaya
devam ederken, T98 hucrelerinde ortamdaki hicre konsantrasyonu belli bir
degerin Ustune ¢iksa bile DNA sentezinin devam ettigi gorulmustur. Ayni zamanda
duragan faza gegen T98G hucrelerinde, DNA sentezinin hicre kolonilerinin
merkezinde tamamen durdugu gozlense de T98 hucrelerinde DNA sentezinin

koloni merkezinde kismen durdugu gozlenmistir.

Kanser hucrelerinde ¢ogalmayi ve farklilagsmay! inhibe eden bir reseptor olan
‘peroxisome proliferator-activated receptor’ (PPAR)-y'nin ciglitazone ligandinin
aktivasyonuna bakilan bir galismada T98G, U-87 MG, Al72 ve U-118 MG
glioblastoma hicre hatlari  kullaniimistir. Calisma sonunda p27Kipl ve
p21Waf1/Cip1’in artan ekspresyonuna bagl olarak ortaya ¢ikan ciglitazone’un
T98G hucre hattinda apoptozu indukledigi sonucu elde edilmistir. Sonug olarak;
ciglitazone’larin T98G gibi glioblastoma hucre hatlarinda apoptoz indiklenmesini
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kontrol altina almasinin, merkezi sinir sistemi neoplasmalari igin yeni bir tedavi

alternatifi olabilecegi ifade edilmistir (Strakova et al., 2004).

Curcuma longa bitkisinin rizomlarinda (kok kisminda) bulunan ve fenolik bir bilegik
olan Curcumine’nin (CCM) glioblastomalar Gzerindeki terapétik etkisi hentiz tam
olarak acikliga kavusturulamamistir. CCM’nin apoptozu nasil indukledigini ve
sahip oldugu proteolitik mekanizmalari aciklayabilmek icin T98G hucrelerinin
kullanildigi  bir calismada, CCM dozu arttikga hicre canliiginin azaldigi
gOzlenmigtir (Karmakar et al., 2006). Yapilan analizler sonrasi elde edilen bulgular,
CCM ile indUklenen hem reseptdr aracili hem de mitokondri aracili proteolitik

mekanizmalarin T98G hucrelerinde apoptozu indUkledigini gdstermektedir.

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cell)

Vaskuler sistem, kalbin ¢esitli organ ve dokularla iletisimini saglayan, ayni

zamanda dokularin fizyolojik ve patolojik degisikliklere karsi homeostatik
dengelerini korumalarinda gorev alan karmasik bir agdir. Kan ve lenf damarlarinin
ic yuzeyinde yer alan endotel hucreler, damarlanmanin gelismesi ve tekrar
olusmasinda, damar niteliginin korunmasinda, kan akigkanliginda, koagulasyonda,

besin alisverisinde ve organ gelisiminde énemli rol oynamaktadir (Chi et al., 2003).

Endotel hucreleri, fizyolojik fibrinolizin, kan damari gecirgenliginin, kan
damarlarinin farkh fizyolojik ve patolojik uyaranlara verdikleri cevaplarin ve timor
damarlanmasinin incelendigi ¢alismalarda siklikla kullaniimaktadirlar (Takahashi
et al., 1990). HUVEC’ler de uzun zamandan beri damar olugsumu ¢alismalarinda
kullanilan, birgok alt hatlar (subline) bulunan, gé¢ edip farklilasabilen ve gdbek
kordonundan elde edilen bir endotel hucre hattidir. Ayni zamanda epiteliyal nitrik
oksit sentetaz (eNOS), HSP 90, cav-1 ve -2, cPLA2, COX-1 ve -2 iceren damar
genisleticiler icin gerekli olan anahtar proteinler de HUVEC’lerde eksprese
edilmektedir (Gifford et al., 2004).

Takahashi ve arkadaslarinin 1990 yilinda yayinlanan galismalarinda HUVEC'lerin
%20 serum iceren ortamda ikilenme suresi 89,3 saat olarak belirtiimigtir
(Takahashi et al., 1990). Ayni sure Ne'gre-Aminou ve arkadaslarinin

calismalarinda 1- 1,8 gun; Hla ve Maciag’in ¢alismasinda ise 48 saat olarak
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belirlenmistir (Ne'gre-Aminou et al., 1997; Hla and Maciag, 1991). Sekil 2.2.a’daki
elektron mikroskobu goruantilerinde goruldugu gibi, HUVEC’ler bol miktarda
mikrofilamente sahipken, az sayida orta boy filament igerirler. Ayrica HUVEC’lerin
hicre membrani yakinlarinda ¢ok sayida pinositik kese ve veziklul yer alirken,
sitoplazmalarinda Weibel-Palade cisimcikleri bulunmaktadir. Ayni zamanda
monolayer olarak kuilture edilen HUVEC lerin primer kaltirinde hucrelerin igsi bir
morfolojiye sahip olduklari elde edilen 1sik mikroskobu goérintilerinden
anlasiimaktadir (Sekil 2.2.b).

Sekil 2.2. Monolayer morfoloji gésteren HUVEC primer kultarinidn mikroskobik

goOruntusu a) elektron mikroskobu, b)isik mikroskobu.

HUVEC’lerin, renin-anjiotensin-aldosteron sisteminde o6nemli rolleri olan ve
inhibitdrleri klinikte tedavi amagh kullanilan, anjiyotensin dénustirtct enzim (ACE)
orani, bir bagka endotel hucresi olan ECV304 ile kiyaslandiginda, HUVEC'lerdeki
enzim miktarinin daha yuksek oldugu kanitlanmistir (Takahashi et al., 1990).
Dokularda damar olugumunu ve yapisini aydinlatmak igin HUVEC’ler ve
HUVSMC’ler  (human umbilical vein smooth muscle cells) biyolojik lazer
isaretleme (BioLP) kullanilarak isaretlenmis ve bu hulcrelerin kdk/dal yapisi taklit
edilmistir. Yapinin dogal dokulardaki damar agina ¢ok benzedigi ayni zamanda
kok ve dallarindan yeni hicrelerin olugsmasina da izin verdigi gézlenmistir (Wu and
Ringeisen, 2010).
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2.3. Tumor Tedavilerinde Kullanim Potansiyeline Sahip Doku Muhendisligi
Malzemeleri

Doku muhendisligi, hasarli ya da hastalikli dokulari onaracak ya da bu dokularin
tam anlamiyla yerlerini tutabilecek malzeme ve metodlar gelistirmeyi amaglar. Bu
amaclarda biyomalzemelerin  rolG  buyuktar. Bu biyomalzemeler doku
rejenerasyonunu yonlendirmek amaciyla kullanilan matrisler, buyume faktoru
salimi i¢in kullanilan mikro/nanopartiklller ve timér tedavisinde kullanilan iskeleler
olarak siralanabilir (Hubbell, 1995).

Partikiler formdaki malzemelerin biyomedikal alanda yer almasiyla baslayan
sureg¢, gunumuzde doku muhendisligi ¢alismalarindaki kullanimlariyla devam
etmektedir. Birgok yontemle sentezlenebilen partikillerin boyut arahdi, yapilacak
calismaya gore, nano boyuttan mikron boyutuna kadar degisebilmektedir (Silva,
2007).

2.3.1. Mikropartikuller

Mikropartikillerin buyudkldkleri 1-1000 um arasinda degismektedir (Couvreur,
1993). Afinite kromatografisi, immobilizasyon ¢alismalari, nikleer goruntileme ve
hlcre kalturt galismalari olmak Uzere birgok biyomedikal uygulamada kullanimlari
s6z konusu olmaktadir (Cakmak et al.,, 2009; Kamyshny, 2000; Shinkai, 2002).
Polimerik partikullere biyoaktif ajanlar yUklenerek ila¢ tasinim sistemleri
gelistiriimektedir (Pillai, 2001). Bu sistemlerde ila¢ salim hizi kontrol edilebilmekte
ve hedef bdlgeye 6zgu bir tedavi uygulanabilmektedir (Tao, 2003). Tasiyici
mikropartikuller biyobozunur polimerlerden de Uretilebilmekte, boylece ilag salimi
bittiginde vUcuttan uzaklastirlmalar igin herhangi bir mudahaleye gerek
kalmamaktadir (Baldwin, 1998).

Mikropartikullerin avantajlari asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Boyut: Boyutlarinin kuguk olusundan dolay! vucut igerisindeki dar bolgelerde
kolayca hareket edebilirler.

Boy dagilimi: Yapilacak ¢alismaya gore genis bir boyut araligina sahiptirler.
Gozeneklilik: Mikropartikullerin yapisinda gozeneklerin bulunmasi ilag salim
profilini daha uygun hale getirebilmektedir.
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Yuzey alani: BlUyuk ylzey alani ve biyoaktif molekul ylkleme kapasitesine
sahiptirler (Kahraman, 2008).

2.3.2. Nanopartikiiller

Bayuklukleri 100 nanometrenin (nm) altinda olan nanopartikuller, hacimsel yapili
malzemelerden c¢ok daha farkli ve uUstin olarak kabul edilen ozellikler
sergilemektedirler. Nanoyapili partikuller gosterdikleri Ustun ozellikler sayesinde
elektrik, elektronik, biyomedikal, otomotiv ve kimya sektorleri basta olmak Uzere
bircok endustriyel alanda kullanima sahiptirler (GUrmen and Ebin, 2008).
Nanoboyutlu malzeme olarak tanimlanan yapilar; nanokristaller, nanopartikuller,
nanotlpler, nanoteller, nanogubuklar veya nano ince filmler gibi farkh gruplara
ayrilmaktadir (Goldstein, A., 1997; Rao et al., 2005).

Nanopartikuller Uzerine ilk calismalar 1970li yillarda yapiimigtir. Baglarda
nanopartikuller, asilar ve kanser ilaglari igin tasiyici olarak tasarlanmistir. Kanser
ilaglarinin tGmor hacreleri tarafindan hicre igine alinma oranlarinin ytkseltiimesi
icin ilag hedefleme stratejileri gelistirilmistir. Geligtirilen bu stratejilerin ilk
basamagdi, nanopartikullerin retikuloendotelyal hucreleri (RES) tarafindan
reddedilmemesini saglamak oldugundan, calismalar bu alanda yogunlagsmigtir.
Daha sonralari nanopartikillerin oftalmolojik alanda ve oral salim sistemlerinde

kullanimi igin calismalar yapilmistir (Kumar, 2000).

2.3.2.1. Nanopartikiillerin 6zellikleri

Nanopartikuller, mikropartikillere nazaran daha genis ylzey alanina sahiptirler
cunkl yuzey alani, partikil c¢apinin dguncu kuvvetiyle ters orantilidir.
Nanopartikuler sistemlerde biyoaktif ajanlar, matris iginde ¢dzinebilir, enkapsule
veya immobilize edilebilir, matrise emdirilebilir, tutundurulabilir veya adsorbe
edilebilirler (Orive et al., 2004). Uretim ydntemine bagli olarak nanopartikiller,
nanokureler ya da nanokapsduller seklinde elde edilebilir. Nanopkapsuller, biyoaktif
ajanin g¢evresinin bir polimer membranla kaplandigi vezikuler sistemlerdir.
Nanokureler ise biyokaktif ajanlarin icerisinde ¢6zlUndugu ve duzenli bir dagilim

gOsterdigi matris sistemleridir (Silva et al., 2007).
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Nanopartikullerin uygulamalardaki avantajlari soyle siralanabilir:

Kararhlik: Nanopartikullerin kararhliklari, lipozomlardan daha fazladir ve sahip
olduklari bu kararhlik 6zelligi biyoaktif ajanlarin partiktllere tutundurulmasiyla
arttirilabilir.

Yuzey alani: Mikropartikullere kiyasla daha ylksek yuzey alanina sahiptirler.
Buyukluk: Buyukliklerine bagh olarak fagosite edilebilir ya da kan dolagimina
katilip, yeterli terapotik etkiyi gosterecek kadar uzun sure dolasimda kalabilirler.
Gizlilik (stealth) etkisi: Partikalin buyukliga veya bir polimer (6rnegin; polietilen
glikol (PEG)) ile kaplanarak modifiye edilmesiyle kontrol edilen bir dzelliktir.

Hedef bolgede salim: Invazif uygulamalara gerek kalmadan enjeksiyon

yontemiyle salimlari kolaylikla gergeklestirilebilir (Silva et al.,2007).

Nanopartikuller (10nm—-100nm) yuksek aktif madde yukleme kapasitesine sahiptir.
Hapsettikleri aktif maddenin hedefe ulasana kadar bozunmasini engellerler.
Salimin kontrolll ve surekli olmasini saglarlar. Nano élgekteki partikl boyutlari ve
uygun yuzey modifikasyonlari sayesinde partikillerin  kigik kapillerlere
penetrasyonuna imkan verir ve huicreler tarafindan tutulmalarini sadlarlar.
Bdylece, vicutta hedeflenen bolgede, istenen aktif madde salimi saglanir ve s6z
konusu aktif maddenin hicre i¢i konsantrasyonu ylksek olur. Bu durum aktif
maddenin ¢evre dokular ve organlardaki sistemik toksisitesini azaltir (Sengel-Turk
et al., 2007).

2.3.2.2. Nanopartikiil iretiminde kullanilan polimerler

Sentetik polimerler, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden dolayr dogal polimerlere
gore daha kontrolli yapilar olup, mekanik dayanimlari ve biyobozunma ozellikleri
de daha duzenli oldugu igin doku iskelesi, partikil ve membran gibi tibbi malzeme

bilesenlerinin Uretiminde tercih edilmektedirler.
Sunulan tez galismasinda nanopartikullerin hazirlanmasi amaciyla poli(laktik-ko-

glikolik asit) (PLGA) kopolimeri kullaniimistir. Bu nedenle agagida PLGA

kopolimerlerine ait ayrintili bilgi sunulmustur.
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Poli-laktik-ko-glikolik asit (PLGA)

Amerikan Gida ve ilag Dairesi'nce (FDA) onaylanmis bir sentetik polimer olan

PLGA, viucutta seker metabolizmasi sirasinda bir ara urtn olarak bulunan laktik
aside donustugu icin zehirli etkisi olmayan ve ila¢g salim sistemlerinde sikca
kullanilan ticari bir drandur. PLGA, toksisitesi ve guvenilirligi hayvan testleri ile
onaylanmis; dikis ipligi, kemik implanti, kemik vidasi ve kontraseptif implant olarak
kullanilabilen sentetik bir polimerdir (GUmusderelioglu, 2002; Panyam and
Labhasetwar, 2003). Bu polimer ayni zamanda yapay organlar igin graft materyal
olarak ve doku muahendisligi c¢alismalarinda doku iskelesi olarak
kullanilabilmektedir (Langer, 1997).

Poliester bazl poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA) ve kopolimerleri olan
PLGA; en iyi tanimlanmis polimerlerdir. PLGA biyobozunur polimerlerin altin
standardi olarak kabul edilir ve kullanilir, ancak bozunma hizini arttirmak igin
polimerin asiditesinin arttiriimasi, polimerin bozunma rejiminde istenmeyen ve

beklenmeyen etkilere neden olabilir.

PGA bugun en c¢ok kullanilan polimerlerdendir. Hidrofilik yapisi nedeniyle sulu
ortamda veya hucre ici kosullarda hizla ¢ozinmekte ve mekanik batunlugunu iki ila
dort hafta arasinda kaybetmektedir. Kimyasal yapl agisindan
kargilastirildiklarinda, PLA'nin tekrar eden birimlerinde fazladan bir metil grubunun
bulundugu gorulmektedir (Sekil 2.3). Bu fazla metil grubu PLA’y1 daha hidrofobik
yapmakta, suya karsi afinitesini azaltmakta ve hidroliz hizini yavaslatmaktadir.
Hucre ici veya hucre digina implante edilen PLA yapinin ¢ozunup yok olmasi
birkag aydan birkag yila kadar surebilmektedir. Uretilen biyomalzemelerin istenilen
surelerde ¢ozunup yok olmalari, PGA ve PLA’nin farkh oranlarda biraraya
getiriimesiyle olusan PLGA yapllar ile saglanabilmektedir (Akga-Can and Duran,
2009).
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Sekil 2.3. PGA, PLA ve PLGA’nin kimyasal yapisi.

llag salim sistemlerinde siklikla tercih edilen PLGA’dan emiilsifikasyon-difiizyon,
¢bzicl emdulsiyon-buharlastirma, arayuzde depolama ve nanogoktirme
teknikleriyle nanopartiktller Uretilmektedir (Kumari et al., 2010). Bu sentez
metodlari, PLGA nanopartiklllerin, Uretim esnasinda bircok kanser ilacini da
enkapsiile edebilecegi sekilde optimize edilmistir. ilac iceren bu nanaopartikiiller,
¢OzUnurlugu dusuk, biyolojik ortamlarda kararsiz, endozomlar tarafindan yakalanip
hicre icine alinabilecek ve kilcal damarlardan gecgebilecek kadar kuguk yapilar
olabilmektedirler (Panyam et al.,, 2002). Ayrica partikll yuzeyleri icerdikleri
molekullerin hedef timoér dokusuna veya farkli bir dokuya tasinip, orada
salinabilmesi igin modifiye edilebilmektedir (Nobs et al., 2004). Kismen buyuk
boyuta sahip tek bir partikile yerlestirilebilecek bir prob vasitasiyla da salim,
hedefleme ve goérintileme gibi birgcok islem gerceklestirilebilmektedir (Torchilin,
2006). Tum bu avantajlarina ragmen nanopartikillerin performansi tam anlamiyla
tatmin edici dedildir, bu nedenle fizikokimyasal 0&zelliklerinin ve sentez
yontemlerinin gelistiriimesi gerekmektedir. Partiktl bayukligu, boy dagihmi, yizey
morfolojisi, yuzey kimyasi, ylzey yukl, ylzey adezyonu, ylzey erozyonu,
gOzeneklilik, ilag gecirgenligi, ila¢ enkapsulasyon verimliligi, ila¢c kararlihgi, ilag
salim kinetigi ve hemodinamik, nanopartikillerin nanotipta kullanilabilmesini

saglayan gelistirilebilir 6zelliklerdir.

PLGA nanopartikuller; protein ve peptidlerin nanotip uygulamalarinda, nano-
asllarda, gen tasiyici sistemlerde, nano-antijen ile buyume faktorlerinin tasinim ve
saliminda kullaniimaktadir. PLGA nanopartikillerin yizey modifikasyonu, ilag

enkapsulasyon yontemi, partikal buylkligu, formilasyon sirasinda kullanilan katki
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maddeleri, ilacin molekul agirhgi, polimerdeki laktik asit/glikolik asit orani gibi
Ozellikler uUretilen nanotip Urdnlerindeki salim ve etkinlik performansini etkileyen

onemli parametrelerdir (Kumari et al., 2010).

PLGA matrislere yerlestirilen ilaglar, ortama, Sekil 2.4’'te de sematize edildigi gibi,
polimer matristen difizyon yoluyla ve polimerin bozunmasina bagh olarak salinir.
Polimerin bozunmasi, degisen blok kopolimer bilegsimine ve molekuler agirligina

badli olarak glnler veya aylar surebilir (Panyam and Labhasetwar, 2003).

) o
A B C

Sekil 2.4. Biyobozunur polimerik partikillere tutunan biyoaktif ajanlarin

partiktllerden salimi. Aktif ajan ile birlestirilen polimerik sistem, c¢evre ile
etkilestiriliyor ve cevresindeki ortam sivisi matrise giriyor (A), ardindan sistemin
sismesine neden oluyor (B), sivi difizyon kanallari olusturuyor (C) ve malzemenin
bozunmasiyla birlikte olusan polimerik sistem de yok oluyor (D), (Silva et al.,
2007).

2.3.2.3. Nanopartikiil sentez yontemleri

GunUmulzde c¢ekirdek-kabuk, katkili, sandvig, bosluklu, kiresel, gubuk benzeri ve
¢ok yuzlu gibi farkh morfolojilere sahip metal, metal alagsimi, seramik ve polimer
esasli veya bunlarin karisimindan istenilen o&zelliklere sahip nanopartikuller
hazirlanabilir (Sekil 2.5) (Liveri, 2006).
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Sekil 2.5. Nanopartikillere ait elektron mikroskobu goéruntileri (a) altin

nanogubuklar, (b) altin c¢ekirdek silika kabuk nanopartikiller ve (c) i¢ bosluklu

platin nanopartikuller.
Nanopartikullerin Uretiminde kullanilan nanoteknolojik yontemler; Sekil 2.6’da

goraldugu gibi asagidan yukari “Bottom Up” ve yukaridan asagi “Top Down” olarak

adlandirilan iki ana yaklasim altinda incelenmektedir.

=T

TOP DOWN

S > 7
> Boﬁom UP- \J
\—\ J)._/}
HACIMSEL [\ | | ATOMLAR veya
J\ PART'KULLER MOLEKULLE'{

"

Sekil 2.6. Nanopartikil Gretiminde kullanilan yaklagimlar.

Yukarindan asagiya yaklasimina dahil olan yontemlerde, hacimsel malzemeye
disaridan mekaniksel ve/veya kimyasal islemler ile enerji verilmesi sonucunda
malzemenin nano boyuta kadar inebilecek kiuguk parcalara ayrilmasi esas
alinmaktadir. Bu yaklasim ile ¢galisan yontemlere verilebilecek en genel drnekler;

mekanik 6gutme ve asindirma olabilir. Bu tekniklerde klasik 6gutme iglemlerinden
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cok daha fazla enerji tuketimi gerceklestiginden yuksek enerjili 6gutme veya
yuksek hiz degirmenleri olarak da adlandiriimaktadirlar. Asagidan yukariya
yaklagimina dahil yontemler ise; atomik veya molekuler boyuttaki yapilari kimyasal
reaksiyonlar ile buyuterek partikil olusumunun gerceklestiriimesi olarak
tanimlanmaktadir. Nanokristalin metal ve alasimlarinin Uretiminde kullanilan ilk
yontem olan gaz yogunlastirma teknigi asagidan yukariya vyaklagimiyla
calismaktadir. Kimyasal buhar kaplama, kimyasal buhar yogunlagtirma, sol jel ve
sprey piroliz yontemleri de bu yaklasimin en ¢ok bilinen diger 6rnekleridir (Glrmen

and Ebin, 2008). Asagida bu yontemlerle ilgili agiklamalara yer verilmistir.

Mikroheterojen sistemlerden nanopartikiil iiretimi

Asagidan yukariya yaklasimla molekuler seviyeden nanopartikll dretimi icin
kullanilan sentetik metotlar, farkh mikroheterojen sistemlerin kullanimini temel alir.
Bahsedilen mikroheterojen sistemler sivi kristaller, jeller, misel ¢ozeltileri ve
mikroemuilsiyon formunda olabilirler. Bunlar hizli ve dusik maliyetli teknikler olup,
metaller, oksitler, sulfatlar ve suda ¢6zinmeyen maddeler ile birlikte suda
¢Ozunebilir inorganik ve organik malzemelerin nano boyutta sentezlenmesini
mumkudn kilmaktadir. Ayrica yontem, cekirdek-kabuk, katkill, sandvigc veya
gozenekli nanopartikallerin uretiminde kolaylikla kullanilabilmektedir.
Mikroheterojen sistemler son Urun olarak pratik uygulamalara sahiptir. Manyetik,
elektrik, 1slatma ve/veya yaglayici 6zelliklere sahip olabilen ve glinden gune ilginin
arttigi bu tir sistemlere nano akiskanlar denmektedir. Ozellikle manyetik nano
akigkanlar gunumuzde medikal sektorden otomotiv sektdrine kadar genis

kullanim alani bulmustur (Liveri, 2006).

