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OZET

ANTINEOPLASTIK ILAC ICEREN MALEIK ANHIDRIT KOPOLIMER
KONJUGATLARININ ANTIMIKROBIYAL AKTIVITELERI, ILAC SALIM
DAVRANISLARI VE MEME KANSERI HUCRE SERILERI UZERINE
ANTITUMOR AKTIVITELERININ INCELENMESI

Tutku TUNC
Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Doktora Tezi
Danmisman: Prof. Dr. Zeynep SUMER
2013, 154 sayfa

Bu ¢alisma kapsaminda, ilk asamada maleik anhidrit iceren kopolimerlerin
sentezlenmesi, yapisal karakterizasyonu, antimikrobiyal  aktivitelerinin
arastirilmasi ve kopolimerlerin antineoplastik ajanlar ile tiirevlendirilmesi, sonraki
asamada ise sentezlenen kopolimer-ilag konjugatlarinin (giftlerinin) MCF-7 meme
kanseri hiicre serileri iizerine antitlimor aktivitelerinin incelenmesi ve L929 fare
fibroblast hiicre serileri {izerine toksik etkilerinin  (Sitotoksisitelerinin)
arastirilmasi amagclandi.

Kopolimerlerin ve kopolimer-ilag ¢iftlerinin yapisal karakterizasyonu
Fourier Doniisiimlii Infrared Spekroskopisi (FTIR) ve Proton Niikleer Magnetik
Rezonans Spektroskopisi (‘“HNMR) ile yapildi. Ayrica bu giftlerin sudaki
¢ozlinirliikleri incelendi. Kopolimerlerin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri
S. aureus, E. faecalis, Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus; E. coli, P.
aeruginosa, C. albicans mikroorganizmalar1 {izerinde Disk difiizyon ydntemi
kullanilarak aragtirildi. Kopolimer-ilag ¢iftlerinin yapay viicut sivist olarak kabul
edilen PBS (Phosphate Buffer Saline) tamponundaki davraniglar1 1, 24 ve 48.
saatlerde viicut sicakligi olan 37 °C’de incelendi. Kopolimer-ilag ¢iftlerinin MCF-
7 hiicreleri iizerindeki antitiimor aktiviteleri, saf antineoplastik ajanlarin gosterdigi

antitimor aktiviteleri ile karsilastirmali olarak MTT testi ile, 1929 hiicreleri
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tizerindeki toksik etkileri ise yine karsilastirmali olarak XTT testi ile belirlendi.
Sonuglar Mann-Whitney U Testi ile istatistiksel olarak analiz edildi.

Sentezlenen, yapisal karakterizasyonlar1 belirlenen ve sudaki ¢oziintirliikleri
arastirtlan kopolimer-ilag ciftlerinden {i¢ tanesinin amitlesme mekanizmasi ile
oldukga basaril1 bir tepkime ile birbirlerine baglandiklari, suda iyi ¢éziindiikleri ve
PBS‘deki davraniglarinin da olduk¢a iyi oldugu belirlendi. Kopolimerlerin
herhangi bir antibakteriyel ve antifungal etkisinin olmadig1 disk difiizyon yontemi
ile tespit edildi. Sentezlenen ¢iftlerden = MAVA-Ametopiterin  ve
MAVA-Gemsitabin  ¢iftlerinin, MCF-7  hiicreleri  lizerinde  antitimor
aktivitelerinin, icerdikleri saf ilaca gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). Her ¢ ¢iftin de 1929 hiicreleri iizerindeki toksik etkisinin
icindeki saf ilaca gore anlamli derecede diisiik oldugu bulundu (p<0,05).