Sunulan tez galismasinda nanopartikul Gretimi i¢in bir mikroheterojen sistem olan
emdulsiyon-difizyon-buharlastirma yontemi kullaniimistir (Mittal et al., 2007).
Partikul olusumunda ve salim davranisinda polimerin molekul agirhginin ve
bilesiminin  etkisini gorebilmek amaciyla farkh molekdl agirliklarinda ve
bilesimlerinde PLGA kopolimerlerinden nanopartikiiller tretilmistir. Oncelikle PLGA
ve aktif ajan olan 5- Florourasilin (5-FU) etil asetat igerisinde ¢dztUnmesi
saglanarak organik faz olusturulmus ve olusan bu faz, igerisinde stabilizatorin
bulundugu sulu faza aktarilmisgtir. Olusan yeni ¢ozelti yuksek hizli homojenizator

ile karistirlmis ve igerisine sicak su eklenerek organik ¢ézicunun ortamdan
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uzaklagmasi saglanmistir. Boylece etken madde igeren PLGA nanaopartikullerin

olusumu gergeklesmistir.

lyon sacilimi

Yontem, 1 Torr'dan daha dusuk bir basingta ve inert gaz atmosferinde, gaz fazi
yogunlagsmasiyla, hedef materyalden iyon saciimasi olarak tanimlanmaktadir.
Yogunlagan nanopartiktller dusuk hizli 1ginla gekillendirilebilmek icin 3 mm ¢apli
yakinsayan-uzaksayan bir nozzle ile supurulurler. Isin, substrat olarak depolanan
film Gzerine yonlendirilir. Nanoyapih filmler, Al, Cr, Fe, Ni, Cu;—, Coy, Cu, Zr, Mo,
Ag, Ta, W, Pt, ve Au’nun belli bir akida depolanmasi ile olusturulurlar (Urban et al.,
2002). Kisacasi, nanopartiktl olusumu; farkli metallerden magnetron sacilimi ile
gerceklesmektedir (Swihart, 2003).

lyon sagiiminin karakteristigi incelendiginde; hem metastabil hem de denge fazi
olusumuna bagl, genis bir sentezleme esnekligi gosteren bir yontem oldugu
gorulmektedir.  Nanopartikullerin ~ olusmasinda ve  buyUmesinde; iyon
implantasyonunda kullanilan maddelerin kimyasal reaktiviteleri 6énemli bir rol

oynamaktadir (Armelao et al., 2002).

Kimyasal buhar kaplama

Kimyasal buhar kaplama, levha ve benzeri malzemeler Gzerinde ince filmler
biriktirmeye dayali bir yontemidir. Bu yaklasimda, buhar faz énculleri sicak duvarli
bir reaktoér igcerisine konmaktadir. Kullanilan faz oncllleri (prekursor) normal
kosullarda kati, sivi veya gaz formunda olabilmekle beraber, reaktére gaz fazinda
aktarilirlar. Reaktor igerisindeki onculler oncelikle reaksiyon odasina girerler,
ardindan 1s1 ve yuksek frekansl ylksek gerilime (RF Power) maruz kalirlar. Bu
asamada reaktor icerisindeki buhar fazinda yer alan partikillerin, kullanilan faz
onclullerinin etkisi ile reaktér duvarinda olusan filmde depolanmak yerine, basarili
bir sekilde c¢ekirdeklenmesi saglanmaktadir. Sekil 2.7°de kullanilan sistem

sematize edilmigtir.
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Sekil 2.7. Kimyasal buhar kaplama metodunun sematik gorinimu.
Bu metod, hem ¢ok cesitte ve sayida dnciillerin varligindan dolayr hem de birgok
malzemeye uygulanabildigi i¢cin olduk¢ca esnek ve kullanisli bir metottur (Swihart,

2003).

Kimyasal buhar ¢coktiirme (CVC) yontemi

Kimyasal buhar ¢oktirme yonteminin en blylk avantaji farkli kimyasal igerikli
baslangic malzemelerinin ticari olarak kolaylikla temin edilmesinden dolayi
neredeyse her gesit malzemenin genis bir kimyasal bilesimde Uretiminin mUmkuan
olmasidir (Wang et al., 2003a; Wang et al., 2003b).

Yontem temel olarak gaz fazindaki malzemenin isil pargalanma ile partikile
dénlsimiine dayanmaktadir. islem akigi; kisaca baslangic malzemesinin gaz
fazina gectigi bolgeye gaz akisi saglanarak buharin reaktor olarak da adlandirilan
firin igine tasinip burada 1sil pargalanmasinin saglanmasi Uzerine kuruludur. Isil
par¢calanma sonucu olusan atom kiimeleri veya nanopartikdller firin gikisinda farkli
toz toplama yontemleriyle toplanmaktadir. Sekil 2.8'de CVC ydnteminin sematik

gOsterimi verilmigtir.
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Sekil 2.8. Kimyasal buhar ¢oktirme (CVC) yonteminin sematik gosterimi.
CVC yonteminde Uretilen partikilin boyutu, morfolojisi ve kristalinitesi Uzerine
taslyici gazin akis hizi, baslangic malzemesinin bilesimi, islem sicakligi, tagiyici

gazin cinsi ve reaktor geometrisi etki etmektedir (Gurmen and Ebin, 2008).

Ultrasonik sprey piroliz (USP) yontemi

Toz uretim teknolojisi agisindan ‘Ultrasonik Sprey Piroliz’ yontemi, kiresel ve
aglomere olmamis, ¢ok genis bir aralikta degisen kimyasal bilesime, boyuta ve
morfolojiye sahip nano boyutlu partikullerin Gretiimesine imkan veren ¢ok yonla bir
yontem olarak degerlendiriimektedir (Gurmen et al., 2006). Proses birbirinden
ayrilmis haldeki damlaciklarin aerosol formunda baslangi¢c ¢dzeltisinden
olusumunu, 1sil pargalanmanin gergeklesmesini ve faz degisiminin kontrolinU
icermektedir. Sprey piroliz yonteminin ilk adimini olusturan buharlasma sirasinda,
¢b6zucl buharinin ve ¢dzunenin difizyonu damlacik sicakliginin degismesiyle es
zamanli gergeklesmektedir. Bu olay ¢6zinen tuzlarin, ylzey veya hacim
¢cokelmesiyle kati veya gozenekli partikullerin olusumuna neden olmaktadir.
Bundan dolay! olusan partikll boyutu; damlacik boyutuna, kullanilan baslangi¢
cOzeltisinin Ozelliklerine ve sicaklik, slUre gibi proses parametrelerine baghdir.
Cokelme isleminin tamamlanmasindan sonra sicaklik—zaman profili sprey piroliz
yonteminin diger islem adimlarinda olugsacak primer (ilk kristallenen) partikullerin

blylUmesini, birlesmesini ve agregasyonunu etkilemektedir (Tsai et al., 2004).
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Mekanik asindirma tekniqi

Mekanik asindirma yonteminde alasim, intermetalik, seramik ve kompozit gibi
amorf veya nano-yapili malzemelerin genis bir bilesim araliginda nanopartikil
uretimi gerceklestirilebilmektedir. Teknigin endustriyel kullanimi, islem sirasinda
kolaylikla kirilabilen sert ve gevrek 6zellikli malzemeler ile sinirhdir. Bu amag igin
asindirmal égutuculer, gezegen ogutuculer, titresimli 6guttciler ve yuksek enerijili
bilyali degirmenler kullaniimaktadir (Sekil 2.9) (Gurmen and Ebin, 2008).

Sekil 2.9. Mekanik agindirma igsleminin sematik gérinima (a), bilyali 6guttcu (b).

Islemin en blylk dezavantaji, mekanik asinma sirasinda 6gltilen malzeme
bilesiminin kullanilan bilyalardan kaynaklanan safsizlik i¢cermesidir. Ayrica
atmosferik ortamda gergeklesen proseslerde metalik partikiller de oksitlenmekte
veya yuzeyde azotlu yapilar olugsmaktadir. Fakat bu sorun 6guticu haznesinin asal
gaz ile doldurulmasi ve sizdirmaz uygun contalarin kullaniimasiyla zor da olsa
ortadan kaldirilabilmektedir (Edelstein and Cammarada, 2001).

Hidrojen indirgenmesi yontemi

Gaz fazinda indirgenme ile metalik nanopartikullerin Uretimini gergeklestiren bir
yontem olan hidrojen indirgenmesi yontemi Sekil 2.10’da goéruldugu gibi; partikal
olusumu, partikidl toplanmasi ve gaz yikama adimlarindan olusmaktadir (Jang et
al., 2004).
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Sekil 2.10. Hidrojen indirgenmesi yontemi.

Yontemin ilk asamasinda, kullanilan baglangi¢ ¢ozeltisi buharlasgtirilarak tasiyici
ve/veya indirgeyici bir gazla 6n isitiimis boélgeye ve daha sonra indirgenmenin
gercekleseceqi daha sicak bdlgeye tasinarak partikdl olusumu
gergeklestiriimektedir. Islem sirasinda hidrojen gazi tek basina hem indirgeyici
hem de tasiyici olarak kullanilabilecegi gibi bununla birlikte azot ve argon gibi inert
gazlar da tasiyici olarak kullanilabilirler. Reaktantlarin konsantrasyonu, reaksiyon
sicakhgi, on isitilmig bdlgenin sicakligi ve buhar/partiktilin firin igerisinde kalig
suresi; partikil boyutu, boyut dagilimi ve kristalinitesini kontrol eden baslica
faktorlerdir (Jang et al., 2004; Suh et al., 2006).

Asal gaz yogusturma (IGC) teknigi

Isinan su, bulundugu ortamla etkilesiminden dolayir buharlasarak 1si kaybetmeye
baglar ve soguk cam yuzeyinde su damlaciklarinin yogugsmasi gergeklesir. Bu
prensibe dayanan asal gaz yogusturma teknigi Sekil 2.11’de gdsterilen
basamaklardan olugmaktadir.
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Sekil 2.11. Asal gaz yogusturma yonteminin sematik goranima.

Buhar olusumundan o6nce sistem vakuma alinip 1-50 mbar asal gaz ile
doldurulduktan sonra baslangic malzemesi is1, lazer veya elektron demeti gibi
herhangi bir enerji kaynagi kullanilarak buharlastiriimaktadir. Buharlagsan atomlar
veya molekuller homojen olarak toplanarak i1si kaynaginin hemen yakinlarinda
atom kumelerini olustururlar. Buhar kaynaginin Uzerinde asiri doygunluga ulasilir
ve baslangic malzemesinin buharlagsan atomlari ile sistem icinde var olan gaz
molekullerinin ¢arpismasi sonucu atom kumelerinin enerjilerini kaybetmelerinin
ardindan g¢ekirdeklenme ve partikul olusumu sivi metale yakin bolgede gerceklesir.
Bu nedenle yuksek gaz basincinin varligi ¢arpisma sayisini artiracagindan daha
hizli soguma ile ¢ok ince partikullerin olusmasini saglamaktadir (Girmen and
Ebin, 2008).

2.3.2.4. Nanopartikiillerin biyomedikal uygulamalari

Nanopartikuller sahip olduklari boyut avantaji, modifiye edilebilirlik, gcok g¢esitlilik
v.b. 6zgul 6zelliklerinden dolayi goruntlileme, defektlerde birikim, asi uygulamalari,
hicre kuiltart cahsmalari, hiicre saflastirimasi, ilag salim teknolojisi, doku
muhendisligi uygulamalari, immobilizasyon, optik uygulamalar ve gen terapi gibi
biyomedikal uygulamalarin yanisira kozmetik, boya endustrisi, aritim, manyetik,
elektronik, mekanik, depolama, ayirma teknolojisi ve kromatografi gibi birgok farkl

alanda da kullanilmaktadirlar.
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Biyobozunur nanopartikuller yiksek biyoyararlanim, iyi enkapsulasyon, kontrollu
salim ve dusuk toksisite Ozelliklerine sahip olduklarindan siklikla ilag tasiyici
sistemler olarak kullaniimaktadirlar. Nanopartikiller bu Ozelliklerden dolayi
Ozellikle suda ¢dziinen/¢cozinmeyen cesitli tibbi ilaglarin ve biyoaktif molekullerin
hasta Uzerindeki terapdétik etkilerini arttirmak amaciyla tercih edilmektedir (Shenoy
and Amiji, 2005). CunkU olusturulan nanopartikil-ilag formulasyonlari hem
toksisite riskini hem de hasta harcamalarini azaltmaktadir. Tibbi ilaclarin
nanoenkapsulasyonu ilaglarin verimliligini, 6zgulligunu, tolere edilebilirligini ve
benzerlerine kiyasla terapétik indeksini  arttirmaktadir.  Nanoenkapsulasyon
sayesinde hasta, ilaglarin ilk bozunmalarina bagli olarak olusan toksik etkiden
korunurken; ilaglarin biyolojik c¢evre ile etkilesimi artmakta, istenilen doku
tarafindan absorbsiyonu ve hucreler arasi gegisi kolaylasmaktadir (Alexis et al.,
2008).

Tip ve elektronik alaninda yaygin kullanima sahip olan nanopargaciklar, doku
muhendisliginde kullanilan nanoyapilarin da basinda gelmektedir. Boyutlari 100
nm’den kuguk olan bu yapilar kan dolagsiminda ¢dkelmeden hareket edebilmekte
ve mikrovaskuler yapilardan rahatlikla gegebilmektedir. Bu 6zelliklerinden dolayi,
doku muhendisligi calismalarinda, blylime faktorlerinin tasinmasi ve saliminda
siklikla tercih edilmektedirler. Yine boyutlarindan dolayi, hlcre igine ¢ok kolay
alinabildiklerinden, hucrelerin isaretlenmesinde de nanoparcgaciklar
kullaniimaktadir. Yapilacak ¢alismanin amacina gore, genis yuzey alanina sahip
bu yapilarin gesitli malzemelerle kaplanarak yuzey Ozelliklerinin degistiriimesi ve
secilen antikor ya da peptid yapilarinin yizeye baglanmasi s6z konusu
olabilmektedir. Bdylece nanopargaciklarin sadece hedeflenen hiicre ve dokularla

etkilesmesi saglanmaktadir (Gumusderelioglu et al., 2007).

Salim sistemleri

United States Pharmacopeia (USP) XXIV’e goére salim sistemleri; geciktiriimis
salim sistemleri (delayed release systems) ve uzatilmis salim sistemleri (extended
release systems) olarak iki ana baslk altinda toplanmaktadir. Uzatilmis salim
sistemleri de, surekli salim sistemleri (sustained release systems) ve kontroll
salim sistemleri (controlled release systems) olarak iki alt bagliga ayriimaktadir.

Ayrica tekrarlanan etkili salim sistemleri (repeat action release systems) de
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USP’nin son vyaptidi siniflandirmada yer almayan ancak literatirde sikga

karsilagilan bir bagka salim sistemidir (Sekil 2.12).

Geciktirilmis salim sistemlerinde; etken maddenin sistemden salimi belli bir
bdlgede olmaktadir. Bu sistemler ilaci hemen degil, bagirsakta dagilan tabletlerde
oldugu gibi, belli kosullarda agiga ¢ikaracak sekilde hazirlanmislardir. Genellikle
enterik kapl tabletler i¢cin bu tanim kullaniimaktadir. Uzatilmis salim sistemlerinde
ilaclar, sistemden uzun bir surede dusuk hizda salinmakta ve zaman icerisinde

salim hizi giderek azalmaktadir.

Surekli salim sistemlerinde etken maddenin plazma veya doku dizeyi, alisiimis
sekillere gore ¢ok daha uzun sure devam etmektedir. Bu sistemlerde oncelikle
istenen etkiyi saglayacak miktarda etken madde, preparattan ilk doz olarak
salinmaktadir. Sonrasinda da surdirme dozundan, etken maddenin eliminasyon

hizina esit miktarda madde, belli stirede sabit hizda salinmaktadir (Glrsoy, 2002).

Kontrolli salim sistemleri, ilag tasiyan ve tasidiklari ilaci istenilen hiz ve surede
salabilen dozaj sekilleridir (Robinson and Lee, 1987). Tekrarlanan etkili salim
sistemleri ise, bir dozaj icerisinde etken maddenin birden fazla (iki veya Ug)
dozunun bulundugu ve bu dozlarin belli zaman araliklari ile salindigi sistemlerdir
(Gursoy, 2002).
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Sekil 2.12. Salim sistemlerinin plazma konsantrasyon profilleri.
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Kontrolli salim sistemlerinin, konvansiyonel (geleneksel) salim sistemlerine
kiyasla sahip oldugu avantajlar; arttinimig verim, azaltilmis toksisite, uzun
yarilanma émrii ve hasta konforunda artis olarak siralanabilir. ila¢c tedavisinde
verim artigi saglanirken; yan etki siddeti artmamali, tedavi sirasinda kullanilan ilag
cesidi azaltiimali veya tekrarlanan dozajlama ihtiyaci ortadan kaldiriimalhdir. Bu
sistemlerde kullanilan ilaglarin tagsinmasinda genellikle sentetik polimerlerden
yararlanilir (Uhrich et al., 1999).

Etken maddelerin bu salim sistemlerinden herhangi birinde kullanilabilmesi icin
polimerik partiktllerce enkapsule edilmesi sikga kullanilan bir yontemdir.
Nanoyapilar tarafindan enkapsile edilen ilaglarin salim profili kullanilan polimerin
molekul agirligi ile yakindan ilgilidir. Yuksek molekul agirlikli polimerce enkapstle
edilen ilaglarin in vitro kosullardaki salim hizi disiktar (Zambaux, et al., 1999).
Yeni nesil aktif molekdllerin salimi igin gelistirilen sistemlerin basarili olmasi, salim

profilinin kontrol edilmesine ve hedeflemeye bagldir (Kumari et al., 2010).

Tasiyici olarak kullanilan polimerin yluzey modifikasyonu, ilag enkapsulasyon
metodu, partikll buydklagu, Uretim sirasinda kullanilan katki maddeleri, ilacin
molekul agirligi, polimerin bilesimi ve molekul agirligi, kontrolli salim sistemlerinde
salim profilini etkileyen baslica parametrelerdir (Kumari et al., 2010). Bu nedenle
kontrollli ilag salim sistemlerinde ilag tasiyici sistemler olarak, ylksek ylzey
alanina sahip, yuzey modifikasyonuna uygun, uretildigi polimere bagl olarak

molekul agirlig1 genis bir aralikta degisebilen nanopartikuller tercih edilmektedir.

Hedeflenen dokuda salimin gerceklesebilmesi icin nanopartikillerin  sistemik
dolasimda uzun bir sure kalmalari gerekmektedir. Ancak hidrofobik yuzeyli
geleneksel nanopartikuller, makrofajlar tarafindan hizli bir bigimde taninmakta ve
yok edilmektedir. Nanopartikullerin kandaki dayanikhliklarini ve dolasim surelerini
arttirmak amaciyla, partikil ytzeyleri farkli molekillerle modifiye edilmektedir.
Partikuller hidrofilik polimerle kaplanarak partikil ylzeyinde plazma proteinleri
tarafindan fark edilmeyen zincirden bir bulut olusturulmakta ve bdylece uzun sure

fagosite edilmeden dolasimda kalabilmektedir (Brigger et al., 2002).
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2.3.2.5. Nanopartikiillere ila¢g yuklenmesi ve nanopartikillerden ila¢g salim
mekanizmalari

Basarili bir nanopartikul sistemi, en az tasiyici ile en ¢ok etken madde salimi
yapabilen yani en yuksek yukleme kapasitesine sahip olan sistemlerdir.
Nanopartikiillere iki farkli sekilde ilag yiklenmektedir. ilki, ilacin nanopartikullere,
partiktl Uretim asamasindayken yuklenmesi, ikincisi ise nanopartikul uretildikten
sonra, partikullerin ila¢g ¢ozeltisinde inkubasyonu ile ilacin partikullere adsorbe
olmasidir (Soppimath, et al, 2001). Bu iki metod igin de; kati ¢ozelti, polimer
icerisinde dagilmis ilag, nanopartikil ylzeyine adsorbe olmus ilag ve polimere
kimyasal bagli ilagtan bahsedilir. Nanopartikillere baglanan ilacin bag c¢esidi ve
miktari; ilacin ve polimerin kimyasal yapisina ve ilag yukleme kosullarina baghdir
(Shenoy and Amiji, 2005). Adsorpsiyon izotermlerini saptamak, ilacin partikile
baglanma tipini ve baglanma oranini (mg ilag/mg nanopartikil) analiz etmek igin
kullanilabilecek bir yoldur. Adsorpsiyon izotermleri, nanopartikul/ilag salim
sistemleri igcin en iyi formilasyonun saglandigi kosullarda, nanopartikll ylzeyine
ilac baglanmasi ve adsorpsiyon kapasitesi hakkinda en iyi bilgiyi verir. Dogrusal
sorpsiyon izotermleri kati c¢ozeltileri, Langmuiror S-tipi izotermleri ise yuzey
adsorpsiyonunu ifade etmek icin kullanilir. Cunkd nanopartikuller gibi kolloidal
sistemlerde, partikullerin icerdigi ila¢ miktarini tahmin etmek en buyuk problemdir.
Bu nedenle nanopartikullerin ilag igeriklerini tespit etmenin en guvenilir yolu,
partikile baglanmayan ilacin ultrasantrifigasyon veya jel filtrasyon yontemiyle
partikilden ayrilip, tayin edilmesidir. Buradan yola ¢ikarak enkapsulasyon verimi

(EE) asagidaki esitlik (Esitlik 2.1) kullanilarak hesaplanabilmektedir.

Baglanan ila¢ miktar

EE =
Nanopartikil Greti min de kullanilan toplam ilag miktar:

2.1

Amaclanan uygulamanin geciktirilmis veya kontrolli ila¢g salimi oldugu durumlarda,
ilag salim mekanizmasi ilag-polimer formiilasyonu kadar énemlidir. ila¢g salim
suresini ve oranini degistirebilmek igin ilag salim mekanizmasinin iyi tanimlanmis
ve kavranmis olmasi gerekmektedir. Nanopartikillerden ilag salim kinetigi bir

bieksponansiyel fonksiyonla tanimlanmaktadir (Esitlik 2.2).
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C=Ae ™ +Be” (2.2))

C=t aninda partiktlde bulunan ila¢g konsantrasyonu
A= Diflizyon kontrol sistemi sabiti

B= Erozyon kontrol sistemi sabiti

a, B = Oran sabitleri (Ringe et al., 2004).