Sonu¢ olarak; sentezlenen kopolimer-ilag ¢iftlerinin  konjugasyon
tepkimelerinin basarili olmas1 sonucu, igerdikleri kopolimerlerden farkli olarak
biyolojik uyum gosterdikleri, suda olduk¢a iyi ¢oOziindiikleri ve PBS
tamponundaki  davramislarinin  da uyumlu oldugu belirlendi. Ilag etken
maddelerinin  mevcut antitimor  aktivitesinin  kopolimer-ilag  giftlerinin
olusturulmasiyla arttig1 ve ayn1 zamanda toksik etkisinin de igerdigi saf ilaca gore

azaldig1 tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: kopolimer-ilag c¢ifti, antimikrobiyal aktivite, antitimor

aktivite, sitotoksisite.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTITUMOR ACTIVITIES ON BREAST CANCER
CELL LINES, DRUG RELEASE BEHAVIORS AND ANTIMICROBIAL
ACTIVITY OF THE COPOLYMER-DRUG CONJUGATES CONTAINING
MALEIC ANHYDRIDE ANTINEOPLASTIC AGENTS

by
Tutku TUNC
Department of Microbiology

Ph. D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Zeynep SUMER
2013, 154 pages

In this study, at the first stage; synthesizing the copolymers containing
maleic anhydride, investigating their structural characterizations and the
antimicrobial activity, and deriving the copolymers with antineoplastic agents
were aimed. In the second stage; analysing the antitumor activity of the
synthesized copolymer-drug conjugates on MCF-7 breast cancer cell lines and
investigating their toxic effects (cytotoxicity) on the L929 mouse fibroblast cell
lines were aimed.

Structural characterizations of the copolymers and copolymer-drug
conjugates were performed by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)
and Proton Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (*HNMR). Their solubility
in water were also examined. Antibacterial and antifungal activities of the
copolymers on the microorganisms S. aureus, E. faecalis, Meticillin-Resistant
Staphylococcus aureus, E. coli, P. aeruginosa, C. albicans strains were evaluated
using the Disc Diffusion method. The behaviors of copolymer-drug conjugates in
PBS (Phosphate Buffer Saline), which is accepted as artificial body fluid, were
investigated at 1%, 24™ and 48™ hours at 37°C, body temperature. Antitumor
activities of copolymer-drug conjugates on MCF-7 cells were determined by MTT

assay via comparing with antitumor activities of the pure antineoplastic drugs.
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Also toxic effects of copolymer-drug conjugates on L929 cells were determined
by XTT Assay via comparing with the pure antineoplastic agents. The results
were analyzed statistically with the Mann-Whitney U Test.

Three of the copolymer-drug conjugates which are synthesized, whose
structural characterizations are determined and solubility in water are examined
are determined to have been bound with a quite successful reaction via amidation
mechanism; to be well solved in water; and to have quite good release behaviour
in PBS. It is determined by Disc Diffusion Method that the copolymers have no
antibacterial and antifungal effects. Except for MAVA-Cytarabine conjugate,
antitumor activity of MAVA-Amethopterin and MAVA-Gemcitabine conjugates
on MCF-7 cells were found to be significantly higher than the pure drugs they
include (p<0,05). Toxic effects of all three conjugates on L929 cell lines were
found to be significantly lower than the pure drugs they incude (p<0,05).

As a result of the study; since the conjugation reactions of the copolymer-
drug conjugates have been successful, it is determined that unlike contained
copolymers, they have biocompatibility; that their solubility in water is quite good
and that they show compatible behaviours in PBS buffer solution. Existing
antitumor activities of the active ingredients of the drugs have increased with the
formation of copolymer-drug conjugates and at the same time the toxic effects of

them were decreased compared to the pure drug they include.

Keywords:  copolymer-drug conjugates, antimicrobial activity, antitumor

activity, cytotoxicity.
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1. GIRIS VE AMAC

Tiim 6liim nedenlerine bakildiginda, kanser hastaliklari, hem erkeklerde hem de
kadinlarda 2. sirayr almaktadir [1,2]. 2008 yilinda WHO (World Health
Organization)’ nin yaptirdigi bir arastirmaya gore diinyada ve Tiirkiye’ de
kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tiirii ise “Meme Kanseri”’dir. Ayrica, her iki
cinsiyet goz Oniine alinirsa meme kanseri, akciger kanserinden sonra ikinci sirayi
almaktadir [2,3].

Meme kanserinin tedavisinde cerrahi miidahale ve ilag tedavisi ayn1 oranda
onem  tasimakta,  hatta  cerrahi = miidahale = sonras1 = kemoterapi
(antikanser/antineoplastik ilag tedavisi), hastaligin tekrarlamasini biiyiik oranda
engellemektedir [2,4].

Kanser tedavilerinde kullanilan kemoterapi ilaglari; hiicre icine dogrudan
diffiiz eder ancak hiicre iginde spesifik bir bolgede toplanmazlar. Buna ek olarak,
eger bu ilaglar intravendz olarak viicuda verilirse sistemik olarak tim dokulara
yayilirlar. Iste bu kararsiz dagilimin bir sonucu olarak, gozle goriiliir yan etkiler
ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla birgok kemoterapi ilacinin klinik olarak
kullanimi, toksik yan etkileri yiiziinden diisiik terapodtik indekse sahip olmalari
nedeniyle smirlanmistir [5,6]. Bu nedenle ilaglarin viicutta gitmeleri gereken
yerlerde lokalize olmalarin1 saglamak ve yan etkilerini azaltmak amaciyla cesitli
oneriler gelistirilmektedir [7].

Antikanser tedavileri alaninda son 30 y1l igerisinde, bu antikanser ajanlarinin
terapotik etkilerini artirmak amaciyla 2 farkl: strateji ortaya atilmistir.

Birinci yaklagim; 6zellikle tiimdriin ilerlemesi ile ilgili molekiiler yontem ve
asamalar1 degistirecek ajanlar tasarlamak ve gelistirmekle ilgilidir. Bu yaklagimin
basarisi; imatinib, trastuzumab ve gefitinib gibi, molekiiler olarak aktif
hedeflemede rol alan yeni nesil ajanlarin basarili girisimleri ile kanitlanmastir.

Ikinci yaklagimda ise; kemoterapétik ajanlara kovalent olarak baglanabilen,
suda ¢6ziinebilir polimer fikri, 1970’lerin ortalarinda Ringsdorf tarafindan ortaya
atilmistir. Bu modele gore; polimerik tasiyictya bagli ilacin farmokinetiginin
degistirilmesi amaglanir. Bunun yani sira hedef fonksiyonel grup, ayni polimerik

tagtyiciya tanitilirsa, aktif hedeflemenin gerceklesmesi de miimkiin olabilecektir

[7].



Son yillarda ikinci yaklagimda sozii edilen, kanser tam1 ve tedavi
yontemlerinin iyilestirilmesi i¢in geleneksel ilaglara alternatif olarak polimer-ilag
ciftleri gelistirilmektedir. Burada dikkat ¢eken nokta, polimerik ilaglarin iistiin
fizikokimyasal 0Ozelliklerinden dolay1, klasik kiigiik molekiillii ilaglarda
bulunmayan tedavi edici 6zelliklere sahip olmalaridir. Diger bir deyisle biyoaktif
polimerler olarak da bilinen bu makromolekiillerin ila¢ etken maddeleri ile
etkilestirilerek gelistirilmesiyle oldukga fazla avantaja sahip, ilag salim sistemleri
(ISS) i¢in kullanisli molekiiller elde edilmistir [8].

Bu tip sentezlerde; sentetik bir polimer 6rnegine antineoplastik bir ilag etken
maddesi kimyasal konjugasyonla baglanarak, ilacin kontrollii olarak tiimor
hiicresine verilebilecegi ve etkisinin istenen yonde artirilmasi yaninda istenmeyen
yan etkilerinin de azaltilabilecegi amaglanmaktadir [9].

Baslangicta yenilik¢i polimer temelli ilaglara karst konulmustur ancak
bilimsel meraklar, endiistriyel gelismeler sonucu diizenleyici birimlerin onaylar
da alinarak bazi gereksinimler i¢in polimer uygulamalari ¢alisilmistir. Klinikte
diisiik maliyet ile verimli ilag ve tani sistemleri seklinde gilivenli olarak
uygulanmas1 amaglanmistir. Klinik amag¢li nanoteknoloji olarak adlandirilan ve
popiiler alanda odak noktasi olan polimer tedavisi, bu alanda biiyiik bir gelisime
neden olmustur [10].