Genel olarak ilag salim orani ¢dzunurlige, difizyona ve matris materyalinin
biyobozunurluguna baglidir. Dolayisiyla salim mekanizmasi, polimer matris
secimine bagl olarak degistirilebilir. llag salimi ayni zamanda ilag yikleme
verimine ve nanopartikil buyuklugune de baghdir. Buyuk partikuller, kuguk
partikilllere gére daha disiik bir patlama etkisine (burst effect) sahiptir. ilag
yukleme kapasitesi patlama etkisi ve salim orani ile dogrudan orantilidir. Hizli ilk
salim veya patlama etkisi zayif baglanmadan veya genis nanopartikil ylzeyine
adsorbe olmus ¢cok miktarda ilagtan kaynaklanmaktadir (Chen et al., 2003). Ayni
zamanda patlama etkisi kopolimer icerisindeki dusuk molekul agirlikli polimer

miktarinin azaltilmasiyla da dusurulebilmektedir (Kumari et al., 2010).

2.3.3. Doku iskeleleri

Doku muhendisligi yaklagimlarinda genellikle doku iskeleleri kullanilarak,
organizma hucrelerinin  kendini yenileyebilme kabiliyetinden vyararlanilir. Bu
iskeleler vucut tarafindan yabanci olarak nitelendiriimeyecek yapida, biyouyumlu,
hidcre buyumesinin ve dokudaki besin aligverisinin desteklenmesi igin gbdzenekli,
iyilesme surecinde doku iskelesinin vacuttan kolaylikla uzaklastirilabilmesi igin ise
biyobozunur 06zelliklere sahip olmalidir (Zmora et al., 2002). Doku iskelesi
malzemeleri, vicut icinde bozunmaya ve resorpsiyona ugrarken ayni zamanda
dokudaki hucrelerin doku iskelesine yapisip yayllmasini ayrica sayica oldugu
kadar nitelikce de iyilesmesini saglayacak sekilde secilmelidir. BOylece hucre
uremesi ve hicre digi matris sentezi ile doku rejenerasyonu gergeklesirken, doku
iskelesi hem gerekli fiziksel destegi saglayacak hem de bozunarak yeni olusan
dokuya gerekli olan boslugu olusturacaktir (Gercek-Begkardes, 2008). Bu
Ozelliklere ek olarak hasara 0zgu bir yapinin Uretilebilmesi i¢in malzemenin
islenebilir olmasi, orijinal dokunun taklit edilebilmesi agisindan ise doku iskelesinin

gerekli mekanik dayanima sahip olmasi beklenmektedir (Zmora et al., 2002).
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Kitosan, bir doku iskelesinde bulunmasi gereken 6zelliklere sahip, kitinin alkalin
deasetilasyonu ile elde edilen amorf yapida bir poliaminosakkarit ve dogal olarak
meydana gelebilen birka¢ katyonik polielektrolitten biridir. Kitosan Uretiminde
hammadde olarak kitin kullanilir ve Japonya ile ABD'de ticari olarak Uretilmektedir
(Gumusderelioglu, 2002).

Dogada selllozdan sonra en fazla bulunan polimer olan kitosanin en énemli
Ozelliklerinden biri, yapisinin, membran, mikro/nano kure, ince filmler, kapstuller,
fiberler, sunger yapilari ve jeller halinde doku iskelesi olarak kullanilabilmesidir.
Tum bu vyapilarin eldesi icin kitosan doku iskelelerinde en c¢ok kullanilan
fabrikasyon yontemleri, dékme-kaliplama (casting-molding) (Ma et al., 2001),
egirme (spinning) (Bhattarai, 2005), elektrobirikim (Yi et al., 2005), dondurarak
kurutma (Lu et al., 2006, Tigh et al., 2007) ve iyonotropik jellesme ydntemleridir
(Krajewska, 2005). Alternatif olarak, hizli prototipleme (rapid prototyping) ve
yerinde (in-situ) jellesme teknikleri ile kitosan jel formunda doku iskeleleri (Ang et
al., 2002; Di Martino et al., 2005), gaz koplklendirme yontemi ile ise gbozenekli
kitosan doku iskeleleri elde edilmistir (Chow and Khor, 2000). Sekil 2.13’te kitosan

doku iskeleleri Gretimi icin en ¢ok kullanilan fabrikasyon yontemleri 6zetlenmigtir.
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Sekil 2.13. (a) Kitosan doku iskelesi fabrikasyon yontemlerinin sematik gosterimi
(Di Martino et al., 2005), (b) hizli prototipleme yontemiyle elde edilmis kitosan jel
iskele ve taramali elektron mikroskop gérunttsu (Ang et al., 2002), (c) dondurarak
kurutma yontemiyle Uretilmis kitosan doku iskelesi elektron mikroskop goruntusu
(Suh and Matthew, 2000), (d) elektroegirme yontemiyle hazirlanmis nanofiber

kitosan doku iskelesi elektron mikroskop goruntlsu (Bhattarai, 2005).

Doku iskelesi eldesinde kullanilan teknigin gozeneklilik, gdozenek boyutu, gézenek
dagihmi ve go6zeneklerin birbirleriyle olan baglantisi agisindan tutarli olmasi
gereklidir (Salgado et al.,, 2004). Dondurarak kurutma yontemi ile ¢ok daha
homojen gbzenek yapilarina ve daha blyuk gdézenek boyutlarina sahip kitosan
doku iskeleleri elde edilmistir. Bununla beraber, Uretim kosullarindaki kolaylik ve
maliyet agisindan geleneksel yontemler, kitosan doku iskelesi Uretiminde halen

popdulerligini korumaktadir (T1gli, 2010).
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2.4. Timor Tedavilerinde Kullanilan ilaglar

Cogu hucrenin kemoterapi ve radyoterapi ile yok edilebilmesi icin hicre
dongusune girmesi zorunludur. Tumor tedavilerinde kullanilan bir¢ok sitotoksik
ajan hucre dongusunin bir fazina daha fazla etkilidir ve bu ajanlar ‘faz spesifik’
olarak siniflandinlir. Kullanilan bazi ilaglar ise tumor hucrelerinin biyolojik
karakteristiklerine bagli olarak gelistiriimistir. Bu ilaglar; hucrelerin apoptoz
mekanizmalarina, hucrelerde proliferasyonu kontrol eden faktorlere, hicrelerdeki

matirasyon anomalilerine veya anjiyogenez inhibisyonuna yoneliktir.

2.4.1. Tumor tedavilerinde kullanilan ilaglarin 6zellikleri

Sitotoksik ajanlar hicre dongusuyle iligkili aktivitelerine gore, ‘faz spesifik olanlar’
ve ‘faz spesifik olmayanlar’ olarak kategorize edilirler. Faz spesifik olanlar; hiicre
doéngusunun sadece bir fazinda etkin olan siklus spesifik-faz spesifik ilaglardir. Bu
ilaglar her zaman ve her konsantrasyonda etkilidirler ancak belirli dozlarin Uzerinde
ilag dozunu arttirmak daha fazla hicre élimiyle sonuglanmaz. Bu ilaglarin etkinligi

tedavi suresinin uzamasina baglh olarak artmaktadir.

Faz spesifik olmayanlar ise bdlinmeyen hucreleri dlduren ‘siklus spesifik olmayan
ilaglar ve hucre dongusune girmis tim hicrelere hasar veren ‘siklus spesifik
ancak faz spesifik olmayanlar’ olarak ikiye ayrilirlar. Bu gruplarda yer alan ilaglar
genel olarak dogrusal bir doz-cevap egrisine sahiptirler yani ne kadar fazla dozda

ilac verilirse o oranda fazla htcre Olur.

Tumor tedavilerinde kemoterapétik olarak; alkilleyici ajanlar, antimetabolitler,
antitumar antibiyotikler, mitoz inhibitorleri, topoizomeraz inhibitorleri ve higbir gruba

girmeyen diger ajanlar kullanilir (Casciato and Lowitz, 2009).

Sunulan tez kapsaminda kullanilan ajanlar olmalari nedeniyle asagida 5-
Florourasil (5-FU) ve Bevacizumab hakkinda ayrintili bilgi verilmistir.

2.4.1.1. 5-Florourasil (5-FU)
Fluoroprimidin ailesinin bir Uyesi olan 5-FU’'nun kimyasal formuli C4;H3FN,O, ve
molekul agirhgr 130.2 g/gmol'dur. Kimyasal vyapisi ise Jekil 2.14’te

gOsterilmektedir (http://www.invivogen.com).
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Sekil 2.14. 5-FU’nun kimyasal yapisi.

Bir antimetabolit olan 5-FU; deoksiuridilik asidi, timidilik aside dénustiren timidilat
sentetaz enzimini bloke ederek DNA sentezini inhibe eder (Sekil 2.15). Birgok
RNA tipiyle birleserek RNA fonksiyonunu ve protein sentezini bozabilir. Hucre
doéngusinin S fazina spesifiktir, fakat diger hicre dongusu fazlarinda da etkili

olmasindan dolay! logaritmik hicre oldurme etkisine sahiptir.

de novo synthesis

—Pp SF-dUMP
I e

(5-FUMP £ —p dUMP _p dTMP __jp. dTDP . dTTP

(5-Fiuridine

cytosine ;'umci] ————p dihydrouracil ——jp —p [i-alanine
5-FC € 5-FU

Sekil 2.15. 5-FU metabolizmasi.

5-FU, BOS ve malign eflizyonlar dahil tum dokulara hizlica dagilir ve ilacin hucre
ici aktivasyonu gereklidir. Bu islemde once fosforilleyici enzim sonra da fosforil
transferazlar rol alir. ilacin gogu karacigerde yikilir. Cevap veren timérlerde ilaci
parcalayan enzimlerin olmadigi goérulir. Metabolizma tarafindan ilacin %90’
metabolize edilir. inaktif metabolitleri de idrarla, safrayla ve solunumla (CO,

seklinde) atilirlar.
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Uygulama metodu tartismali olmakla beraber genellikle intraven6z bolus, 15
dakikalik inflzyon, surekli inflUzyon, intrakaviter, topikal veya oral olarak kullanilir
(Casciato and Lowitz, 2009).

Cerrahi mudahale ile glioblastomlari uzaklastirilan 8 hastanin timor yatagi
duvarlarina, ortalama 45 ym buyuklukte PLGA mikrokurelere yuklenmis 2 farkh
dozda (70 mg and 132 mg) 5-FU verilmis ve hastalara, cerrahi mudahalenin 7.
glnunden itibaren 59,4 gray (gy) i1sin uygulanmistir. Yapilan analizler 5-FU’nun
beyin omurilik sivisinda en az 1 ay belli bir konsantrasyonda kaldigini, ancak
kandaki konsantrasyonunun c¢ok dusuk ve slreksiz oldugunu gostermistir.
Sistemik toleransin oldukg¢a iyi oldugu ancak yluksek doz uygulamalarinda beyin
timor olusumunun tekrarlandigi tespit edilmistir. Tedavi sonrasinda hastalarin
sagkalim surelerinin ortalama 98 hafta oldugu hatta iki hastanin 139 ve 153 hafta

yasamlarini devam ettirebildikleri belirtiimistir (Menei et al., 1999).

Yapilan bir galismada, oncostatin M (OSM)nin kanser kok hucrelerindeki
hepatositlerde yer alan hepatoblastlarin farkhlasmasini induklemedeki etkisi
incelenmigtir. OSM muamelesinin  kOk hucrelerle benzer Ozelliklere sahip
hepatocellular karsinoma hicrelerinde hepatosit farklilasmasini indukledigi
belirtiimistir. OSM’nin 5-FU ile kombine edilerek kullaniimasi durumunda in-vitro
ortamda bulunan apoptotik hicre sayisinda muazzam bir artis gdézlenmis, in vivo
kosullarda ise tumor buyumesinin baskilandigi belirtiimistir (Yamashita et al.,
2010).

2.4.1.2. Bevacizumab (Altuzan®)

Damar olusumunu olumlu yénde etkileyen en énemli faktdrlerden biri Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) diur. VEGF endotelyal hicrelerin yasamlarini
devam ettirmelerini ve farkhlasabilmelerini saglar. Normal dokularda VEGF gibi
bayUmeyi situmule eden molekuller, damar olusumunun olagan seyrinde
gerceklesebilmesi icin thrombospondin gibi anti-anjiyogenetik molekullerle bir
denge icinde calisir. Ancak solid timodrlerde VEGF bol miktarda bulunur ve
duzensiz, fonksiyonel olmayan damar olusumuna neden olur. Tumor, kan

damarlarinin aktivitesini normalize etmek icin ya VEGF molekilunin Uzerine
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baglanan bir antikorla ya da VEGF reseptorlerine baglanan bir antikorla VEGF

molekulinun hicreleri uyarmasi sonucu engellenebilir (Forough, 2006).

VEGF inhibisyonu ile ilgili klinik éncesi c¢alismalar, bir murinden elde edilen
antihuman monoklonal antikorun insan tUmor ksenograftlarinda biyumeyi inhibe
ettigini gostermistir. Bevacizumab isimli bu antikor insanlarda kullaniimak amaciyla
saflastirimis ve cesitli kanser tedavilerinde vyerini almistir. Glinimuzde hala
kullaniimakta olan Bevacizumab’in, damar olusumunu engelleyici etkisinin yanisira
tumor damarlanmasini engelleyerek kemoterapdtiklerin etkilerini arttirdigi ve timor

ic basincinin azaltilmasinda rol oynadigi tespit edilmistir (Hurwitz et al., 2004).

Bevacizumab (Altuzan®), VEGF’nin, endotelyal hiicreleri yiizeyindeki Flt-1 ve KDR
reseptorlerine baglanmasini inhibe eden ve biyolojik aktivitesini notralize ederek
tumorlerin damarlanmalarini ve dolayisi ile tumoérlerin biyumelerini yavaglatan bir
rekombinant himanize monoklonal antikordur. Bevacizumab 214 amino asitten

olugsmaktadir ve molekul agirligi yaklagik 149.000 daltondur.

Bevacizumab, 5-FU/folinik asit veya 5-FU/folinik asit/irinotekan ile kombine olarak
metastatik kolon ve metastatik rektum kanserinin birinci basamak tedavisinde
kullanilir. Daha onceki basamaklarda Bevacizumab’in kullaniimadigi durumlarda
5-FUffolinik asit veya 5-FU/folinik asit/irinotekan ile kombine olarak ikinci ve
sonraki basamaklarda kullanilir.

Bevacizumab ile tedavi edilen hastalarda hipertansiyon insidansinda bir artig
gOzlenmigtir. Klinik guvenirlik verileri hipertansiyon insidansinin doza bagimh
olabilecegi izlenimini vermektedir. Bevacizumab yara iyilesme surecini olumsuz
etkileyebileceginden blyuk cerrahi operasyonlardan sonraki 28 gun iginde veya
ameliyat yaras| tamamen iyilesinceye kadar Bevacizumab tedavisi baslatiimamal,
tedavi sirasinda yara iyilesmesinde komplikasyonlar yasayan hastalarda, yara

tamamen iyilesinceye kadar Bevacizumab uygulamasi durdurulmahdir.

Bevacizumab’i kemoterapi ile birlikte veya kemoterapisiz alan hastalar tUzerinde
yapilan klinik calismalarda en sik gozlenen yan etkiler asteni, ishal, bulanti,
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gastrointestinal perforasyonlar, hemoraji, arteryel tromboemboli ve non-spesifik

agrilardir (http://www.roche.com.tr).

insan timér hiicre hatti aktarilan findik fareleriyle yapilan deneylerde,
Bevacizumab’in tumor buyumesini inhibe ettigi, maksimum inhibisyon dozunun da
haftada iki kez uygulanan 1-2 mg/kg oldugu belirtiimigtir. inhibisyonun etkisi, timor
ksenograftlarinda bulunan fare VEGF’i miktari ile ters orantilidir. insan/fare VEGF

orani yuksek olan timdrlerde inhibisyon orani %90’a kadar ¢ikabilmektedir.
Bevacizumab adina, 2004 yilinda metastatik kolon kanserinin standart

kemoterapisi i¢in, 2008 yilinda ise metastatik akciger kanserinin tedavisinde

kullanimi icin FDA onayi alinmistir (Forough, 2006).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bolumde, tez kapsaminda gergeklestirilen deneysel calismalar ve kullanilan
yontemler dzetlenmistir. Oncelikle, PLGA nanopartikillerin sentezi, partikillere 5-
FU yuklenmesi ve bu partikullerle yapilan karakterizasyon caligmalari anlatiimig,
ardindan partikullerden salinan ila¢c miktari ve salim kinetikleri hakkinda bilgi
verilmigtir. Daha sonra kitosan doku iskelelerinin sentezi, bu iskelelere partikullerin
yerlestiriimesi, olugsan doku iskelesi-partikil kompleksinin goruntlilenmesi ve
iskelelere Bevacizumab yuklenmesi ile ilgili bilgiler aktariimistir. En son boélimde
ise Uretilen cift etkili sistemlerin, T98G hucreleri ve HUVEC'ler Gzerindeki etkileri in
vitro kosullarda incelenmis ve elde edilen sonuglar istatistiksel metodlar

kullanilarak degerlendirilmistir.

Tez kapsamindaki deneysel galismalarin asamalari Sekil 3.1’de sematik olarak

acgiklanmigtir.
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Sekil 3.1. Deneysel galismalarin akis semasi.
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3.1 Malzemeler

Nanopartiktl yapiminda kullanilan poli-laktik-ko-glikolik asit (PLGA) kopolimerleri,
partiktllere  yuklenen 5-florourasil (5-FU), stabilizatér olarak kullanilan
didodesildimetilamonyumbromir (DMAB) ve salim c¢alismalarinda kullanilan
selliloz membran (molekul agirhgr 12,000’den blyuk maddeleri gbzeneklerinden
gegirmeyen) Sigma-Aldrich’den (Almanya) satin alinmigtir. Bilesimleri farkli olan
PLGA kopolimerlerinden poli-laktik asit/poli-glikolik asit (PLA/PGA) orani (w/w)
50:50 olan kopolimerin molekdl agirhigi 40,000-75,000 g/gmol; 65:35 olan
kopolimerin agirhdg 40,000-75,000 g/gmol ve 85:15 olan kopolimerin agirhd: da
50,000-75,000 g/gmol’dir. Polimerler Riedel-de Haen (Almanya) firmasindan
temin edilen etil asetat igerisinde ¢ozulmustur. Partikul Uretimi sirasinda Heidolph

(Almanya) marka yuksek hizli homojenizatér kullanilimistir.

Doku iskelesi hammaddesi olarak kullanilan deasetilasyon derecesi >% 85 ve
molekdl agirhgr 190-375 kD olan kitosan Sigma-Aldrich’ten satin alinmistir ve
¢bzlclu olarak asetik asit (Riedel-de Haen) kullaniimistir. Doku iskeleleri Christ
(Almanya) marka dondurarak kurutma cihazinda hazirlanmig ve etanol (Sigma) ile
stabilize edilmistir. Doku iskelelerine yerlestirilen nanopartikdllerin
goruntilenmesinde kullanilan floresan 5(6) izotiyosiyanat (FITC), Fluka (Almanya)
firmasindan temin edilmistir. Damar olusumunu engellemek amaciyla doku
iskelelerine yiiklenen Bevacizumab (Altuzan®), Roche (Isvigre) firmasi tarafindan

uretilmistir.

Hem doku iskelesi Uretiminde hem de hucre kulturinde kullanilan 24 gozlu Petri
kaplari Techno Plastic Products (isvigre) firmasindan alinmistir. Hiicre Kkultir
calismalarinda kullanilan Dulbecco's fosfat tampon ¢ozeltisi (DPBS), RPMI-1640
hicre kultir ortami, fetal sigir serumu (FBS) ve Tripsin/EDTA c¢ozeltisi
Hyclone’dan (ABD) temin edilmisti. MTT (3-(4,5-dimethylthiazoyl-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), sodyum dodesil sulfat (SDS), DMEM-F12 hicre
kaltur ortami ve penisilin-streptomisin Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin
alinmistir. Kullanilan 6 gozIU polistiren hicre kaltar kaplari Nunclon Delta Surface
(Danimarka) firmasindan; 75 cm?lik hiicre kltiir kaplari ise Orange Scientific’ten
(Belgika) temin edilmigtir. Hucrelerin mitokondriyal aktivite tayinleri ASYS Hitech
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UVM 340 Plate Reader (Avusturya) ile 690 nm referans olmak tzere 570 nm’de
yapilmigtir.

3.2. 5-FU igeren PLGA Nanopartikiil Sentezi

3.2.1. PLGA nanopartikul sentezi

Farkli PLA/PGA (85:15, 65:35 ve 50:50) bilesimlerine sahip PLGA kopolimerleri
etil asetat icerisinde ¢ozllerek %2’lik (w/v) organik faz olusturulmustur. Elde edilen
organik faz, icerisinde %1 (w/v) oraninda ¢ézunmus DMAB bulunan sulu faza ilave
edilmis ve olusan karisim yuksek hizli homojenizatérde 15,000 rpm’de
karistinimistir. Karisima sicak su eklenerek igerisinde bulunan organik fazin
ucmasi beklenmis ve sulu fazda slUspanse halde PLGA nanopartikiller elde

edilmistir.

3.2.2. PLGA nanopartikillere ila¢ yuklenmesi
Farkli konsantrasyonlarda 5-FU, PLGA kopolimeri ile birlikte etil asetat icerisinde
¢ozulmustur. Bolum 3.2.1°de ayrintili bir bicimde anlatilan metod uygulanarak 5-

FU/polimer orani (w/w) %10-20 olan PLGA nanopartikuller Gretilmigstir.

3.3.PLGA Nanopartikillerin Karakterizasyon Calismalari

3.3.1. Partikil buyukliigu olgimii

Uretildikten sonra sulu faz igersinde muhafaza edilen PLGA nanopartikiillerin boy
dagihimlarinin dlgulebilmesi igin, nanopartikullerin bulundugu ¢ozelti 1:10 oraninda
seyreltilmis ve Zetasizer (Nano series, ingiltere) ile partikiillerin boy dagilimlarinin

yanisira molekuler agirliklari, agregasyon sayilari ve ¢aplari belirlenmistir.

3.3.2. FTIR analizi

5-FU iceren PLGA nanopartikillerin kimyasal yapilarinin belirlenebilmesi icin
partikil haline getirilmemis PLGA polimerinin, DMAB’nin, 5-FU’nun, 5-FU igeren
ve icermeyen (bos) PLGA nanopartikiillerin 400-4000 cm™ dalga boyu arali§inda
FTIR (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) ile spektrumlari

alinmigtir.
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3.3.3. Taramal elektron mikroskop (SEM) analizi
Sulu fazda bulunan bos ve 5-FU igceren PLGA nanopartiklller, analiz yapilacak
yuzeye damlatilip, kurutulduktan sonra altin-paladyum ile kaplanmis ve Zeiss

marka (Evo-50, Almanya) taramali elektron mikroskobu ile incelenmistir.

3.3.4. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) analizi

Uretim sonrasi sulu ortamda muhafaza edilen PLGA nanopartikiller, 1/100
oraninda seyreltilip, homojenize edildikten sonra 100 mm?lik cam yiizeylere
damlatiimistir. Isik altinda kurumasi beklenen partiklllerin iki ve U¢ boyutlu
fotograflari AFM (Vecoo MultiMode V, Fransa) ile tiklama modunda (tapping

mode) ¢ekilmistir.

3.4. PLGA Nanopartikiillerde 5-FU Enkapsiilasyon Veriminin Hesaplamasi ve
Nanopartikiillerden ilag Salimi

PLGA nanopartikdllerin, tretim esnasinda ortamda bulunan 5-FU’'nun ne kadarini
enkapsule edebildigi ve ne kadarlik zaman zarfinda, partikillerden ortama ne
miktarda 5-FU salindigini analiz edebilmek amaciyla 3’er paralel 6rnek kullanilarak

salim sistemleri hazirlanmistir.

3.4.1. Enkapsiilasyon veriminin hesaplanmasi
5-FUnun  nanopartikillere  enkapsulasyon verimliligi 2  farkh  sekilde

hesaplanmigtir:

ilk yéntemde enkapsiilasyon c¢dzeltisindeki baslangic ilag konsantrasyonu ve
kapsulasyon sonrasindaki ¢ozeltide kalan ilag konsantrasyonu arasindaki fark
Olcllmektedir. S6z konusu ydntem, igerisinde belli bir miktar nanopartiktl bulunan
ortamlarin santrifigasyonla ylkama sonrasi suUpernatantlarinda bulunan 5-FU
miktarinin UV spektrofotometre (265 nm’de) yardimiyla hesaplanip; toplam 5-FU
miktarindan gikarilmasi esasina dayanmaktadir. Bu metot izlenerek hesaplanan 5-
FU'nun ya partikullere baglandigi ya da partikiller tarafindan enkapsule edildigi

sdylenebilir.

PLGA nanopartikullerin Uretim sirasinda ne kadar 5-FU’yu iclerine alabildiklerini

hesaplamak amaciyla Esitlik 3.1.’den yararlaniimistir.
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Enkapsulasyon veriminin hesaplanmasinda kullanilan ikinci yontemde ise
nanopartikiller uygun ¢ozucu igerisinde ¢oOzulerek kapsule olan ilacin disariya
alinmasi saglanmis ve ardindan HPLC ile miktar tayini yapilmistir. Yontemin

ayrintilari soyledir:

icerisinde 1 mg partikiil bulundugu hesaplanan ortam, 5-FU ylklenmis PLGA
nanopartikul stok ¢cozeltisinden alinmis ve Uzeri toplam hacim 1 mL olacak sekilde
distile su ile tamamlanmigtir. Sulu ortamda bulunan partiktller santrifij edilmek
suretiyle ylkanmis ve bdylece enkapsule olmayan ilaglar partikil ylUzeyinden
uzaklastinimigtir. Yikanan nanopartikullerin tGzerlerine 1’er mL distile su eklenmis
ve partikiiller bir gece dondurarak kurutma cihazinda -80°C’de kurumaya
birakilmistir. Liyofilize olan partiktllere 1’er mL diklorometan (DCM) eklenmis ve
uzerlerine de 5 mL 0.02 M fosforik asit ve metanolden (98:2 (v/v)) olusan mobil faz
ilave edilmigtir. Olusan karisim 5 dakika boyunca vortekslenmis ve karigimda
bulunan DCM’In ortamdan uzaklastirilabilmesi amaciyla, karisim 5 dakika azot
gazina maruz birakilmigtir. Seffaf ve homojen bir gérinim kazanan ¢ozelti mobil
fazla seyreltiimis ve kalan safsizliklarin giderilmesi amaciyla 0.22 ym’lik filtrelerden
gegcirilmigtir. Elde edilen ¢dzelti farkli akis hizlarinda HPLC cihazi (UltiMate 3000)
C18 kolonuna beslenmis ve 274 nm’de, UV dedektor kullanilarak elde edilen
spektrumlarla partikillere ne kadar 5-FU yuklenebildigi hesaplanmistir (Gupte and
Ciftci, 2004).

3.4.2. Salim sistemlerinin hazirlanmasi

Bolim 3.4.1'de anlatilan yéntemle yikanan 1 mg 5-FU yukli PLGA nanopartikdl,
fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH 7.4) icerisinde énceden sartlanmis olan sellloz
membranlara yerlestiriimis ve bu membranlar da icerisinde 5 mL PBS (pH 7.4)
bulunan rezervuarlara konmustur (Sekil 3.2). in-vitro salim calismalari 37°C’de,

calkalamali etuvde yarutulmastar.
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Sekil 3.2. PLGA nanopartikll iceren seliloz membranlarin yerlestirildigi PBS

rezervuarlar.

3.4.3. Salim sistemlerinden alinan 6rneklerin analizi
Hazirlanan salim sistemi rezervuarlarindan belirli zaman araliklariyla alinan
ornekler, 3’er paralel halinde 265 nm’de UV spektrofotometrede olcllerek,

partiktllerden ortama salinan kumdulatif 5-FU miktari hesaplanmistir.

3.5. PLGA Nanopartikiil iceren ve icermeyen (Bos) Kitosan Doku iskelelerinin
Sentezi ve Karakterizasyonu

3.5.1. Bos kitosan doku iskelesi sentezi

>%85’lik deasetilasyon derecesine (DD) sahip kitosan, 0.2 M asetik asit
¢Ozeltisinde ¢dzlnene kadar karistirilarak, %2 (w/v) konsantrasyona sahip kitosan
jel karisimlari elde edilmistir. Elde edilen kitosan jel karisimlari, safsizliklarin
giderilmesi igin filtreden (0.45 um) gegcirilmis ve 1.5 cm ¢apa sahip 24 gozlu Petri
kaplarina aktarilarak -20°C’de dondurulmustur. Bu islemi takiben “dondurarak
kurutma” (freeze-drying) yontemi ile gbzenekli kitosan doku iskeleleri
hazirlanmistir. Bu yontemle, - 20°C’de donmus kitosan ¢ozeltisi, -80°C’'de 3 guln
sureyle liyofilize edilmis, bdylece gdzenekli yapida ve i¢sel baglantilari olan, 9 mm
capl ve 2 mm kalinliga sahip kitosan doku iskeleleri elde edilmigtir (Sekil 3.3).
Elde edilen kitosan doku iskelelerinin stabilizasyonu igin iskeleler dnce %96’lk
(v/v) etanol ¢Ozeltisi icerisinde 1 gun, sonrasinda ise %70’lik (v/v) etanol ¢ozeltisi

icerisinde 2 saat bekletilmigtir.
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Sekil 3.3. (a) Liyofilize edilen kitosan doku iskelelerinin genel goérinimu, (b)

stabilize edilmis ve sismis doku iskeleleri (T1dli et al., 2007).

3.5.2. Bos kitosan doku iskelesi karakterizasyonu

Uretilen doku iskelelerinin karakterizasyon galismalari 6nceden grubumuz
tarafindan yapilmis olup (Tigh et al., 2007), tez calismasi kapsaminda sadece
gozeneklilik testi uygulanmistir. Doku iskelelerinin gozenekliligi, sivi degisimi
(liquid displacement) yontemi ile belirlenmistir (Zhang and Zhang, 2001). Degisim
sivisi olarak, iskele sismesine ya da buzilmesine neden olmayan n-hekzan
kullaniimistir. Doku iskelesi, 5 dakika bilinen hacimdeki n-hekzan igerisine
daldirimisg ve hekzan emdiriimis iskelenin hacmi V, olarak kaydedildikten sonra
iskele icerisine girmeden kalan hekzan hacmi V3 olarak kaydedilmistir.

Malzemenin toplam hacmi (V) 3.2. numarali esitlikte verilmistir:

V= (V2-V1) + (Vl-Vg) = V2-V3 (32)

Esitlikte V2-V1, polimer yapinin hacmini, V1-V3 ise doku iskelesi igerisindeki hekzan
hacmini vermektedir. Yapinin gozenekliligi (€), 3.3. numarah esitlik kullanilarak

hesaplanmigtir:

£ (%) = (V1-V3) / (V2-V3) x 100 (3.3)

3.56.3. PLGA nanopartikiil iceren kitosan doku iskelesi sentezi ve
karakterizasyonu
Sulu fazdaki PLGA nanopartikiller, 30:70 nanopartikil/kitosan (w/w) oraninda

%Z2’'lik kitosan jel karisimina eklenmis ve 1 gece boyunca karistirma islemi devam
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etmigtir. Olusan homojen karisimdan, Bolum 3.4.1.’de anlatilan ydntem

kullanilarak PLGA yUklU kitosan doku iskeleleri elde edilmistir.

3.5.3.1. FTIR analizi

PLGA nanopartikullerin kitosan doku iskelelerine yuklendiklerini gdstermek
amaciyla nanopartikiil iceren ve icermeyen (bos) doku iskelelerinin 400-4000 cm™
dalga boyu araliginda FTIR (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA,

ABD) ile spektrumlari alinmig ve karsilastiriimigtir.

3.5.3.2. Floresan izotiyosiyanat (FITC) ile isaretlenen nanopartikillerin
goruntilenmesi

Doku iskelelerine ytklenmis olan PLGA nanopartikillerin gorintilenebilmesi icin
floresan bir boya olan FITC, PLGA Uzerindeki terminal gruplarin, diyaliz tip seltloz
membran teknigi ile isaretlenmesi igin kullaniimistir. Etil asetat icersindeki %2’lik
polimer ¢ozeltisinin (w/v) her bir mL’si i¢in ortama dimetil stlfoksit (DMSO) igindeki
%0.1’lik 1 mL FITC cozeltisinden (w/v) eklenmis ve olusan yeni ¢ozelti oda
sicakhginda 3 saat manyetik karistiricida karistirilmigtir. 3 saatin sonunda ¢ozelti,
icerisinde %1 (w/v) oraninda ¢6zinmus DMAB bulunan sulu faza eklenmis ve
olugsan karisim vyuksek hizli homojenizatorde 15,000 rpm’de karigtiriimistir.
Karigima sicak su eklenerek icerisinde bulunan etil asetatin ugmasi igin bir gece
beklenmis, sire sonunda karigsim dnceden sartlanmis olan seliloz membranlara
aktarilarak 2 gun boyunca diyaliz edilmigtir. FITC isaretli 5-FU igceren PLGA
nanopartikiller, hem Uretim asamasindaki kitosan jellere farkli oranlarda eklenmis
hem de uretilmig olan kitosan doku iskelelerine emdirme yoluyla yerlestiriimigtir.
Kitosan doku iskeleleri igerisindeki floresan isaretli PLGA nanopartikller, floresan

mikroskobu (Olympus, ABD) ile goruntulenmistir.

3.5.3.3. SEM ile goriintiileme
PLGA igceren kitosan doku iskelelerinden alinan kesitler altin-paladyum ile
kaplanmigs ve Zeiss (Evo-50, Almanya) taramali elektron mikroskobu ile

incelenmistir.
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3.5.4. Kitosan doku iskelelerine Bevacizumab yuklenmesi

Doku iskelelerine yuklenmesi gereken optimum Bevacizumab miktarinin ve
yonteminin belirlenmesi icin T98G hicreleri ve HUVEC'lerle calisiimistir. 0.25
mg/mL stok ¢ozeltiden alinan farkli miktarlardaki Bevacizumab ¢ozeltisi, doku
iskelelerine enjekte edilmek veya dogrudan besi ortamina eklenmek suretiyle
hlcrelerle etkilestiriimis ve elde edilen sonuclar ¢ift etkili sistemler olusturulurken

kullanilimistir.

3.6. Hiicre Kulturi GCahgmalarn
Tez kapsaminda yapilan hucre kualtird c¢alismalarinin asamalari Sekil 3.4’te

sematik olarak agiklanmistir.

Hiicre kiiltiirii galigmalari

T98G hiucreleri HUVEC
hiicre hatt1
Tiim6r hiicrelerinin davraniglarini
incelemek icin hazirlanan sistemler

ﬂ ﬂ Bevacizumab’1n hiicre liremesi

uzerindeki etkisini incelemek
i¢cin hazirlanan sistemler

Hiicrelerin doku

!l!F!! e!!!lesilgl i '

sistemler - MTT analizi
- Floresan

mikroskobu ile analiz

- MTT analizi
- SEM analizi - Isik mikroskobu

- CLSM analizi / ile analiz /

- MTT analizi

-TCPS s lere

- Kitosan doku iskelesi - Kitosan doku iskelest
- Bevacizumab yiikli

. ikl ) ) x
evacizumab yikli kitosan doku iskelesi

kitosan doku iskelesi

- 5-FU yiiklii kitosan

" yiKld kitosan doku iskelesi

doku iskelesi

- Hem 5-FU hem de
Bevacizumab yiiklii
kitosan doku iskelesi

- Hem 5-FU hem de
Bevacizumab yiikli
kitosan doku iskelesi

Sekil 3.4. Hucre kultlrd calismalarinda kullanilan gruplar.
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3.6.1. T98G hicrelerinin karakterizasyon galigsmalari

Istanbul Universitesi'nde Prof. Dr. Ayhan Bilirin yonetimindeki histoloji ve
embriyoloji laboratuarindan edinilen 6. pasajdaki T98G hucre hatti, %10 (v/v) fetal
sigir serumu ve %1 antibiyotik iceren DMEM-F12 hucre ortami kullanilarak, hicre
kultar kaplarinda cogaltiimis ve 37°C’deki %5 CO, igeren etuvde (Heraus
Instruments, Almanya) kulture edilmistir. Tek tabaka halinde elde edilen hucreler
yuzeyden %0.01 tripsin/10 mM EDTA ile kaldiriimis, santrifijlenip hicre ekimi igin
tekrar suspanse edilmistir. TUm ornekler igin, ortam, her G¢ glinde bir veya pH’in
dusmesine bagli olarak gerekli goruldugu takdirde yari yariya taze besi ortamiyla

degistirilmistir.

3.6.1.1. MTT analizi

MTT calismalar igin, 24 gozlu kultir kaplarinin her bir géziune 1 mL, 3x10*
hacre/mL konsantrasyonunda hicre ekimi gergeklestiriimistir. 1 haftalik
kulturasyon boyunca hergun hucrelerin Uzerindeki kultar ortami uzaklastiriimis, 24
g6zli kabin her bir gézine 60 uyL MTT (2.5 mg/mL, PBS igerisinde) ve 600 pL taze
ortam eklenmistir. Ornekler, 37°C’'de 3 saat bekletildikten sonra, (izerlerinde
bulunan MTT igeren ortam uzaklastiriimis ve her géze 400 pyL 0.04 M HCI igeren
izopropanol ¢ozeltisi eklenerek olusan mor formazan kristallerinin ¢éziinmesi
saglanmistir. Elde edilen ¢ozelti 96-gézIt ELISA pleytine aktariimis (200 uL/g6z)
ve pleyt okuyucu kullanilarak 690 nm referans olmak uzere 570 nm’de absorbans

OlcUmu yapilmistir.

3.6.1.2. Hiicre sayimi

Hucre sayim testleri 6 gozIu polistiren kultur kaplarinda gergeklestiriimigtir. Bu
calisma icin, 6 gozli kiltir kabinin her bir géziine 3x10* hiicre/mL
konsantrasyonunda hucre ekimi yapilmigtir. 1 haftalik kiltirasyon boyunca hergun
3 gOzdeki hucrelerin Gzerindeki kultur ortami uzaklastinimis ve hacreler tripsinize
edilmistir. Hucreler tamamen kalktiktan sonra, elde edilen hlcre sUspansiyonu
tripan mavisi ile boyanmig ve Neubauer lami kullanilarak canl hucrelerin

hemositometrik sayimi yapiimistir.
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3.6.1.3. Floresan mikroskobu ile analiz

Petri kaplarindaki (3.5 cm ¢apli) hicre iskeleti organizasyonu kultiran 2., 4. ve 6.
gunlerinde degerlendirilmigtir. Hlicreler 2 kez PBS ile yikandiktan sonra PBS (pH
7.4) icerisinde hazirlanmis % 2.5 (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi ile 10 dakika muamele
edilmistir. Bu sekilde gerceklestirilen fiksasyon isleminden sonra, % 0.1 Triton X-
100 (PBS igerisinde) ile 5 dakika boyunca muamele edilerek hicre membran
gegirgenligi arttirlmigtir. Hucrelerin filamentéz aktinleri (F-aktin), Bovine Serum
Albumin (BSA)/PBS c¢ozeltisi icerisinde hazirlanmis % 2.5'lik (v/v) Alexa Fluor 488
phalloidin ile 20 dakika, hicre cekirdegi ise 10 yg/mL propidyum iyodur ile 5
dakika muamele edilerek boyanmistir. Ornekler floresan mikroskobu kullanilarak

goruntulenmistir.

3.6.1.4. Kristal viyole ile boyama

Hucrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmasina dair bilgiler elde etmek amaciyla kultGran
1., 3. ve 5. gunlerinde, hucreler kristal viyole ile boyanmistir. Gorintileme
yapilacak gunler 6 gozlu polistiren kaltir kaplarinin 3 goézine ekilen hicrelerin
uzerindeki kultar ortamlari uzaklastirilmis ve hicreler 2 defa PBS ile yikanmistir. 1
kissm PBS + 1.5 kisim metanol karisimi ile hdcrelerin yilkama ve on fiksasyon
islemi gercgeklestirilmistir. Fiksasyon igin hucreler 10 dakika metanolle muamele
edildikten sonra goézlere hiicre ylzeyleri kaplanacak kadar kristal viyole boyasi
eklenerek 5 dakika bekletilmigtir. Akan suyun altinda boya kalintilari tamamen
uzaklasincaya kadar yikama yapilmig ve hulcreler invert mikroskop altinda

incelenmigtir.

3.6.2. T98G hicrelerinin ekilecegi kitosan doku iskelesine yiiklenecek
Bevacizumab miktarinin ve yiikleme seklinin belirlenmesi

3.6.2.1. MTT analizi

T98G hicrelerinin, 7 gunlik kultart slresince Bevacizumab’in serbest halde
ortama verildigi ya da doku iskelesine enjekte edildigi gozlerdeki Ureme testleri 1.,
3., 5., ve 7. gunlerde kantitatif olarak, Bolum 3.5.1.1°de ayrintili bir bigcimde
anlatilan ydntem kullanilarak gergeklestiriimistir. Bolim 3.5.1.1°de yer alan
yonteme ek olarak kitosan doku iskelelerindeki formazan kristallerinin daha kolay
¢ozunebilmesi icin gozlere %10 luk (w/v) sodyum dodesil sulfat (SDS) ¢ozeltisi
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eklenmigtir. Bevacizumab icermeyen kitosan doku iskeleleri bulunan gozler kontrol

olarak kullaniimis ve MTT bu 6rneklere de uygulanmigtir.

3.6.2.2. SEM analizi

Hucrelerin iskele icerisindeki morfolojileri kultiran 3. ve 5. gunlerinde taramal
elektron mikroskobu ile incelenmistir. iskeleler PBS ile yikandiktan sonra hiicreler
PBS (pH 7.4) icerisinde hazirlanan % 2.5’luk (v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi ile oda
sicakhginda, 10 dakika fikse edilmistir. Sonrasinda iskeleler etanol ¢ozeltileri (%
30, % 50, % 70, % 90 ve % 96 (v/v)) icerisinde dehidre edilmistir. Ornekler
hekzametildisilazan ile yikandiktan sonra kurumaya birakilmistir. Iiskeleler taramali

elektron mikroskobu ile incelenmeden dnce altin-paladyumla kaplanmistir.

3.6.3. T98G hiicreleri ve cift etkili kitosan doku iskeleleri ile yapilan
calismalar

Hazirlanan cift etkili (hem 5-FU, hem de Bevacizumab igeren) sistemin T98G
hidcre hatti Uzerindeki etkisinin gozlenebilmesi igin hucreler dogrudan ve dolayl
olarak, partikil ve Bevacizumab igeren ve igermeyen doku iskeleleriyle 24 gozlu

hdcre kultr kaplarinda etkilestiriimistir.

3.6.3.1. Hiucrelerin doku iskeleleriyle dogrudan etkilesimi

Parafilm ile kaplanmis 24 gozlu Petri kaplari %96’lik alkolle muamele edildikten
sonra UV 1sik altinda 30 dakika sterilizasyon igin bekletilmigtir. 9 mm ¢apa, 2 mm
kalinliga sahip kitosan doku iskelelerinin otoklav ile 121°C’ta 15 dakikada veya
etilen oksit firin1 (Eto) ile sterilizasyonu gergeklestirildikten sonra iskeleler, 24 saat
steril Dulbecco’s PBS igerisinde bekletilmistir. Bir kez de serumsuz besi ortami ile
yikanan doku iskelelerine, konsantrasyonu 2.8 x 10 hiicre/mL olacak sekilde

hicre ekilmis ve 2 saat sonra Uzerlerine 1’er mL besiyeri eklenmisgtir.

3.6.3.2. Hucrelerin doku iskeleleriyle dolayl etkilesimi

24 gbzIli Petri kaplarina konsantrasyonu 2.8 x 10* hiicre/mL olan hiicreler ekilmis
ve ylzeye tutunmalari icin 2 saat beklendikten sonra kaplarin her bir géziine
kitosan doku iskeleleri yerlestiriimistir. Calismada kontrol olarak doku iskelesi
icermeyen Petri kaplari (TCPS) kullaniimigtir.
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3.6.3.3. MTT analizi

Hucrelerin doku iskeleleri ile dolayl olarak etkilestirildigi grup 10 gun, hucrelerin
dogrudan doku iskelelerine ekildigi grup ise 21 gun suresince kulture edilmigtir.
Kultur surelerince iskele ve Petri kaplarindaki hucrelerin ureme testleri 1., 3., 7.,
10., 15. ve 21. gunlerde kantitatif olarak, Bolum 3.6.1.1°’de ayrintih bir bi¢cimde
anlatilan yontem kullanilarak gergeklestiriimistir. Bolum 3.6.1.1'de yer alan
yonteme ek olarak kitosan doku iskelelerindeki formazan kristallerinin daha kolay
¢bzunebilmesi icin gdzlere %10 luk (w/v) sodyum dodesil sulfat (SDS) ¢ozeltisi
eklenmigtir. Hucrelerin doku iskeleleriyle dolayli etkilestigi denemelerde ise MTT
analizi 1., 3., 5., 7. ve 10. gunlerde yapilmig, analiz esnasinda hucrelerin
uzerindeki besi ortaminin tamaminin uzaklastiriimasinin yani sira uzerlerinde
bulunan doku iskeleleri de ortamdan uzaklastiriimis ve hicrelere Bolim 3.6.1.1’de
anlatilan yontem uygulanmigtir. 5-FU ve Bevacizumab icermeyen doku
iskelelerinin yer aldigi gozler kontrol olarak kullaniimig ve MTT bu 6rneklere de

uygulanmigtir.