Polimer-ilag konjugatlari, kemoterapdtik ajanlarin molekiiler seviyede
coziiniirliiklerini, gegirgenliklerini ve kararliliklarii artirmak amaciyla kullanilan
baslica ila¢ modifikasyonlaridir. Bu sekilde uygulanan stratejilerde amag;
kimyasal olarak orijinal bilesenden farkli, ancak benzer ya da daha 1yi biyolojik
etkileri olan modifiye ilag sistemleri gelistirmektir [11].

Son yillarda uygulamalar1 giderek yayginlasan kontrollii ila¢ salimim
sistemleri, ilaglarin istenilen hiz ve periyotlarla, hedeflenen doku veya organa
vermek suretiyle, etkin bir tedavi yontemi olusturmaktadirlar. Kisa zamanda bu
yeni ila¢ salinim sistemleri, kardiyoloji, oftalmoloji, endokrinoloji, onkoloji ve
immunoloji olmak iizere tibbin her dalinda etkin olarak kullanilmaya baslandi
[12,13].

Calismamizda kullanilan Maleik Anhidrit (MA), fonksiyonel 06zelligi
nedeniyle oldukg¢a fazla tepkime verme yetenegine sahip olmasinin yani sira,
polifonksiyonel maddeler ile de etkileserek ¢ok sayida fonksiyonel 6zellige sahip

yeni makromolekiillerin sentezlenmesini saglayan bir monomerdir [14,15].
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MA halkal1 bir yapiya sahiptir, bu halkanin kimyasal maddelerle etkileserek
acilmast farkli 6zelliklere sahip maddelerin sentezlenmesine yol agar ki, bu da
kullanim amacina gore ¢ok farkli Ozelliklere sahip yeni birgok maddenin
sentezlenmesine imkan tanir [16].

MA monomerini igeren bazi kopolimerlerin RNH, ve ROH benzeri
molekiillerle etkileserek tiirevlendirilmesi ve bu tiirevlerin suda ¢oziiniir 6zellikte
olmasi ila¢ salinim sistemlerinin etki mekanizmasi agisindan olduk¢a onemlidir.
MA igeren (Divinyl ether-maleic anhydride) kopolimeri olduk¢a fazla biyolojik
aktivite gosterir: Anti-timor, anti-viral, anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-koagulant
aktiviteler ve anti-inflammatory ajan bunlardan bazilaridir. Ayrica bazi MA
kopolimerlerinin de kendi baslarina antitimor etki gosterdigi bilinmektedir [17].

Meme kanseri tedavisinde siklikla kullanilan ve polimer-ilag konjugatlari ile
ilgili ¢alismalarda sik¢a karsimiza ¢ikan; Doxorubicin ve Gemcitabine ilaglarinin
kisa yarilanma Omriine sahip olmalart ve dokulardaki toksik etkilerinin fazla
olmast klinik uygulamalarini1 sinirlandirmaktadir. Amethopterin, Cytarabine,
Melphalan, Hydroxyurea gibi meme kanseri tedavisine spesifik olmayan genel
kullanim kemoterapi ilaglariin da yan etkilerinin fazla olmasit nedeniyle
kopolimerlere baglanarak toksisitelerini diisiirmek hedeflenmektedir [11].

Bu tez ¢alismasinda; antineoplastik 6zellik gosteren ilag etken maddeleri ile
fonksiyonel ozellikleri nedeniyle bir¢cok farkli biyolojik aktivite gosteren
kopolimerler etkilestirilerek, suda ¢oziinebilen yeni polimer-ila¢ konjugatlari elde
edilmesi amaglanmistir. Bu polimer-ilag ¢iftlerinin yapisal karakterizasyonu
yapildiktan sonra biyolojik aktivitelerine (Antibakteriyel, Antifungal) bakilmasi,
viicut sivist olarak kabul edilen PBS (fosfat tampon c¢ozeltisi)’ deki salim
davraniglar1 ile normal hiicreler tlzerinde toksik etkilerinin incelenmesi ve

antitimor aktivitelerinin arastirilmasi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi ve c¢ogalmasiyla meydana gelen bir
hastalik olup, ¢agimizda baglica 6liim nedenlerinden biridir. Gelismis tilkelerdeki
tim 6lim nedenleri i¢inde, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en ¢ok oliime
neden olan hastalik kanserdir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO); 2007 yilinda
7.9 milyon olan global kanser oliimlerinin, 2030 yilinda % 45 artarak
11.5 milyona yiikselecegini bildirmektedir. Diinya Saghik Orgiitii tarafindan
yapilan bagka bir arastirmada 6niimiizdeki her y1l 10 milyon yeni kanser vakasinin
goriilecegi ve 6 milyondan fazla Olimiin bu nedenle gergeklesecegi rapor
edilmistir [18].