3.6.3.4. SEM analizi
Dogrudan doku iskeleleri ile etkilestirilen hucrelerin kultirin 8. gununde iskele
icerisindeki morfolojileri, Bolum 3.6.2.2’de ayrintili bir bicimde anlatilan yontem

kullanilarak, taramali elektron mikroskopisi ile incelenmistir.

3.6.3.5. Konfokal lazer taramali mikroskop (CLSM) analizi

5-FU iceren/icermeyen ve Bevacizumab iceren/icermeyen kitosan doku
iskelelerinden olugan sistemlere ait 8. ve 15. gun érnekleri CLSM ile incelenmistir.
Ornekler, 2 kez PBS ile yikandiktan sonra PBS (pH 7.4) igerisinde hazirlanmis %
2.5 (v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi ile 10 dakika fikse edilmistir. Fiksasyon isleminden
sonra, % 0.1 Triton X-100 (PBS igerisinde) ile 5 dakika boyunca muamele edilerek
hicre membran gecirgenligi arttinimistir. Hicrelerin filamentdz aktinleri (F-aktin),
BSA/PBS c¢ozeltisi igerisinde hazirlanmis % 2.5’lik (v/v) Alexa Fluor 488 phalloidin
ile 20 dakika, hicre cekirdegi ise 10 pg/mL propidyum iyodur (Sigma, ABD) ile 5
dakika muamele edilerek boyanmistir. Ornekler Orta Dogu Teknik Universitesi
Merkezi Laboratuvar’nda bulunan konfokal lazer taramali mikroskobu (CLSM,
Zeiss LSM 510, Germany) kullanilarak incelenmistir.
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3.6.3.6. Invert mikroskop ile analiz

Hucre kultur kabi yuzeyine ekilerek, kitosan doku iskeleleriyle dolayli olarak
etkilestirilen hucrelerin, 3. ve 5. gunlerde optik mikroskop (Olympus, ABD) ile
fotograflari ¢ekilmistir. Gortnti alinmadan 6nce 24 go6zlu kaltir kabinda bulunan
hucrelerin Uzerlerindeki kitosan doku iskeleleri alinmig, bulanikhda neden olan
hicre ortamlari gézlerden uzaklastiriimig ve hdcrelerin Uzerlerine PBS eklenerek

fotograf ¢cekimi yapilmistir.

3.6.4. HUVEC’lerin karakterizasyon ¢aligmalari

Human Umbilical Vein Endothelial Cell'ler (HUVEC), %10 fetal sigir serumu ve %1
antibiyotik iceren RPMI-1640 hicre ortami kullanilarak, hicre kultur kaplarinda
cogaltimis ve 37°C’deki %5 CO, iceren etlivde kilture edilmigtir. Tek tabaka
halinde elde edilen hicreler yuzeyden % 0.005 tripsin/10 mM EDTA ile kaldiriimig,
santrifijlenip hicre ekimi icin tekrar sispanse edilmistir. Tium ornekler igin, ortam,
her Ug¢ glinde bir veya pH’in diismesine bagli olarak gerekli goraldigu takdirde yari

yariya taze besi ortamiyla degistirilmistir.

3.6.4.1. MTT analizi

MTT calismalari icin, 24 goézli kiltiir kaplarinin her bir géziine 1 mL, 4x10*
hicre/mL konsantrasyonunda hticre ekimi yapimistir. 1 haftalik kultirasyon
boyunca hergin Bolum 3.6.1.1°’de ayrintih bir bicimde anlatilan MTT yontemi

kullanilarak hicrelerin mitokondriyal aktiviteleri takip edilmistir.

3.6.4.2. Hiicre sayimi

Hucre sayim testleri 6 gozIu polistiren kultur kaplarinda gergeklestiriimistir. Bu
calisma icin, 6 gozli kiltir kabinin her bir géziine 4x10* hiicre/mL
konsantrasyonunda hucre ekimi yapilmigtir. 1 haftalik kiltirasyon boyunca hergun

Bolum 3.6.1.2°de yer alan yontem kullanilarak hucre sayimi gergeklestirilmigtir.

3.6.4.3. Floresan mikroskobu ile analiz

Petri kaplarindaki (3.5 cm ¢apli) hicre iskeleti organizasyonu, kultiran 2., 4. ve 6.
gunlerinde Bolum 3.6.1.3.'te ayrintili bir bicimde anlatilan yontem kullanilarak
degerlendirilmigtir.
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3.6.4.4. Kristal viyole ile boyama
Hucrelerin ¢ekirdek ve stoplazmasina dair bilgiler elde etmek amaciyla kultarin 1.,
3. ve 5. gunlerinde, hiucreler Bolim 3.6.1.4’te yer alan yontem kullanilarak invert

mikroskop (Olympus, ABD) altinda incelenmisgtir.

3.6.5. HUVEC’lerin ekilecegi kitosan doku iskelesine, yuklenecek
Bevacizumab miktarinin ve yukleme seklinin belirlenmesi

3.6.5.1. MTT analizi

7 gunlik kultar suresince Bevacizumab’in serbest halde ortama verildigi ya da
doku iskelesine enjekte edildigi gozlerdeki hicrelerin GUreme testleri, 1., 3., 5., ve 7.
glnlerde Bolim 3.6.1.1°de ayrnintili olarak anlatilan yontem kullanilarak
gerceklestiriimistir. Bevacizumab icermeyen kitosan doku iskeleleri bulunan gozler

kontrol olarak kullaniimig ve MTT bu 6rneklere de uygulanmigtir.

3.6.5.2. Kristal viyole ile boyama
Hucreler ¢ekirdek ve sitoplazmalarina dair bilgi elde etmek amaciyla kalttrin 1., 3.
ve 5. gunlerinde, Bolim 3.6.1.4’te anlatilan yontem uygulandiktan sonra invert

mikroskop altinda incelenmistir.

3.6.6. Cift etkili kitosan doku iskelelerine ekilen HUVEC’lerle yapilan
caligsmalar

Hazirlanan cift etkili (hem 5-FU, hem de Bevacizumab igeren) sistemin HUVEC'ler
uzerindeki etkisinin gozlenebilmesi igin 24 gozlu Petri kaplarinin her bir gozune
ekilen 4 x 10* hiicre/mL hiicre, dolayli olarak; partikiil ve Bevacizumab iceren ve
icermeyen doku iskeleleriyle etkilestirilmistir.

3.6.6.1. MTT analizi

10 gunluk kualtdr suresince Bevacizumab'in serbest halde ortama verildigi ya da
doku iskelesine enjekte edildigi gdzlerdeki hucrelerin Greme testleri 1., 3., 5., 7. ve
10. gunlerde, Bolum 3.6.1.1°de ayrintih olarak anlatilan ydntem kullanilarak
gerceklestiriimistir. Bevacizumab icermeyen kitosan doku iskeleleri bulunan gézler
ile dogrudan Petri yuzeyine ekilen hucreler kontrol olarak kullaniimig ve MTT bu
orneklere de uygulanmigtir.
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3.6.6.2. Kristal viyole ile boyama
Kaltaran 1., 3. ve 5. gunlerinde 5 cm’lik Petri kaplarindaki hucrelerin hucre igi

organizasyonlari Bolim 3.6.1.4’te yer alan yontem kullanilarak incelenmisgtir.

3.7. istatistiksel Analiz

Tum deneysel veriler, U¢ paralel seklinde yuratulen Gg¢ benzer deneyin gosterimi
olarak * standart sapma olarak ifade edimistir. istatistiksel analiz, SPSS 11.5
versiyon yaziliminda, kullanilan sistemleri ikili gruplar halinde birbirleriyle
kiyaslamak icin eslestiriimis iki grup t-testi ve tek-yonla varyans analizi (ANOVA)
ile coklu karsilastirma icin Tukey’s post hoc testinin birlikte kullaniimasiyla

gerceklestiriimistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMALAR

Calismanin  bu boéluminde, tez kapsaminda gergeklestirilen deneysel
calismalardan elde edilen sonuglar sunulmus ve elde edilen bulgular Uzerinde
tartigmalar  yapilmistir.  Oncelikle, PLGA nanopartikiillerin  secimi  ve
hazirlanmasina yer verilmig, ardindan 5-FU yUkli PLGA nanopartikullerin ve
PLGA nanaopartikil ydkli doku iskelelerinin karakterizasyon c¢alismalarinin
sonuclari tartisiimistir. ilerleyen boéliimlerde PLGA nanopartikiillerden ve doku
iskelelerinden 5-FU salim kinetigi agiklanmigtir. Ardindan c¢alismada kullanilan
HUVEC ve T98G hucreleri ile yapilan karakterizasyon calismalarinin sonuglari
sunulmustur. En son kisimda ise bu hucrelerin Bevacizumab ve/veya 5-FU iceren
ve icermeyen doku iskeleleriyle farkli sekillerde etkilestiriimeleri sonucu elde edilen

bulgulara yer verilmigtir.

4.1. PLGA Nanopartikullerin Hazirlanmasi

Nanopartikiil Uretiminde hammadde olarak Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi’nce
(FDA) onaylanmis bir sentetik polimer olan PLGA kullaniimistir. PLGA, oldukga
yavas bir bicimde bozunarak vicutta seker metabolizmasinin bir ara GrinU olan
laktik asite donustigu icin normal hicre fonksiyonlarini etkilememektedir (Panyam
and Labhasetwar, 2003). PLGA, farkli son (Urlnlerin sentezlenmesinde
kullanilabilen, uygulamalarda esneklik saglayabilen, farkli polimerlerle kompozit
olusturabilen, graft kopolimer olarak kullanilabilen ve birbiri ile baglantil
gOzenekler olusturabilen bir kopolimerdir. En ¢ok kullanilan bilesimi olan 50:50
(PLA/PGA) PLGA kopolimeri, 50-60 gun icerisinde bozunmaktadir. PLGA
kopolimerinin diger kombinasyonlari ise (65:35, 75:25 ve 85:15) (PLA/PGA) daha
uzun bozunma surelerine sahiptirler (Mundargi et al., 2008). Sunulan tez
¢alismasinda sahip olduklari 6zellikler nedeniyle 3 farkli bilesimdeki (65:35, 75:25
ve 85:15) PLGA kopolimerleri kullaniimigtir.

Emulsiyon-¢ozucu buharlastirma teknigi nanopartikul tretiminde siklikla kullanilan
bir yontemdir. Bu ydntemde, polimer bir organik ¢oézucu igerisinde ¢ozuldikten
veya dagitildiktan sonra elde edilen ¢ozelti baska bir yerde hazirlanan sulu ¢ozelti
ile kanigtirithr (Soppimath et al.,, 2001; Perez et al., 2002). Ortamda bulunan
organik ¢ozelti buharlastiktan sonra partikuller bulunduklari ¢ozeltiden alinabilir.

Karistirma hizi, partikll buyUkliglini kontrol etmek igin kullanilan en énemli
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parametredir. SOz konusu yontem hem kolay olmasi, hem farkli birgok maddeye
uygulanabilir olmasi, hem de yuksek verimli sonuglar elde edilebilmesi nedeniyle
siklikla tercih edilmektedir (Silva et al., 2007). Bu nedenler g6z 6nune alinarak
yapilan c¢alismada da emdllsiyon-¢ozicli buharlastirma teknigi ile PLGA

nanopartikul Uretimi gerceklestiriimistir.

Yuksek hizli homojenizator, sahip oldugu uca bagh olarak dakikada ¢ok yuksek
donuslere (rpm) kadar ¢ikabilen ve bu nedenle de nanopartikll Uretiminde tercih
edilen bir ekipmandir. Zheng ve arkadaslari SiO, nanopartikul Uretirken ylksek
hizli  homojenizator kullanmanin goreceli olarak daha kuguk boy ve boy
dagihiminda partikial olusumunu sagladigini belirtmiglerdir (Zheng et al., 2003).
Literatirde homojenizatér hizinin nanopartikil boyutunu dogrudan etkiledigi
belirtiimistir. Homojenizatorin hizi arttirildikga birim zamanda daha ¢ok kayma
gerilimine maruz kalan partikillerin boyutlari kugulmekte, dolayisiyla oldukca
kiguk boyda nanopartiktller elde edilebilmektedir (Lee et al., 2004). Bu veriler
Isiginda, tez c¢alismasinda yuksek hizli homojenizator kullaniimis ve 15,000

rom’de 5 dak. karigtirma yapilarak nanometre boyutunda partikuller Gretilmigstir.

Nanopartikul Uretiminde homojen partikil boyutu eldesi igin genellikle poli (vinil
alkol) (PVA) gibi stabilizatorler kullaniimaktadir ancak kullanilan stabilizatérlerin
olusan partikil ylUzeyinden uzaklastirlmasi oldukga zordur. YUzeyden
uzaklastirlamayan stabilizatortn, biyolojik sistemlerde toksik etkiye neden olmasi
ve polimerin bozunma rejimini etkilemesi nedeniyle stabilizator veya ylzey aktif
madde kullaniimaksizin nanopartikil Gretimi tercih edilmektedir (Mundargi et al.,
2008).

Didodesildimetilamonyumbromar (DMAB), katyonik ddérdincul amonyum ylzey
aktif maddeleri sinifina ait ¢ift zincirli bir yapidir. PLGA nanopartikal Gretilen bir
calismada DMAB ve PVA'nin partikul buydaklugune etkisine bakilmig ve DMAB’nin
bulundugu c¢ozeltilerdeki nanopartiklllerin daha klguk boyuta sahip oldugu
g6zlenmistir. Ayrica  DMAB konsantrasyonunun tek basina enkapsulasyon
verimine ve partikal buyukligune anlaml bir etkisinin olmadig! tespit edilmigtir.
Stabilizator konsantrasyonunundan c¢ok tipinin, partikil buyUukligu ve Zeta

potansiyeline etki ettigi sonucuna varilmistir (Hariharan et al., 2006).
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Sunulan tez galigmasi beyin timorlerinin tedavisine yonelik oldugu icin PLGA
nanopartikullerce enkapsule edilip tumaorlt doku bolgesine yerlestiriimek amaciyla
hidrofilik ve antimetabolik bir terapdtik olan 5-Florourasil (5-FU) tercih edilmistir.
Cunku 5-FU, kan-beyin engelinden kolaylikla ve ylksek bir oranda gecemeyen ve
antikanser aktivitesi yonlendirilmig uygulamalarla arttirilabilen, ayni zamanda da

guclu radyoaktif duyarliigi olan bir ilagtir (Menei et al., 1999).

Calismada kullanilan  5-FU'nun  enkapsulasyon islemi  nanopartikillerin
hazirlanmasi sirasinda yapilmistir.  llgili literatlir  incelendiginde, PLGA
nanopartikullerle peptid veya protein enkapsulasyonu igin genellikle G¢g ana metod
uygulandidi gérulmektedir: su-yagd-su (w/o/w) emdulsiyon teknigi, faz ayirma teknigi
ve sprey kurutma teknigi (Freitas et al., 2005). Ayrica peptid veya proteinlerin
PLGA igeren bir organik c¢oOzeltide veya su-yag (w/o) fazli sulu emdulsiyon
¢Ozeltisinde yer aldigi proseslerde yuksek hizli homojenizator veya ultrasound
kullanilarak enkapsulasyon gerceklestiriimektedir. Nanopartikullere ilag yuklemek
icin ise ilaglar ya onceden hazirlanmig nanopartikullerin bulunduklari ¢ozeltilere ya
da polimerizasyon esnasinda dogrudan reaksiyon g¢ozeltisine eklenir. iki metod da
naopartikullere ilaglarin farkli bicimlerde yiklenmesi ile sonlanir. Bunlar: 1) polimer
icinde kati halde ilag (Yalabik-Kas et al., 1986; Kreuter, 1983), 2) kati kolloid
nanopartikillerin icinde disperse olmus ila¢ (Harmia et al., 1986), 3) partikil
yuzeyine adsorbe olmus ila¢ (Berg et al., 1986), 4) polimere kimyasal baglh ilag
(Kopf et al., 1977), 5) hicbir bagin ya da birlesmenin olmadigi durumlar (Ringe et
al., 2004) seklinde siralanabilir.

Literattrde, farkh PLA/PGA (85:15, 65:35 ve 50:50) bilesimlerine sahip PLGA
kopolimerlerinden emulsiyon-¢dzicu-buharlastirma yontemiyle hazirlanan bos ve
5-FU iceren nanopartikillerin Uretiminde kullanilan DMAB’nin, partikullerin boy
dagihimlarini dar bir aralikta tuttugu, yuksek hizli homojenizatorin ise partikdl
boyutlarinin kiigik olmasini sagladigi belirtiimistir (Mittal ve ark., 2007).

Yapilan karakterizasyon c¢alismalarinda dretilen partikillerin, hem kimyasal hem

de fiziksel yapilarinin literatirde yer alan sonuglarla uyumlu oldugu saptanmistir.
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4.2. PLGA Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.2.1. Boy ve boy dagilimi

Yukarida agiklanan kosullarda Uretilen bos ve 5-FU yukli PLGA nanopartikullerin
boy ve boy dagilimlari sirasiyla Cizelge 4.1 ve 4.2’de verilmigtir. Cizelgelerdeki
verilerden anlagilacagi Uzere, Uretilen nanopartikillerin boyutlarinin  kullanilan
PLGA kopolimerinin bilegsimine bagli olarak buyuk farklliklar gostermedigi, ancak
50:50 PLA/PGA oranina sahip PLGA kopolimerinden Uretilen nanopartikillerin
¢oklu dagihm endekslerinin (PDI) daha disik oldugu goézlenmigtir (PDI'nin
korelasyonu 0’a gore yapilmistir. Bu de@erin sifira yakin olmasi partikullerin es boy
dagihmini gostermektedir). Bu sonuglar 50:50 PLA/PGA oranina sahip PLGA
kopolimerinden uretilen partikullerin boyutlarinin oldukg¢a dar bir aralikta degistigini
ifade etmektedir. Ayrica Cizelge 4.1 ve 4.2 karsilastinldiginda ilag yuklenen
partiktllerde go6zlenen boyut artisinin ihmal edilebilecek seviyede oldugu
gorulmektedir. Bu durum literaturdeki verilerle de uyum icerisindedir (Mittal et al.,
2007).

Cizelge 4.1. Farkh bilesimlerdeki PLGA kopolimerlerinden dretilen bos (5-FU

icermeyen) nanopartikullerin boy ve boy dagihm degerleri.

PLA/PGA Ortalama capi (nm) Coklu dagilim endeksleri (PDI)
50:50 196.5 0.0155
65:35 201.8 0.1655
85:15 238.9 0.0915

Cizelge 4.2. Farkli bilesimlerdeki PLGA kopolimerlerinden Uretilen 5-FU igeren
nanopartikullerin boy ve boy dagilim degerleri.

PLA/PGA Partikul Baydkliga (nm) | Coklu Dagihm Endeksleri (PDI)
50:50 211.7 0.0775
65:35 214.5 0.1445
85:15 240.2 0.0875
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4.2.2. FTIR analizi

Nanopartikullerin hazirlanma agsamasinda kullanilan DMAB stabilizatorinin tretim
sonrasi partikullerden uzaklagtirihp uzaklastirimadigini  belirlemek i¢in  50:50
bilesimindeki PLGA kopolimerinin, bu kopolimerlerle hazirlanmis 5-FU iceren
PLGA nanopartikullerin, bos PLGA nanopartikillerin ve saf DMAB’nin Bolum
3.3.2de anlatilan yontemle FTIR analizi yapilmistir. Sekil 4.1’de yer alan
spektrumlarda DMAB'’ye ait alifatik C-H piklerinin (2940-2835 cm™) dretilen
partikullere ait spektrumlarda yer almadigi gozlenmis ve boylece Uuretim
sonrasinda gergeklestirilen yikama ile DMAB’nin partikillerden tamamen

uzaklastirildigi kalitatif olarak kanitlanmistir (Testereci et al., 2004).
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Sekil 4.1. Nanopartikul Uretiminde kullanilan malzemelere ve nanopartikillere ait
FTIR spektrumlari. 50:50 PLGA polimeri (a), 50:50 PLGA nanopartikul (b), 5-FU
iceren 50:50 PLGA nanopartikul (c), DMAB (d).

4.2.3. SEM analizi
Nanopartikullerin buyukltkleri, yogunluklari ve ytzey morfolojileri SEM fotograflari
ile incelenmistir. Sekil 4.2’de yer alan SEM goruntuleri partikll boyutu agisindan

incelendiginde, Cizelge 4.1 ve 4.2’deki sonugclari destekler niteliktedir. Elde edilen
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goruntuler, uretilen nanopartikullerin kuresel bir morfolojiye sahip olduklarini ve
yuzeylerinde herhangibir purtzan yer almadigini gostermektedir.

Sekil 4.2.a ile 4.2.b kargilastirildiginda ise PLGA nanopartikillerin, SEM analizi

oncesi vakumla altin kaplama prosesi sirasinda aglomere olduklari gérulmektedir.

Sekil 4.2. 50:50 PLGA nanopartikillerin SEM fotograflari (X40,000). (a) 5-FU
icermeyen PLGA nanopartikuller; (b) 5-FU iceren PLGA nanopartikuller.

4.2.4. AFM analizi

Partikul yUzeyinin atomik boyutta bir igne ucuyla taranarak goruntulerin elde
edildigi atomik kuvvet mikroskobu (AFM) fotograflarinda ise (Sekil 4.3 ve Sekil
4.4), partikullerin kiresel formda oldugu tespit edilmis hatta bu kureselligin Gguncu
boyutta neden oldugu yukseklik farkindan dolayi 6zellikle 5-FU igeren partikullerde
ignenin yer yer yan yuzeye temas edemedigi gozlenmigtir. Bu nedenle 5-FU igeren
PLGA nanopartikillerin iki boyutlu (2D) AFM géruntulerinde partikullerin saginda
dagilan 1sik, partiktl seklinin kiresel formdan uzaklastigi izlenimini yaratmistir
(Sekil 4.3b). Ancak partikullere ait G¢ boyutlu (3D) AFM goruntileri, partikillerin
kiresel formda oldugu bilgisini dogrulamis ve Image Plus programi ile yapilan
Olcimlerde bos partikillerin blyukliklerinin ~180 nm; 5-FU igeren partikillerin
blayuklUklerinin ise ~240 nm oldugu hesaplanmistir (Sekil 4.4).

65



200.0 nm D] S 500.0 nm

1: Height : 1: Height

Sekil 4.3. PLGA nanopartikillerin 2D AFM goéruntuleri. (a) 5-FU icermeyen PLGA
nanopartikuller; (b) 5-FU iceren PLGA nanopartikiller.
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Sekil 4.4. PLGA nanopartikullerin 3D AFM gdéruntdleri. (a) 5-FU icermeyen PLGA
nanopartikiller; (b) 5-FU iceren PLGA nanopartikiller.

4.2.5. 5-FU enkapsiilasyon veriminin hesaplanmasi

Tez c¢alismasinda kullanilan ve bir antikanser ajan olan 5-FUnun PLGA
nanopartikillere enkapsulasyonu 2 farkl ydntemle incelenmistir. Bolim 3.4.1’de
ayrintih bir bicimde anlatilan yontemlerden ilkinde; partikullere yuklenen 5-FU
miktari, islemin baginda partikul Gretim ortamina konan ve partikil sentezi sonrasi

hala Uretim ortaminda kalan 5-FU miktarindan yola c¢ikilarak hesaplanmistir.
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Calisma sirasinda PLGA nanopartikullere %10 ve %20 (w/w), (ilag/polimer) olmak

uzere iki farkli konsantrasyonda ila¢ yuklemesi yapilmisgtir.

Esitlik 3.1 kullanilarak yapilan hesaplamalara gore polimerin %10’u kadar ila¢
bulunan ¢ozeltide, PLGA nanopartikillere ortamda bulunan 5-FU'nun %55.62’si
yuklenebilmis, polimerin %20 si kadar ilag bulunan ¢ozeltide ise PLGA
nanopartikillere ortamda bulunan 5-FUnun %65.28’i yuklenebilmigtir. Bu
sonuclardan da anlasilacagi Uzere, ortamda bulunan ilacin miktari ile partikullerce
enkapsule edilen ilag miktari arasinda bir dogru orantidan bahsedilememektedir.
Ayni zamanda ortamda bulunan ila¢ miktari ile ortama salinan ilag miktari
arasinda da dogrusal bir iliski olmadigi Bélim 4.5'te yer alan sonuglardan
anlasiimaktadir. Bu nedenle c¢alismanin ilerleyen asamalarinda PLGA
nanopartikullere yuklenen ilag miktarinin polimerin %10’u (agirhkga) kadar

olmasina karar verilmigtir.

Enkapsilasyon verimi hesaplamasinda kullanilan ikinci yéntem ise,
nanopartikullerin uygun ¢odzlcu igerisinde ¢ozulerek kapsule olan ilacin g¢ozelti
ortamina salinmasi ve bu ortamdaki ilag konsantrasyonunun HPLC cihazinda

Olculmesi esasina dayanmaktadir.

Nanopartikullerin kullanildigi sistemlerde daha hassas ve saglikli sayisal veriler
elde edebilmek icin HPLC analizine bagvurulmaktadir. Yapilan tez ¢alismasinda
Bolim 3.4.1'de ifade edilen yontem kullanilarak, Uretilen PLGA nanopartikillerce
ortamda bulunan 5-FU’'nun ne kadarinin enkapstle edildigi hesaplanmistir. Sekil
4.5’te yer alan HPLC kromatogrami incelendiginde 4.61inci dakikada C18
kolonundan 0.06 pg/mL 5-FU ciktigi gortilmektedir. ilacin %100’nin enkapsiile
edildigi varsayildiginda kolona beslenen 20 ul’lik ¢dzelti igerisinde 112 ug 5-FU
olmasi gerekmektedir. Ancak elde edilen 0.06 pg/mL’lik sonug¢ bize ilacin
%53.48'nin  partikullerce  enkapsule  edilebildigini  gostermektedir. UV
spektrofotometre kullanilarak yapilan olgimlerde de ilacin %55.62’sinin PLGA
nanopartikiller tarafindan enkapsile edilebildigi hesaplanmistir. Farkli ydntemler

kullanilarak elde edilen sonuglar arasindaki %2.14’luk fark, deneysel hata olarak
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kabul edilebilir. Dolayisiyla her iki ydontemle de elde edilen enkapsulasyon verimleri

uyum igerisindedir.
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Sekil 4.5. PLGA nanopartikullere yuklenen 5-FU’ya ait HPLC kromatogrami.

4.3. Gozenekli Kitosan Doku iskelelerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Gozenekli doku iskeleleri >85% deasetilasyon derecesindeki (DD) kitosandan,

“‘dondurarak-kurutma” yontemiyle hazirlanmistir. Bu yontemde, jellestikten sonra,

donan kitosan ¢ozeltilerinde olusan buz kristalleri liyofilize edilmektedir. Bu sayede

g6zenekli ve i¢sel badlantilari olan bir yapi elde edilmistir (Sekil 4.6). Donmus

cOzeltilerden elde edilen iskeleler herhangi bir c¢apraz baglayiciya maruz

birakilmadigi igin Uretilen iskelelerin, biyobozunurluk ve biyouyumluluklari dnemli

derecede artmistir.
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Sekil 4.6. Kitosan doku iskelesi SEM goruntusu (250X).

Karakterizasyon calismalari daha énce grubumuz tarafindan yapilan kitosan doku
iskelelerinin, i¢sel baglantilar iceren ve ~100 ym gobzenek buyukligune sahip
yapilar olduklari belirlenmistir (T1gli ve ark., 2007). Tez ¢alismasi sirasinda kitosan
doku iskelelerinin gbzenekliligi Bolim 3.5.2°de yer alan metot kullanilarak
belirlenmis ve iskelelerin %88 gdzeneklilige sahip olduklari sonucuna ulagiimistir.
Bu ylUksek gb6zeneklilik orani ve birbiri ile baglantii gézenek olusumu doku
muhendisligi ¢alismalari igin istenen o6zelliklerdir. CUnku bdylelikle hucrelerin
yayllmasi, besin maddelerinin taginimi ve vaskuler dokularin iskelenin icerisine
dogru go¢ etmesi saglanmaktadir (Freyman et al., 2001; Arpornmaeklong et al.,
2007). Ayni zamanda ilag iceren nanopartikillerin doku iskelelerine yuklendigi
durumlarda da; Uretim sirasinda gozeneklere yerlesen partikillerden salinan ilacin
travma bolgesine ulasabilmesi igin gozeneklerin birbiri ile baglantili olmasi

gerekmektedir.

Konuya gbdzenek boyutu acisindan bakildiginda, gézeneklerin ¢ok kuglk olmasi
durumunda gbzenekler hicreler tarafindan tikanacak; bu da hicre
penetrasyonunu, ECM olusumunu ve doku iskelesinin i¢ kisimlarinin vaskulerize

olmasini engelleyecektir (Salgado et al., 2004).
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4.4. PLGA Nanopartikiillerin Kitosan Doku iskelesine Yiiklenmesi ve
Karakterizasyonu

Uretilen PLGA nanopartikillerin kitosan doku iskelelerine en uygun ylklenme
metodunun ve oraninin (PLGA/kitosan) belirlenebilmesi icin c¢esitli denemeler
yapllmig ve bu denemelerden elde edilen sonuglara gore hucre kultlra
calismalarinda kullanilacak olan 5-FU igeren PLGA nanopartikal yUklu kitosan
doku iskeleleri Uretilmigtir. Uretim esnasinda 5-FUnun etki edecegi tumor
dokusunun mm?si icin 1.5 pg 5-FU gerektigi bilgisi g6z 6niinde bulundurularak,
doku iskelelerine yuklenecek nanopartikillerin, yeteri kadar 5-FU tasima
kapasitesi olmasina dikkat edilmigtir (Menei et al., 1999). Sulu ¢ozelti igerisinde
bulunan PLGA nanopartikiller sirasiyla, doku iskelesinin tretimi 6ncesinde kitosan
cOzeltisine partikll ¢cozeltisi karistirilarak es zamanli Gretim-ylkleme seklinde veya
hazirlanmis doku iskelelerine partikil ¢ozeltisi enjekte edilmek suretiyle kitosan

doku iskelelerine yuklenmeye calisiimistir.

4.4.1 FTIR analizi

Nanopartikul iceren doku iskeleleri hazirlandiktan sonra PLGA nanopartikullerin
kitosan doku iskelelerine yerlesip yerlesmedigini belirleyebilmek amaciyla FTIR
spektrofotometresi ile Bolim 3.5.3.1’de aciklanan yontem kullanilarak kalitatif
olarak inceleme yapilmistir. Bos kitosan doku iskelesi ve PLGA nanopartikil
iceren kitosan doku iskelesine ait spektrumlar Sekil 4.7'de gorulmektedir. Sunulan
FTIR spektrumlari incelendiginde bos kitosan doku iskelesine ait spektrumda (a)
g6zlenmeyen 50:50 PLGA’ya ait karateristik C=0 gerinim piki, PLGA nanopartikil
iceren kitosan doku iskelesine ait spektrumda (b) gozlenmistir (Catiker et al.,
2000). Boylece Uretim esnasinda PLGA nanopartikullerin kitosan doku iskelelerine
yerlestirilebildigi ve dondurarak kurutma ve stabilizasyon iglemleri esnasinda da

doku iskelesinden uzaklagsmadiklari kanitlanmigtir.
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Sekil 4.7. Nanopartikil iceren ve icermeyen kitosan doku iskelelerine ait FTIR
spektrumlari. Bos kitosan doku iskelesi (a), 50:50 PLGA nanopartikul igeren

kitosan doku iskelesi (b).

4.4.2. Floresan izotiyosiyanat (FITC) ile isaretleme

Kitosan doku iskelelerine yuklenen PLGA nanopartikillerin, doku iskelelerinde
nasil yerlestigini anlayabilmek icin partiktller, terminal gruplarindan floresan bir
boya olan FITC ile isaretlenmis ve floresan mikroskopta goérintilenmistir (Kim ve
ark., 2005). Elde edilen goérunttler aracihigiyla 9 mm ¢ap ve 2 mm kalinhda sahip
bir doku iskelesine ne kadar partikil yuklenmesi gerektigine karar verilmis ve

partikullerin iskele igerisinde nasil bir dagilim gosterdikleri tespit edilmigtir.

Zhang ve arkadaslarinin (2008) makalesinde yer alan 30:70 nanopartikul/kitosan
(w/w) orani dikkate alinarak doku iskelelerine, Uretim esnasinda, sulu ortamdaki
FITC isaretli partiktller 25:75 ve 35:65 (PLGA nanopartikil/kitosan) oraninda
karistinimis ve Bolum 3.5.1'de yer alan metot kullanilarak doku iskelesi Uretimi

gerceklestirilmigstir.

Sekil 4.8'de goruldugu gibi 25:75 PLGA nanopartikil/kitosan bilesimindeki doku
iskelelerinde partiklller homojen bir sekilde iskeleye yayllmamis, ayni zamanda
20X’lik buyutmede cekilen fotografa gore, iskeleye yuklenen partikil miktarinin

doku iskelesi igin yetersiz oldugu sonucuna variimistir.
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Sekil 4.8. 25:75 PLGA/kitosan oranindaki FITC isaretli partikillerin, doku
iskelelerinde farkli buyutmelerdeki floresan mikroskop goéruntileri a)20X; b)40X

(Parlak kisimlar partikilleri gostermektedir.).

Sekil 4.9'a gore 35:65 PLGA nanopartikil/kitosan bilesimindeki doku iskelelerinde,
partikullerin nispeten homojen bir sekilde iskeleye yayildigi gdzlenmis ve iskelenin

icerisinde yeterli sayida partikll oldugu tespit edilmigtir.

H 5

Sekil 4.9. 35:65 PLGA/kitosan oranindaki FITC isaretli partikillerin, doku
iskelelerinde farkli buyutmelerdeki floresan mikroskop goéruntileri a)4X; b)10X;
C)20X.

Bir baska denemede Bolum 3.5.1’de anlatilan sekilde Uretilen doku iskelelerinden
9 mm c¢apinda ve 2 mm kalinliginda alinan kesitlere, sulu ortamda bulunan FITC
isaretli partikuller enjekte edilmek suretiyle yuklenmeye caligiimistir. Belirtilen
blayuklUklerdeki doku iskelelerinin en fazla 2 mL sivi emebildigi tespit edilmis ve bu
sivi miktarinin icerdigi partikil miktarindan yola g¢ikarak bu denemedeki PLGA

nanopartikil/kitosan oraninin  17:83 oldugu hesaplanmistir. Sekil 4.10’daki
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fotograflardan da anlagilacagi gibi, bu partikil miktarinin doku iskelesi i¢in yetersiz

oldugu ve bu yukleme yonteminin de verimsiz oldugu sonucuna ulagiimistir.

Sekil 4.10. 17:83 PLGA/kitosan oranindaki FITC igsaretli partiktllerin doku

iskelelerinde farkh buyttmelerdeki floresan mikroskop goérunttleri a)4X; b)10X.

4.4.3. SEM ile analiz

Kitosan doku iskelelerine yliklenen PLGA nanopartikillerin, iskele igerisinde nasil
bir dagihm gosterdiklerini tespit edebilmenin bir diger yolu da SEM analizidir. Sekil
4.11°de yer alan SEM fotograflarindan >%85 DD’ne sahip kitosan iskelelerindeki
PLGA nanopartikullerin, iskele icerisinde homojen bir bigcimde dagildigi,
partiktllerin kitosan jel icerisinde karigirken ve dondurarak kurutma iglemi
esnasinda bozulmadigi tespit edilmis ancak bir miktar aglomere olduklari

gOzlenmisgtir.

Sekil 4.11. PLGA (50:50) nanopartikul yukli kitosan iskelelerin farkh blyitmelerde
cekilmis kesit SEM goruntileri (a)500X, b)1500X).
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4.5. PLGA Nanopartikiillerden ilag Salimi

Seluloz membran igerisine yerlestirilen farkli PLA/PGA bilesimlerine sahip PLGA
kopolimerlerinden  Uretilmis  nanopartikillerden salinan  5-FU  miktarinin
hesaplanabilmesi i¢in, membranlarin yerlestirildigi rezarvuarlardan belirli araliklarla
ornekler alinmig, rezarvuarlardan eksilen hacim kadar ortama taze PBS eklenmis
ve alinan orneklerin 266 nm’de UV spektrofotometrede absorbans degerleri
okunmustur. Sekil 4.12'de yer alan grafikte 85:15 ve 50:50 PLA/PGA bilesime
sahip PLGA kopolimerlerinden Uretilen nanopartikillerden gerceklesen salimin,
65:35 PLA/PGA bilesime sahip PLGA kopolimerlerinden uretilen nanopartikillere

gOre daha uzun sureli ve surekli artan bir profile sahip olduklari gériimektedir.

salinan miktar (ug/mg partikiil)
80 -~

70 -
60 -

50 - —0=PLGA (50:50)

—#—PLGA (65:35)

40 -
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A’._..—-l—'.'_'.

30

20
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Sekil 4.12. %10 oraninda ila¢ yukli nanopartikillerden 5-FU’'nun kamdalatif salim

degerleri.

PLA/PGA bilesimlerinin ilag salimina etkisi incelendikten sonra, partikillere
yuklenen ilag miktarinin salim profilini nasil etkileyecegini belirlemek igin; 50:50 ve
85:15 (PLA/PGA) PLGA nanopartikillere hem polimer miktarinin %10’'u hem de
%20’si (w/w) kadar 5-FU yuklenmis ve ilag salimi 80 gun boyunca takip edilmistir.
Sekil 4.13'Un, Sekil 4.14 ile kargilastiriimasi sonucu ortaya ¢ikan tabloya gore;

partiklllere ortalama polimer miktarinin %20’si kadar 5-FU yuklemenin kimdulatif
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salim miktarini kayda deger bir oranda arttirmadigi hatta 85:15 PLA/PGA oranina
sahip PLGA nanopartikullerde bu orani azalttigi tespit edilmigtir.

salinan miktar (ug/mg partikl)
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Sekil 4.13. %10 oraninda ilag yUkli 85:15 ve 50:50 PLA/PGA oranindaki PLGA
nanopartikillerden 5-FU’nun kiimulatif salim degerleri.

salinan miktar (ug/mg partikdl)
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Sekil 4.14. %20 oraninda ilag yuklu 85:15 ve 50:50 PLA/PGA oranindaki PLGA
nanopartikillerden 5-FU’nun kimulatif salim degerleri.
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Elde edilen salim grafiklerinde sistem kurulduktan sonraki ilk 24 saat i¢cinde 50:50
bilesimindeki PLGA nanopartiklllerce enkapsule edilen 5-FU'nun %44,71’inin;
85:15 bilesimdeki PLGA nanopartiklllerce enkapstle edilen 5-FU’nun ise
%42,92’sinin ortama salindigi goérulmektedir. Roullin ve arkadaslarinin (2002)
yaptiklari ¢alismada PLGA mikrokurelerden 5-FU saliminin ilk 24 saatte %22
civarinda oldugu tespit edilmigtir. Yapilan kiyaslamalar sonucu g¢alismada elde
edilen degerlerin literatirde yer alan degerlere oranla daha yuksek oldugu
g6rulmus ve kullanilan PLGA nanopartiktllerin ylksek bir patlama etkisine (burst
effect) sahip olduklar sonucuna varilmistir. Ayni zamanda 8. glnden itibaren
dogrusal bir salim profili sergilemeye baslayan PLGA nanopartikillerin 80 gun
boyunca bu profili devam ettirmesi hazirlanan salim sisteminin kararlihgini ifade

etmektedir.

4.6. PLGA Nanopartikiil Yiiklii Doku iskelelerinden ilag Salimi

50:50 PLA/PGA bilesimindeki PLGA nanopartikillere yiklenen %10 (w/w)
oranindaki 5-FU’nun, partikuller kitosan doku iskelelerine yerlestirildikten sonra
nasil bir salim profiline sahip oldugunu belirlemek amaciyla da salim galismalari
yapilmistir. Bunun igin partikul iceren doku iskelelerinden 9 mm ¢apinda ve 2 mm
kalinliginda kesilen ornekler seluloz membranlara, seliloz membranlar da 5 mL
rezarvuar hacmi olan salim ortamlarina yerlestiriimistir. Bolum 3.4.3’te anlatilan

yontemle alinan salim dlgimlerinin sonuglari Sekil 4.15’te gosterilmigtir.

Nanopartikillerin kitosan doku iskelelerine yuklenmesiyle hem ilacin difizyon
mesafesinde bir artis meydana gelmis hem de doku iskelesinin gézenekleri, ilacin
partikilden c¢ikip ortama salimi sirasinda bariyer vazifesi géormustir. Bu nedenle
kitosan doku iskelelerine yuklenen PLGA nanopartikillerden gerceklesen 5-FU
saliminin, dogrudan partiktllerden gergceklesen salima oranla daha yavas ve
disuk seviyede olmasi beklenen bir durumdur. Sekil 4.13 ve 4.15’te yer alan salim
grafikleri incelendiginde 21 gunin sonunda %10 5-FU (w/w) yukli PLGA (50:50)
nanopartikillerden 46.04 pg 5-FU salinirken, nanopartiktl yudkla kitosan doku
iskelelerinden 18.33 pg 5-FU salindidi tespit edilmistir. /in-vitro ¢alismalarda doku
iskeleleri kullanildigi igin, hucrelerle etkilesime gecgen ilag miktari hesaplanirken

Sekil 4.15’teki salim degerleri géz 6nunde bulundurulmustur.
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Sekil 4.15. %10 5-FU iceren 50:50 PLGA nanopartiklller kitosan doku iskelesine

yuklendiginde elde edilen salim grafigi.

Zetapotansiyometre 6lcum sonuglari, SEM ve AFM analizlerinden elde edilen
veriler ve Bolim 4.5’te yer alan 5-FU salim sonuclari géz dniinde bulundurularak
50:50 PLA/PGA bilesimine sahip PLGA kopolimerinin calismalar igin uygun
olacagina karar verilmis ve projenin bundan sonraki agsamalarinda yalnizca bu

bilesimdeki PLGA kopolimeri kullaniimistir.

4.7. Hiicre Kiilturi Caligmalari

Tezin bu boéluminde deneylerde kullanilan HUVEC ve T98G hucrelerinin
karakterizasyon cgalismalarindan elde edilen sonuglara yer verilmistir. Ardindan
bos kitosan doku iskeleleri, 5-FU iceren PLGA nanopartikil yUkli kitosan doku
iskeleleri, Bevacizumab igeren kitosan doku iskeleleri ve hem 5-FU hem de
Bevacizumab iceren kitosan doku iskelelerinin yer aldigi kultur ortamlarinda,
HUVEC ve T98G hucrelerinin ¢ogalma ve farkllasma davraniglarina iligkin

sonuglar tartisiimistir.

4.7.1. T98G hiicrelerinin karakterizasyon ¢aligmalari
4.7.1.1. MTT analizi ve hiicre sayim sonuglari
insan glioblastoma multiform tiimérlerinden izole ediimis T98G hiicrelerinin

uremeleri ve morfolojileri polistiren kaltur kaplarinda 7 gin boyunca izlenmigtir.
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Hucrelerin 7 gunluk inkibasyonu boyunca hicre sayimlari yapilmis, 1:2 oraninda

seyreltilen ortamlarin MTT testleri sonucu elde edilen absorbans degerlerine

karsilik zaman grafikleri (Sekil 4.16) cizilmis, bu sayede hlcre blylime egrisinin

gecikme fazi (lag fazi), aktif Greme fazi (log fazi), durgun ve &6lum fazlari

gOsterilmigtir (Sekil 4.17). Literatirden edinilen tumaor hucrelerinin hizli gogaldigi

bilgisinden yola cikilarak baslangic hiicre konsantrasyonu 2.5x10* hiicre/mL

olarak belirlenmistir.

2,5
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~N
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Sekil 4.16. 1:2 oraninda seyreltilen ortamlarin MTT testleri sonucu elde edilen

T98G uUreme grafigi.
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Sekil 4.17. Hemositometrik hicre sayimi sonucu elde edilen T98G Ureme grafigi.
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Sekil 4.17°de yer alan Ureme grafiginde, hucrelerin 3. ginde logaritmik faza girdigi
goOrulmektedir. Hucre Uremesi Ustel Ureme fazindaki hicre Ureme hizi ve hicre
ikilenme siiresi ile karakterize edilmektedir. Ustel (reme fazindaki hicreler icin
ureme hizi Esitlik 4.1 ile ifade edilmektedir. Ustel (ireme fazinda (logaritmik faz),

hacrelerin ikilenme suresi Esgitlik 4.2 kullanilarak hesaplanmistir.
dx/dt = px (4.1))

Burada x, hucre sayisini, g, 6zgul Greme hizini ve t de zamani géstermektedir. Bu

esitlik duzenlendiginde;
Inx = pt 4.2)

sekline dénlismektedir. ikilenme siiresinin (ty) hesaplanmasi icin ise Esitlik 4.3

kullanilir.
tqg = In(2)/p (4.3))

Esitlikten de gorulebilecegi gibi Inx’e larsi t'nin grafidi cizildiginde, grafigin egimi
O0zgul Ureme hizini (p) vermektedir. Calismamizda T98G hucreleri icin 6zgul

treme hizi 0.0159 sa™, ikilenme siresi ise 43.39 sa olarak bulunmustur.

Sekil 4.16 ile 4.17 kiyaslandiginda iki grafikte de hucrelerin GUreme kinetigi
profillerinin ayni oldugu goézlenmistir. 7 gunluk karakterizasyon galismasi sirasinda
Sekil 4.16’da 4. gunden 5. giine gecgerken; Sekil 4.17°de ise 5. ginden 6. glne
gecerken T98G hicrelerinin sayilarinda bir azalma meydana geldigi ve takip eden
glnlerde hucre sayilarinin tekrar arttigi gorilmektedir. Ortaya ¢ikan bu dalgal
bldylme grafigi, glioblastoma hidcre hatlari i¢cin olagan bir bluyume grafigidir.
Perego ve arkadaslari calismalari esnasinda kullandiklari glioblastoma hucre
sayllarinin, kulturin 4. gununden 5. gunune gegerken azaldigini; 5. gunden 7.
gune kadar kisa bir artis gosterdigini ve 8. gunden itibaren tekrar dususe gegctigini
goérmaglerdir (Perego et al., 1994). Yaptigimiz karakterizasyon ¢alismasinda hicre
sayllarinin farkli glnlerde azalmasi ve c¢ogalmasi MTT c¢alismalar ile
hemositometrik sayim g¢alismalarinda farkli  c¢aplarda  kdltur  kaplar
kullaniimasindan kaynaklanmaktadir. Cunku hicre sayisi kultar ortaminda belli bir

konsantrasyonun Uzerine ¢iktigi zaman koloni merkezlerindeki hicrelerin DNA
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sentezi durmakta ve hicre konsantrasyonu belli bir seviyenin altina inince DNA
sentezi tekrar baglamakta; buna bagli olarak da hucre sayisi tekrar artmaktadir
(Stein, 1979). Literatirde yer alan bu bilgi T98G hucrelerinin sahip oldugu bu

dizensiz Greme profilini de agiklamaktadir.

4.7.1.2. Floresan mikroskobu ile analiz

Alexa Fluor 488 phalloidin ve propidyum iyodur ile yapilan 2’li boyama sonucunda
cekilen floresan mikroskop fotograflarinda c¢ekirdek kirmizi, F-aktin ise yesil olarak
goOrulmektedir (Sekil 4.18). Tumor hucreleri ¢ok c¢ekirdekli bir yapiya sahip
olduklarindan ortamdaki hlcre konsantrasyonu arttikgca c¢ekirdek sayisi da
artmakta ve dolayisiyla boyama sonrasi goruntt alinirken c¢ekirdegi boyayan
propidyum iyodur sinyali guclenmektedir. Bu duruma karsilik olarak kaltar kabi
yuzeyinde hucre yuzey seklinin olusumunda goérev alan hicre iskeleti yapilari olan
aktin filamentleri daha az gorulebilmekte ve buna bagh olarak kultur sudresi
uzadikga Alexa Fluor sinyalinin azaldigi gozlenmektedir. Kultirin 2., 4. ve 6.
gunlerindeki fotograflar karsilastirildiginda, kultlr siresinin uzamasiyla beraber

fotograflardaki kirmizi/turuncu tonun arttigi gorulmektedir. Bu renk degisiminin

nedeni, artan hicre sayisina bagl olarak artan propidyum iyodur sinyalidir.
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(20X), (c) 4. giin (10X), (d) 4. giin (20X), (e) 6. giin (10X), (f) 6. giin (20X).

(Fotograflardaki kirmizi renk hucre gekirdeklerini, yesil renk ise hlcre iskeletlerini

gostermektedir).

4.7.1.3. Optik mikroskop ile analiz

Karakterizasyon calismalari sirasinda kaltiran 1., 3. ve 5. gunlerinde kristal viyole
ile boyanan T98G hucrelerine ait goruntuler Sekil 4.19’da verilmigtir. Elde edilen
goruntulerde htcrelerin fibroblast benzeri bir morfolojiye sahip olduklari ve hicre
cekirdeklerinin, hicre sitoplazmasina gére daha koyu boyandigi gorulmektedir. 7
gunlik go6zlem sonucunda, hicrelerin kisa surede ylzeye tutundugu ve
¢ogalmaya bagladigi tespit edilmig; ayni zamanda ¢ok g¢ekirdekli bir yapiya sahip

olduklari ve yer yer uzantilarinin oldugu gozlenmisgtir.
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Sekil 4. 19. Kristal viyole ile boyanan T98G hucreleri (a) 1. gun (10X), (b) 1. gun
(40X), (c) 3. giin (10X), (d) 3. guin (40X), (e) 5. gtin (10X), (f) 5. giin (40X).
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4.7.2. T98G hucrelerinin doku iskeleleriyle etkilestirilmeleri

Tezin bu kisminda yer alan ¢alismalar Bolum 4.7.1°de karakteristikleri tartigilan
T98G beyin glioblastoma hicre hattt ile durgun kuiltir ortaminda
gerceklestiriimistir. Bolum 4.7.2.1’de yer alan calismada bos ve Bevacizumab
yuklU kitosan doku iskeleleri ile gahigiimigtir. Bolum 4.7.2.2’de yer alan ¢alismada
bos, sadece Bevaizumab yuklu, sadece 5-FU yukli ve hem Bevacizumab hem de
5-FU yUklu kitosan doku iskeleleri ile cahsiimigtir. Bolum 4.7.2.3'te yer alan
calismada ise bos, sadece Bevaizumab yukllu, sadece 5-FU yukli ve hem
Bevacizumab hem de 5-FU yuklU kitosan doku iskelelerinin yani sira TCPS ile de

calisiimistir.

4.7.2.1. Doku iskelelerine yliklenen Bevacizumab miktarinin belirlenmesi

Calismalarda kullanilacak Bevacizumab miktarinin belirlenmesi amaciyla, 9 mm
capinda 2 mm kalinhigindaki doku iskelelerine 3.1x10* hiicre/mL derisiminde T98G
hacreleri ekilmigtir. Bu hiucreler Uzerinde doku iskelesine enjekte edilen veya hucre
ortamina serbest halde eklenen farkli miktarlardaki (0.025, 0.05 ve 0.1 mg/mL)
Bevacizumab'in etkisi incelenmistir. Calisma 7 gin devam ettirilmis ve sadece
hiicre iceren bos kitosan doku iskeleleri, kontrol grubu olarak kullaniimistir. ilacin

hlcrelerin canhligi Uzerindeki etkisi MTT test sonuglarina gore belirlenmistir.

Sekil 4.20 ile 4.21 karsilastinldiginda; doku iskelesine enjekte edilen
Bevacizumab’in daha uzun sureli ve kontrolli salimi nedeniyle hicre uUremesini,
dogrudan hicre ortamina eklenen Bevacizumab’a gore daha fazla miktarda
azalttigi goériimektedir. Calismanin amaci da kitosan doku iskelelerinde yer alan 5-
FU ve Bevacizumab’in istenilen hizda ve miktarda salinarak timor hucrelerini yok
etmesi ve salimin sdrekliligi sayesinde yeni tumor hicresi olusumunun
engellenmesi oldugundan, Bevacizumab’in doku iskelelerine enjeksiyon yoluyla

yuklenmesine karar verilmistir.
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absorbans
1,80 -
1,60 -
1,40 - I
120 l
= Bos kitosan

1,00 - I 0,025 mg Bevacizumab
0,80 - I = 0,05 mg Bevacziumab
0,60 - = 0,1 mg Bevacizumab
0,40 -
0,20 -
0,00 - T T zaman (glin)

1.gun 3. gun 5. gun 7. gun

Sekil 4.20. Hicre ortamina serbest halde eklenen farkhh miktarlardaki

Bevacizumab’in hiicre Uremesi lUzerindeki etkileri.

absorbans
1,40 -+
1,20
1,00
= Bos kitosan
0,80
0,025 mg Bevacizumab
060 = 0,050 mg Bevacizumab
= 0,100 mg Bevacizumab
0,40
0,20
0,00 zaman (giin)

1.gln 3. gln 5.gun 7.gun

Sekil 4.21. Kitosan doku iskelelere enjekte edilen farkli miktarlardaki

Bevacizumab’in hiicre Gremesi Uzerindeki etkileri.

Sekil 4.21’de goéruldigu tzere 0.1 mg Bevacizumab yukllu grupta hicre Gremesi,
ilk 5 gunluk surede, hem kontrol grubuna hem de diger gruplara gore daha az

olmustur. 5. gunden sonra bu grupta gerceklesen hulcre artisi, doku iskelesine
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yuklenen Bevacizumab’in hucreler tarafindan kullaniimasi sonucu tikenmesinden
yani ortamda Bevacizumab kalmamasindan kaynaklanmaktadir. Calismada, 5
glinden uzun suren Kkdulttrlerde, doku iskelelerine daha fazla Bevacizumab
yuklenmesi gerekliligi ortaya konmus ve bu bilgi 1siginda bundan sonraki

calismalarda doku iskelelerine 0.2 mg Bevacizumab yuklenmisgtir.

4.7.2.2. T98G hiicrelerinin doku iskeleleriyle dogrudan etkilegimi

Calismanin bu asamasinda Bevacizumab, 5-FU ve kitosan doku iskeleleri
kullanilarak olusturulan farkli doku iskelesi-ilag kombinasyonlarinin (Bevacizumab
iceren kitosan doku iskelesi, 5-FU igeren kitosan doku iskelesi ve hem
Bevacizumab hem de 5-FU iceren kitosan doku iskelesi), T98G hicreleri
uzerindeki etkilerine bakilmigtir. Elde edilen MTT sonugclarina gore; sadece 0.2 mg
Bevacizumab igeren kitosan doku iskelelerindeki hicreler Gzerinde ilacin ilk U¢
gunden sonra herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigi (p>0.05); 5-FU igeren
ortamlarda hucre canhliginin ilk gunden itibaren dusluk oldugu ve ortama
Bevacizumab’in da katilmasiyla beraber hucre canlihginda kontrol grubuna gore

anlamli bir dusus oldugu tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 4.22).

absorbans
1,2 -

1

0,8 = bos kitosan

0,6 kitosan + Bevacizumab

= kitosan + 5-FU
0,4

m kitosan + 5-FU + Bevacizumab

0,2

0 zaman (giin)

Sekil 4.22. Bos kitosan, Bevacizumab, 5-FU yukli ve 5-FU+Bevacizumab yUuklG
kitosan doku iskeleleriyle dogrudan etkilestirilen T98G hucrelerinin MTT sonugclari.
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Sekil 4.23'te yer alan SEM goruntiulerinde, kitosan doku iskelelerinin hucre
bayumesini destekledigi bir kez daha teyit edilmis (4.23-a,b); iskelelere enjekte
edilen Bevacizumab’in hlcre Uremesini engellemedigi goértlmuastar (4.23-
c,d,e,f,g,h). Bevacizumab’'in yanisira 5-FU iceren doku iskelelerinde hicre

uremesinin MTT sonuglarinda da yer alan sekli ile minimum seviyede oldugu

gozlenmigtir (4.23-1,i).
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Sekil 4.23. Kitosan doku iskelelerindeki T98G hucrelerinin farkli buyutmelerdeki
SEM goérintuleri: a) bos kitosan doku iskelesi 5. glin (x4000), b) bos kitosan iskele
8. glin (2000x), ¢)0.025 mg Bevacizumab yUkli iskele 3. gin (x5700), d) 0.025 mg
Bevacizumab yUklU iskele 3. gun (x750), ) 0.05 mg Bevacizumab yUklu iskele 3.
gun (x3200), f) 0.025 mg Bevacizumab yuklu iskele 5. gun (x2500), g) 0.025 mg
Bevacizumab yUkll iskele 3. gin (x2500), h) 0.025 mg Bevacizumab yUkli iskele
5. gun (x7500), 1) 5-FU yUklu iskele 8. gun(x1000) , i) 5-FU+Bevacizumab yuklu
iskele 8. gun (x500).

Hucrelerin iskelet organizasyonu ve doku iskelesi igerisindeki yayilimlari konfokal
mikroskobu kullanilarak incelenmistir. CLSM fotograflarinin timu 20X biyitmede
cekilmistir. Kdltarin 8. gununde T98G hucreleri kitosan doku iskelesinin ig
kisimlarina dogru yayilarak ¢ogalmistir (4.24.a). Sadece Bevacizumab yuklenen
kitosan doku iskelelerinde hucreler, doku iskelesinin i¢ kisimlarina dogru
ilerlemekte ve agregat olusturmaktadir (4.24.b). 5-FU yuklenen kitosan doku

iskelelerinde ise ihmal edilebilir dizeyde canli hicre bulunmaktadir (4.24.c ve
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4.24.d). Ancak kultiran suresi uzadikga hicre ¢ogalmasinin azaldigi gorulmus,
15. gune gelindiginde 5-FU icermeyen doku iskelelerinde bile ¢ok az sayida canli

hicre bulundugu tespit edilmistir (4.24.e ve 4.24.1).
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Sekil 4.24. Kitosan doku iskelelerindeki T98G hucrelerinin farkli kosul ve
gunlerdeki CLSM goruntuleri: (a) bos kitosan doku iskelesi (8. gun), (b)
Bevacizumab yuklu kitosan doku iskelesi (8. gun), (c) 5-FU yukli kitosan doku
iskelesi (8. gun), (d) 5-FU ve Bevacizumab yUklU kitosan doku iskelesi (8. gun), (e)
bos kitosan doku iskelesi (15. gun), (b) Bevacizumab yUklU kitosan doku iskelesi
(15. gun). (Fotograflardaki kirmizi renk hucre cekirdeklerini, yesil renk ise hicre

iskeletlerini gdstermektedir).

3 boyutlu kitosan doku iskelelerinin i¢ kisimlarina ilerleyen hucreleri goruntulemek
amaciyla c¢ekilen fotograflar Zeiss LSM Image Browser programi kullanilarak
tabakalara ayrilmig ve hucrelerin ¢esitli tabakalardaki konumlari kargilastiriimistir
(Sekil 4.25, 4.26, 4.27 ve 4.28).

168.0 pm

Sekil 4.25. Kulturin 8. glninde kitosan iskelelerde farkl derinliklerdeki T98G

hicre yogunluklarini gosteren CLSM fotograflari.
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12.0 pm 24.0 pm 36.0um

2.0 pm 54.0 pm 08.0 120.0 pm

168.0 pm 180.0 pm

Sekil 4.26. Kalturin 8. gununde Bevacizumab iceren kitosan iskelelerde farkl

derinliklerdeki T98G hucre yogunluklarini gosteren CLSM fotograflari.

166.0 pm 192.0 pm

Sekil 4.27. Kilturin 8. gununde 5-FU iceren kitosan iskelelerde farkl
derinliklerdeki T98G hlcre yogunluklarini gosteren CLSM fotograflari.
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B6.0 pm 120.0 pm

Sekil 4.28. Kulttrin 8. gunlinde 5-FU ve Bevacizumab igeren kitosan iskelelerinde

farkli derinliklerdeki T98G hucre yogunluklarini gosteren CLSM yogunluklari.

4.7.2.3. T98G hiicrelerinin doku iskeleleriyle dolayl etkilegimi

T98G hlcrelerinin kitosan doku iskeleleriyle dogrudan etkilesimlerinin incelendigi
calismada kitosan doku iskelelerine sadece Bevacizumab yuklenmesinin hicre
canlihgi uzerinde anlamh bir azalmaya neden olmadigi tespit edildiginden; bu
calismada T98G hicreleri; hiicre kiltir kaplarina (TCPS) ekilmis ve Uzerlerine;
bos, 5-FU yukli ve hem 5-FU hem de Bevacizumab yukli kitosan doku iskeleleri
yerlestiriimistir. Herhangibir kitosan doku iskelesi icermeyen TCPS yuzeye ekilen
T98G hucreleri de kontrol grubu olarak kullaniimigtir. Calismanin bu agsamasinda
yukarida aciklanan yontemin tercih edilmesinin nedeni, in-vivo sistemlerde doku
iskelesi-nanopartikul ¢ift etkili sisteminin kullanim seklidir. Bolim 3.6.3.2°'de de
aciklandigi Uzere, doku iskeleleri hucrelerle dogrudan etkilestiriimemis, kualtar
kabina ekilen hucrelerin Uzerlerine kitosan doku iskeleleri 2 saat sonra
yerlestirilmistir. 5-FU ve Bevacizumab’in tumor hdcreleri Uzerindeki etkilerini analiz
ederken de kontrol grubu olarak bos kitosan doku iskeleleri baz alinmistir. Sekil
4.29’da yer alan sonugclara gore 5-FU igeren doku iskelelerindeki hicre canlihidi ilk
gunden itibaren anlamli bir bicimde azalmis (p<0.05) ve doku iskelelerinin
hlcrelerle dogrudan etkilestirildigi calismada da oldugu gibi; 5-FU iceren doku
iskelelerine Bevacizumab eklenmesi hucre canlihdindaki azalmanin artmasina

neden olmustur.
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Ayrica Sekil 4.29'daki MTT degerlerine goére, ilacin enkapsule oldugu
partikillerden ortama salinarak hucrelerle etkilesmesinin, partiktl iceren doku
iskelelerine hucrelerin ekilmesi sonucu ilacin hiucrelerle dogrudan etkilesmesinden
daha etkili oldugu goériimektedir. Clnku partikillerden salinip hlicre ortaminda
dagilan 5-FU ve Bevacizumab, hicre kultur kabi ylzeyini kaplayan hicre
yuzeylerinin tamami ile temas etmektedir. Halbuki dogrudan doku iskelesine ekilen
hicrelerin, buyuk oranda, partikullerle temas eden yuzeyleri ilaglara maruz
kalmaktadir. Bu durumda; 5-FU i¢cin hem PLGA nanopartikullerin hem de kitosan
doku iskelesinin bariyer vazifesi gérmesi, difiizyon engelini arttirmaktadir. llgili
literatirde de belirtildigi gibi, ilaglarin daha genis ylzey alani ile temas etmesinin
hicre canlihginda énemli bir etken oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Sheetz ve ark.,
1976).

absorbans
1,8 +

1,6 -

= TCPS

bos kitosan

= kitosan + 5-FU

= kitosan + 5-FU +
Bevacizumab

zaman (giin)

Sekil 4.29. TCPS’te bos kitosan, 5-FU yukli ve 5-FU+Bevacizumab yukllu kitosan

doku iskeleleriyle dolayli etkilestirilen T98G hucrelerinin MTT sonuglari.

Cekilen optik mikroskop gorinttileri ile TCPS’te ve bos kitosan doku iskelesi igeren
ortamda T98G hdcrelerinin Gremeleri gdézlenmis (4.30-a,b,c,d); 5-FU igeren doku
iskelelerinden ortama salinan 5-FU’nun hicre dremesini 2. gunden itibaren

azalttigi ve ilerleyen gunlerde tamamen engelledigi gérulmustar (4.30-e,f,g,h).
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Sekil 4.30. Kultur kabina ekilen T98G hucrelerinin doku iskeleleriyle dolayl
etkilesimlerini gosteren optik mikroskop goruntileri (x20); a) TCPS 3. gun, b)
TCPS 5. gun, c) bos kitosan 3. glin, d) bos kitosan 5. glin, e) kitosan+5-FU 3. gun,
f) kitosan +5-FU 5. gun, g) kitosan + 5-FU + Bevacizumab 3. gun, h) kitosan + 5-
FU + Bevacizumab 5. gin.

T98G insan glioblastoma hucreleriyle yapilan tim g¢aligmalar 6zetlenecek olursa;
T98G hucrelerinin diger timdr hacreleri gibi hizla gogaldiklari ve fibroblast benzeri
bir morfolojiye sahip olduklari gorulmustir. Hucrelerin dogrudan kitosan doku
iskelesine ekilmesiyle gerceklesen denemelerde, Bevacizumabin, miktarindan
badimsiz olarak, T98G hucreleri Uzerinde anlaml bir olumsuz etkisi olmadigi tespit
edilmigtir. Bu durum Bevacizumab’in hicreler Uzerindeki etki mekanizmasindan
kaynaklanmaktadir. Yine etki mekanizmasina bagh olarak 5-FU'nun T98G
hdcreleri Uzerinde kiltarin 1. gintnden itibaren dlduricu bir etkiye sahip oldugu
gorulmustir. Cekilen CLSM fotograflarinda 5-FU igermeyen doku iskelelerinde
T98G hicrelerinin, iskelenin derinliklerine kadar ilerledikleri ve hem iskele
yuzeyine tutunmak hem de diger hucrelerle iligki kurabilmek igin ¢esitli uzantilar
olusturduklari gézlenmistir. Hicrelerin dolayli olarak kitosan doku iskeleleri ve
ilaclarla etkilestirildikleri calismalarda ise hucrelerin kultlr ortaminda ilaglarla daha
kolay temasa gecmelerine bagli olarak, ilaglarin hucreler Gzerindeki olumsuz

etkilerinin arttigi tespit edilmigtir.
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4.7.3. HUVEC’lerin karakterizasyon galismalari

4.7.3.1. MTT analizi ve hiicre sayim sonuglari

insan damar endotelinden izole edilen Human Umblicial Vein Endothelial Cell

(HUVEC)'lerin Gremesi ve morfolojileri polistiren kiltir kaplarinda 7 giin boyunca

izlenmistir. Hdcrelerin 7 gunlik inkibasyonu boyunca hidcre sayimi sonucu

hesaplanan hicre sayisi degerleri ile 1:2 oraninda seyreltilen ortamlarin MTT

testleri sonucu elde edilen absorbans degerlerine karsilik zaman grafikleri (Sekil

4.31) cizilmis, bu sayede hilcre buylme egrisinin gecikme fazi (lag fazi), aktif

ureme fazi (log fazi), durgun ve olum fazlari gosterilmistir (Sekil 4.32). Baslangi¢

hiicre konsantrasyonu 4x10* hiicre/mL olarak belirlenmistir.

1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

absorbans

zaman (guin)

Sekil 4.31. 1:2 oraninda seyreltilen ortamlarin MTT testleri sonucu elde edilen

HUVEC Ureme grafigi.
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Sekil 4.32. Hemositometrik hicre sayimi sonucu elde edilen HUVEC Ureme

grafigi.

Sekil 4.32'de yer alan Ureme grafiginde, hucrelerin 3. gunde logaritmik faza, 5.
gunden sonra durgun faza girdigi gorulmektedir. Hucrelerin GUreme hizi ve

ikilenme sureleri Bolum 4.7.1.1°de yer alan esitlikler kullanilarak hesaplanmigtir.

Bolum 4.7.1.1de de belirtildigi gibi InxX’e karsi t'nin grafigi cizildiginde, grafigin
egimi 6zgul Greme hizini (u) vermektedir. Calismamizda, HUVEClIer ic¢in 6zgul
Greme hizi 0.0279 sa™, ikilenme siresi ise 24,73 sa olarak bulunmustur. Elde
edilen veriler literatlirde yer alan bilgilerle uyum icerisindedir (Ne gre-Aminou et
al., 1997).

4.7.3.2. Floresan mikroskobu ile analiz

Alexa Fluor 488 phalloidin ve propidium iodide ile yapilan 2’li boyama sonucunda
cekilen floresan mikroskop fotograflarinda g¢ekirdek kirmizi, F-aktin ise yesil olarak
gorulmektedir (Sekil 4.33). Boyamalarin ardindan gekilen fotograflarda, endotel
hacrelerin karakteristik 0zelligi olan tek kath, yassi, poligonal hicre yapisi ve
hicrelere yapisal destek saglayan bol miktardaki ince filamentler net bir bicimde
goOrulmektedir. 4. ginden sonra hucreler asiri ¢ogalarak hlcre kultir kabina
sigamaz hale gelmis ve tek katl yapi kaybolarak, hiicre morfolojisi net bir bigimde

ayirdedilemez olmustur (Sekil 4.33-¢,f).
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Sekil 4. 33. HUVEC’lerin floresan mikroskop géruntileri (a) 2. gun (10X), (b) 2.
gun (20X), (c) 4. gun (10X), (d) 4. gun (20X), (e) 6. gun (10X), (f) 6. gun (20X).
(Fotograflardaki kirmizi renk hucre gekirdeklerini, yesil renk ise hlcre iskeletlerini

gostermektedir).
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4.7.3.3. Optik mikroskop ile analiz

Karakterizasyon calismalari sirasinda kulttran 1., 3. ve 5. gunlerinde kristal viyole
ile boyanan HUVEC hacrelerine ait goruntiuler Sekil 4.34’te verilmistir. Elde edilen
goéruntilerde hlcre c¢ekirdeklerinin, hlcre sitoplazmasina gbére daha koyu
boyandigi goérulmektedir. 7 gunlik gbézlem sonucunda, hlcre c¢ekirdeklerinin
limene dogru kabarik, yassi ve oval olduklari gozlenmis, hicrelerin poligonal ve

uzunlamasina yapida olduklari tespit edilmistir.

-
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(40X), (c) 3. giin (10X), (d) 3. giin (40X), (e) 5. giin (5X), (f) 5. giin (40X).

4.7.4. HUVEC’lerin doku iskeleleriyle etkilestiriimeleri

Tezin bu kisminda yer alan g¢alismalar HUVEC hulcre hatti ile durgun kualtar
ortaminda gercgeklestiriimistir. Bolum 4.7.4.1’de yer alan calismada bos ve
Bevacizumab yuklU kitosan doku iskeleleri ile ¢alisiimistir. Bolum 4.7.4.2°de yer
alan calismada ise bosg, sadece Bevaizumab yuklu, sadece 5-FU yuklu ve hem
Bevacizumab hem de 5-FU yUkli kitosan doku iskelelerinin yani sira TCPS ile de

cahsilmigtir.

4.7.4.1. Doku iskelelerine yliklenen Bevacizumab miktarinin belirlenmesi
HUVEC’lerde kullanilacak Bevacizumab miktarinin belirlenirken Bolim 4.7.2.1°de
yer alan ydntem kullanilmistir. Kitosan doku iskelelerine baslangigta 4x10*
hidcre/mL hicre ekilmis ve bos kitosan doku iskeleleri ile TCPS, kontrol grubu
olarak kullaniimistir. ilacin hiicrelerin  canlihgi Gzerindeki etkisi MTT test
sonuglarina ve gekilen optik mikroskop fotograflarina gére belirlenmistir.

Sekil 4.35 ile 4.36 Kkarsilastirildiginda doku iskelesine enjekte edilen
Bevacizumab’in hicre Uremesini, hicre ortamina eklenen Bevacizumab’a gore
daha fazla miktarda azalttigi gortilmektedir. Bu nedenle s6z konusu agamadan
sonraki tim hucre kultira ¢alismalarinda, Bevacizumab, doku iskelelerine enjekte

edilmek suretiyle hicrelerle etkilestirilmigtir.
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3 -
2,5 -
2 = TCPS
bos kitosan
1,5 = 0,025 mg Bevacizumab
= 0,050 mg Bevacizumab
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0,5
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1. gln 3. gun 5.gln 7.gun

Sekil 4.35. Hucre kultir ortamina serbest halde eklenen farkli miktarlardaki

Bevacizumab’in HUVEC Uremesi lizerindeki etkileri.

absorbans
3 -
2,5 -
2 = TCPS
= bos kitosan
15 1 = 0,025 mg Bevacizumab
= 0,050 mg Bevacizumab
1 - = 0,100 mg Bevacizumab
0,5 -
0 - zaman (gln)
1.gln 3. gln 5.gln 7.gln

Sekil 4.36. Kitosan doku iskelelerine enjekte edilen farkli miktarlardaki
Bevacizumab’in HUVEC uremesi Uzerindeki etkileri.

Sekil 4.36'da goruldigu tzere 0.025 mg ve 0.05 mg Bevacizumab yukli doku
iskelelerinin oldugu gruplardaki hucreler, 7 gunluk kualtirasyon boyunca benzer

ureme davraniglari gostermiglerdir. Elde edilen MTT sonuglar, 0.025 mg
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Bevacizumab’'in  HUVEC'lerin Uremeleri agisindan en etkili doz oldugunu
gOstermektedir. Ancak SPSS 11.5 programi kullanilarak yapilan istatistiksel
analizlerde, hucre Uremesi Uzerinde en olumsuz etkinin 0.05 mg Bevacizumab
iceren grupta gozlendigi tespit edilmigti. Bu nedenle c¢alismanin ileriki
asamalarinda kitosan doku iskelelerine 0.05 mg Bevacizumab enjekte edilerek,

hicre Ureme davranigi takip edilmistir.

4.7.4.2. HUVEC’lerin doku iskeleleriyle dolayh etkilesimi

HUVEC’lerin sadece Bevacizumab ve sadece 5-FU iceren doku iskeleleri ile hem
Bevacizumab hem de 5-FU iceren doku iskeleleri ile etkilestiriimesi suretiyle, tez
kapsaminda kullanilan ilaglarin, hiucreler Gzerindeki etkilerine bakiimistir. Elde
edilen MTT sonuglarina goére; sadece 0.05 mg Bevacizumab igeren kitosan doku
iskeleleri ile etkilestirilen hlcreler Gzerinde ilacin, olumsuz etkisinin oldugu
gOrulmustir (p<0.05). Ayni olumsuz etki sadece 5-FU iceren doku iskeleleri ile
kultire edilen HUVEC'lerde de kuilturin 3. glninden itibaren gdzlenmistir
(p<0.05). 5-FU iceren doku iskelelerinin oldugu Kkultir kabina 0.05 mg
Bevacizumab eklendiginde ise, hlcreler tzerindeki olumsuz etkinin bir miktar daha
arttig1 gorulmus ve 10 gunlik kultdr sUresinin sonunda hudcre canliiginin ihmal

edilebilir seviyeye dustligu tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 4.37).

absorbans
3 -
ETCPS

2,5

i bos kitosan

Ekitosan + Bevacizumab

®kitosan + 5-FU

ukitosan +5-FU +
Bevacizumab

zaman (giin)

Sekil 4.37. Bos, Bevacizumab yuklt, 5-FU yuklu ve 5-FU+Bevacizumab yUukli
kitosan doku iskelelerinde HUVEC MTT sonuglari.
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Cekilen optik mikroskop goruntilerinde, 5-FU iceren doku iskelelerinden ortama
salinan 5-FU’nun 2. gunden itibaren hacreleri oldurdagu ve hicre Uremesini
engelledigi goérulmustar (4.38.c,d). Benzer sekilde Bevacizumab iceren doku
iskelelerinin oldugu ortamlarda da kultirin 2. gininden sonra, hicre sayisinda
meydana gelen azalma c¢ekilen fotograflarla ifade edilmistir (4.39.b, 4.40.b). Ayni
zamanda MTT testleriyle de tespit edildigi gibi, Bevacizumab igceren ortamlarda
hicre sayisindaki azalmanin; 5-FU iceren ortamlarda hlicre sayisindaki azalmaya
gbre oldukga dusuk oldugu elde edilen fotograflarla net bir bigcimde
gosterilmektedir (Sekil 4.39.b,c ve Sekil 4.40.b,c).

Sekil 4.38. Kulttrdn 1. gundnde kristal viyole ile boyanan HUVEC’ler (10X): (a) bos
kitosan, (b) Bevacizumab iceren kitosan doku iskelesi, (c) 5-FU igeren kitosan

doku iskelesi, (d) hem Bevacizumab hem de 5-FU igeren kitosan doku iskelesi.
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an HUVEC’ler (20X): (a) bos
kitosan, (b) Bevacizumab iceren kitosan doku iskelesi, (c) 5-FU iceren kitosan

oL (L 2k

Sekil 4.39. Kiltdrun 3. gununde kristal viyole ile boyan

doku iskelesi, (d) hem Bevacizumab hem de 5-FU igeren kitosan doku iskelesi.
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Sekil 4.40. Kiltartin 5. ginlinde kristal viyole ile boyanan HUVEC'ler (40X): (a) bos
kitosan, (b) Bevacizumab igeren kitosan doku iskelesi, (c) 5-FU iceren kitosan

doku iskelesi, (d) hem Bevacizumab hem de 5-FU igeren kitosan doku iskelesi.

HUVEC’lerle yapilan tim c¢alismalar 6zetlenecek olursa, hicrelerin poligonal ve
uzunlanmasina bir morfolojiye sahip olduklari ve 3. gunde logaritmik faza girdikleri
tespit edilmigtir. Hucrelerde en buyuk tahribatin 0.05 mg Bevacizumab uygulamasi
ile yaratilabilece@i gorulmus ve yapilan ¢caligmalarda kalturin 5. guninden sonra
bir VEGF inhibitért olan Bevacizumab’in HUVEC'lerin ¢cogalmasini énemli dlgide
etkiledigi gdzlenmistir. ilag olarak sadece 5-FU’nun kullanildigi denemelerde hiicre
¢ogalmasinin 2. ginden itibaren; hem Bevacizumab hem de 5-FU’nun kullanildigi
denemelerde ise hucre ¢gogalmasinin 3. gunden itibaren durdugu tespit edilmigtir.
1. giinden sonra cekilen optik mikroskop fotograflari da 5-FU igceren ortamlardaki
hdcrelerin  tamaminin  6l0  oldugunu ve kullanilan Bevacizumab’in hucre

¢ogalmasini azalttigini gostermektedir.

igili literatiirler incelendiginde kitosan-PLGA kompozitinin, birgok ¢alismada sahip
olduklari 6zgul 6zellikleri nedeniyle, kitosan filme ylklenmis PLGA mikropartikdl
(Perugini et al., 2003), nanopartikul (Taetz et al., 2009), matris (Moshfeghian et al.,
2006), fiber (Shim et al., 2008), PLGA kapl kitosan membran (Jung et al., 2007)
gibi farkli formlarda bir araya getirildikleri gérilmektedir. islenebilirlikleri, kolay
modifiye edilebilmeleri ve birbirlerini dengeleyebilecek hizdaki bozunma sureleri
sunulan tez calismasinda kitosan ve PLGA kopolimerinin tercih edilmelerinin

baglica sebepleridir. Calisma kapsaminda Uretilen PLGA nanopartikil yukld

104



kitosan doku iskelelerinin; hem bozunma profilleri, hem homojen yapi
olusturabilmeleri, hem toksik olmayan o6zellikleri, hem de canli sistemlerle uyum
icindeki yapilari itibariyle ilag salim sistemleri i¢in basarili kompozit sistemler

olduklari goérulmektedir.

Bir antikanser ila¢ olan 5-FU ve damar olusumunu engelleyici ajan olan
Bevacizumab, klinikte kolon kanserinin (Hurwitz et al., 2004; Kabbinavar et al.,
2005) vyanisira gesitli tumor tedavilerinde de sikga tercih  edilen
kemoterapdtiklerdir. Ancak bu iki ajanin ayni sistem igerisinde bir arada bulundugu
ve kontrolli olarak ortama salindigi bilgisinin yer aldigi herhangibir ¢alismaya
literatlirde rastlanmamistir. Sunulan tez calismasinda bu iki kemoterap6tik ayni
sistemde bulusturulmus ve birbirlerinin etki mekanizmalarini engellemeden,

kontrollG bir bicimde hicrelerle etkilesmeleri saglanmistir.

Tumor tedavilerinde tumor hacrelerinin @ 6lumU ve bir daha olugmalarinin
engellenmesi hedefi dikkate alinarak tez calismasi icin segilen temsili hicre
hatlari, bir glioblastoma hulcre hatti olan T98G ve bir endotel hicre hatti olan
HUVEC’dir. Bu hucre hatlarinin birlikte yer aldigi Zhang ve arkadaglari tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada, ortamdaki T98G hicrelerinin artigi ile HUVEC artisinin
birbiriyle dogru oranti igerisinde oldugu belirtiimis; bu durumun iki hucre hatt
tarafindan da ortama salinan sinyal molekdllerinin  hucre ¢ogdalmasini
indUklemesine bagli oldugu ifade edilmigstir (Zhang et al., 2003). Yukarida yer alan
bilgilerin 1s1ginda ortaya konan tez calismasinda da, sentezlenen sistemde
kullanilan ilaglarla hem mevcut T98G ve HUVEC’lerin 6lmesi istenmis hem de
hdcre gogalmasinin 6nune gecgilmesi amaclanmistir. Elde edilen sonuglara gore de
5-FU iceren PLGA nanopartikil ve Bevacizumab yukllu kitosan doku iskelelerinin
kullanildid1 in-vitro ortam kosullarinda hem T98G hucrelerinin hem de HUVEC’lerin
cogalmasinin 6nudne gecildigi gorilmustir. S6z konusu tez calismasi, bu ve
benzeri sistemlerin in-vivo kosullarda kullanimina giden yolda yararlanilabilecek bir

kaynak niteligindedir.
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5. GENEL SONUGLAR VE ONERILER

Sunulan tez galismasin amaci, antikanser ilag yukli PLGA nanopartikul iceren
kitosan doku iskelelerine bir antivaskularizasyon ajaninin enjekte edilmesi ve
olusturulan sistemin kanserli boélgeye implante edilmesine bagli olarak etken
maddelerin lokal olarak salimlarinin gergeklestirimesidir. Bu amag dogrultusunda;
oncelikle ug¢ farkli bilesimde nanopartikil formunda polimerik ilag tasiyici sistem
sentezlenmis; sonrasinda ise bir antikanser ila¢ olan 5-FU’'nun bu sistemlerdeki
salim profili incelenmigtir. Analiz sonuglarina gére segilen en uygun ilag tasiyici
sistem, gbzenekli kitosan doku iskelelerine ylklenmis ve ayni iskelelere enjekte
edilen antivaskularizasyon ajani Bevacizumab ile c¢ift etkili bir sistem
olusturulmustur. Uretilen bu cift etkili sistemin, hem timor hicreleri hem de
endotel hucreleri Uzerindeki etkileri incelenmis ve elde edilen onemli sonuglar

asagida 6zetlenmistir.

e Poli-laktik-ko-glikolik asitin (PLGA) Ug farkh bilesimindeki (50:50, 65:35,
85:15; PLA/PGA) kopolimerlerinden emdulsiyon-¢ozucu-buharlastirma
yontemiyle yaklagik 200 nm c¢apinda, kuresel formda nanopartikuller
uretilmistir. Nanopartikillerin kararkterizasyonlari AFM, SEM ve Zetasizer
kullanilarak yapilmigtir. Bu partikullere Uretimleri esnasinda polimer
miktarinin agirlik¢ga %10’u ve %20’si oraninda 5-FU ylUklenmis ve 5-FU’nun
partiktllerden salimi 80 gin boyunca UV-spektrofotometre ile incelenmisgtir.
Yapilan analizlere gore en kararli salim sisteminin, agirlikgca %10 5-FU
iceren 50:50 PLA/PGA oranina sahip PLGA kopolimerinden Uretilen ilag

tastyici sistemlerde oldugu tespit edilmistir.

e PLGA nanopartikillere yuklenen 5-FU miktarinin tayini HPLC ve UV
spektrofotometre kullanilarak gergeklestiriimis ve 5-FU enakpsulasyon

verimi ~%55 olarak hesaplanmistir.

e Deasetilasyon derecesi >% 85 olan kitosanin % 2’lik ¢ozeltileri hazirlanarak
dondurarak-kurutma yontemiyle yaklasik 100 uym gozenek boyutuna ve
%88 gozeneklilige sahip doku iskeleleri elde edilmistir. Liyofilize doku
iskeleleri, %96’lik etanolle 1 gece, %70 etanolle 2 saat muamele edilmek

suretiyle stabilize edilmigtir.
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Kitosan doku iskelelerine ylklenecek PLGA nanopartikillerin miktarinin
belirlenebilmesi amaciyla floresan izotiyosiyanat (FITC) ile isaretlenen
PLGA nanopartikuller, 35:65, 25:75 ve 17:83 PLGA/kitosan (w/w) oranini
saglayacak sekilde kitosan doku iskelelerine Uretim esnasinda yuklenmis ve
floresan mikroskop kullanilarak doku iskelelerinin farkh kesitlerinin
fotograflari c¢ekilmistir. Elde edilen goérintilerde 35:65 PLGA/kitosan
oraninindaki sistemin uygun nanopartikul dagilimina sahip oldugu

gOrulmustar.

5-FU yUkli PLGA nanopartikll iceren kitosan doku iskelelerinden 2 mm
kalinhginda ve 9 mm g¢apinda kesitler alinarak, bu érneklerden gergeklesen
5-FU salimi 21 gin boyunca takip edilmistir. Buradan elde edilen salim
sonuglari ve literatiirden elde edilen tiimér dokusunun mm?¥si basina
kullaniimasi gereken 1.5 ug 5-FU bilgisinden yola gikilarak, hicre kalturi
calismalarinda kullanilacak 5-FU miktari 95.42 pg 5-FU/kitosan doku
iskelesi olarak saptanmis ve bu miktarda ilaci iceren PLGA nanopartikiil

hacmi hesaplanarak doku iskelelerine yuklenmisgtir.

Uretilen cift etkili sistemin timor tedavisinde kullaniminin incelenmesi
amaciyla hicre Kkultur testleri yapilmistir. Bu amacgla T98G insan
glioblastoma hlcre hatti ve insan umbilikal damar endotel hucreleri
(HUVEC) kullaniimigtir.

Kullanilan hicrelerin karakterizasyon galigsmalari, MTT, hlcre sayimi, kristal
viyole boyamasi ve floresan boyama yontemlerinin  kullanimiyla
gerceklestiriimistir. Karakterizasyon galismalari sonunda T98G hiicreleri icin
6zgll Ureme hizi, 0.016 sa™, ikilenme siiresi 43.4 saat; HUVEC'ler icin

6zgil ireme hizi, 0.028 sa™, ikilenme siiresi 24.7 saat olarak bulunmustur.

Tumor dokusunu yok etmek igin, o dokuyu besleyen damar olusumunun
engellenmesi gerektigi bilgisinden yola ¢ikilarak; cift etkili doku iskelelerine
damar olusumunda ¢ok 6nemli bir rolt olan VEGF'in inhibitort yuklenmigtir.
Bevacizumab isimli bu inhibitorden kitosan doku iskelelerine ne kadar
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yuklenecegine karar vermek amaciyla her iki hlcre tipi i¢cin de ayri ayri
calismalar yapilmis ve 0.05 mg Bevacizumab/doku iskelesi degerinin
HUVEC’ler icin en etkin doz olduduna karar verilmistir. Ancak damar
olusum mekanizmasinda etkili olan bu ilacin T98G hicreleri Uzerinde tek
basina anlamli bir etkiye sahip olmadigi ama 0.2 mg Bevacizumab/kitosan
doku iskelesi degerinin 5-FU ile birlikte kullanildiginda T98G hucreleri

uzerinde anlaml bir etkiye sahip oldugu sonucuna variimigtir.

T98G hdicreleri ile yapilan ilk hicre kaltiri ¢alismasinda, hicreler 5-FU
iceren PLGA nanopartikillerin  yUkli oldugu kitosan doku iskelelerine,
Bevacizumab yuklU kitosan doku iskelelerine ve her iki ilacin da yuklendigi
kitosan doku iskelelerine ekilmis ve bos kitosan doku iskelelerine ekilen
T98G hucreleri kontrol grubu olarak kullaniimigtir. Calismada hicre Gremesi
MTT; hicre morfolojileri ve dagihimlari SEM ve CSLM ile degerlendirilmistir.
Yapilan analizlerden T98G hicrelerinin canliigi Uzerinde en etkili olan
sistemin hem Bevacizumab hem de 5-FU igeren kitosan doku iskelesi

sistemi olduguna karar verilmistir.

T98G hucreleri ile yapilan ikinci hicre kultirl ¢calismasinda ise, Uretilen gift
etkili sistemin in-vivo calismalarda hucrelerle dolayh olarak etkilesecegi
disunldlmis ve bu nedenle Petri kabinda Uretilen T98G hucreleri lzeine
doku iskeleleri ilave edilmistir. Bir onceki calismada doku iskelelerine
yuklenen Bevacizumab’in T98G hucreleri Uzerinde anlamh bir etkisinin
olmadigi g6z onidnde bulundurulmus ve hucreler 5-FU igceren PLGA
nanopartikullerin yuklu oldugu kitosan doku iskeleleri ile her iki ilacin da
yuklendigi kitosan doku iskelelerine ekilmistir. Bog kitosan doku iskeleleri
ile dogrudan TCPS’e ekilen T98G hucreleri kontrol grubu olarak
kullaniimistir. Calismada hicre dremesi MTT; hicre morfolojileri ve
dagihimlar ise optik mikroskop ile degerlendiriimigtir. Bu deney setinde de
hem 5-FU hem de Bevacizumab igeren kitosan doku iskelelerinin, T98G

hicreleri GUzerinde en az canhliga neden oldugu tespit edilmistir.

HUVEC’lerle yapilan hlcre kultiri cgalismasinda, hucreler 5-FU igeren

PLGA nanopartikillerin ~ yUkli  oldugu kitosan doku iskelelerine,
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Bevacizumab yUklu kitosan doku iskelelerine ve her iki ilacin da yuklendigi
kitosan doku iskelelerine ekilmis ve bos kitosan doku iskeleleri ve TCPS’e
ekilen T98G hucreleri kontrol grubu olarak kullaniimigtir. Calismada hicre
uremesi MTT; hiicre morfolojileri ve dagilimlari optik ve floresan mikroskop
ile degerlendirilmigtir. Yapilan analizlerden HUVEC’lerin canlihdi Uzerinde
en etkili olan sistemin hem Bevacizumab hem de 5-FU igeren kitosan doku

iskelesi sistemi olduguna karar verilmigtir.

e Beyin tumor tedavisinde hem damar olusumunun hem de kanser
hlcrelerinin  gogalmasinin engellenmesi amaciyla; biri kontrolli salim
sistemi digeri diftizyonla ortama salinan 5-FU ve Bevacizumab gibi iki farkh
ilacin, c¢ift etkili bir sistemde birlikte yer alarak lokalize bir bigimde
kullanilmasi, tezin literatirde yer alan diger c¢alismalardan en oOnemli
farkidir.

Yapilan c¢alismalarda, hem T98G hem de HUVEC’ler kullanilarak yapilan
denemelerin ardindan 95.42 ug 5-FU ve 0.05 mg Bevacizumab igeren 2 mm
kalinhginda ve 9 mm c¢apinda bir ¢ift etkili kitosan doku iskelesi sisteminin, in-vitro
kosullarda timor olusumunu engelleyebilecedi sonucuna ulasiimistir. Elde edilen
bilgiler, bu sistemin, beyin tUmor tedavisi igin klinikte kullanilacak bir Gridne

donusturulebilme potansiyeline sahip oldugunu géstermektedir.
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