Kanser cesitleri arasinda en sik rastlanilan tiir akciger kanseridir. Bu
hastalig1 sirasiyla; meme, kolon, karaciger, prostat, serviks ve mide kanserleri
izlemektedir.

Her iki cinsiyet goz oniine alinirsa meme kanseri, akciger kanserinden sonra
ikinci siray1 almaktadir [1,2].

Kanser, kontrolsiiz bicimde boliinen hiicrelerin birikerek tiimor adi verilen
yapilart olusturmas1 seklinde gozlemlenebilir hale gelmektedir. Timorler
dokulardaki davranislarina gére ii¢ ayri sinifa ayrilmaktadirlar. Iyi huylu timérler
herhangi bir dokuda olusabilmekte ve dokuda basing stresi yaratmakta, ancak
yayilim gostermemektedirler. In situ (tek bir yerde bulunan) tiimérler genelde
epitel dokuda goriilmektedirler. Kanser hiicresi morfolojisine sahip olmakla
birlikte dokularda yayilim gostermemektedirler. Habis karakterli tiimorler ise
diger dokulara yayilabilmekte ve organizmanin yasami icin tehlike
yaratmaktadirlar [19].

Kanserli hiicrelerin baslica 6zellikleri, artmig bir proliferasyon, diizenleyici

proteinlerin kaybolmus olmasi, genomik bir degiskenlik ve Oliimstizliiktiir
[20,21].



2.1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik rastlanan kanser tipidir ve kanser 6liim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Her 15 kadindan biri meme
kanserine yakalanir. Meme kanseri ABD’ de kadinlarda 6liim nedenleri arasinda
biitiin hastaliklar i¢inde besinci siray1 alir; 40-44 yas arasindaki kadinlar igin ise
en Oldiiriicti hastaliktir [2,3]. 2007 yil1 verilerine gore, Amerika’ da 178,480 yeni
olgu bulundugu ve bunlardan 40.460° mnin meme kanserinden hayatin1 kaybettigi
tahmin edilmektedir [22]. Tirkiye’de 2002-2005 yillar1 arasinda kadinlarda en

sik rastlanan kanser nedeni “Meme Kanseri” olarak tespit edilmistir [23].

2.1.2. Kanser Tedavisi ve Yeni Yaklasimlar

Kanser tedavisinde; tlimoriin organizmada bulundugu dokuya, hastanin fizyolojik
durumuna ve tiimdriin karakterine bagli olarak genis bir yelpazede cesitli tedaviler
uygulanmaktadir. Bu tedaviler arasinda kemoterapi, radyoterapi, gen terapisi,
immiinoterapi ve monoklonal antikor terapileri kullanilmaktadir.

Gilinlimiizde kanser tedavisinde en yaygin kullanilan tedavi yontemleri
kemoterapi ve radyoterapidir. Radyoterapide iyonize radyasyon, habis timor
hiicrelerini hasara ugratip 6ldiirmek i¢in kullanilmaktadir. Radyoterapi tiimor
tedavisinde lokal bir yaklasimdir ve dogrudan tiimor Kkitlesi hedeflenerek
gerceklestirilmektedir. Iyonize radyasyon, hiicrelerin DNA’larin1 dogrudan ya da
serbest radikal olusumu ile dolayli yoldan hasara ugratmakta ve hiicrenin 6liimiine
sebep olmaktadir [24].

Habis karakterli tiimor tedavisinde kemoterapi; sitotoksik ilaglar
kullanilarak gergeklestirilmektedir. Kemoterapi radyoterapinin aksine genel bir
yaklasimdir ve kullanilan ilaglar tiim viicut hiicrelerini etkilemektedir.
Kemoterapide amacg kanserli hiicreleri elimine etmek ve bunu gerceklestirirken
normal hiicrelere verilecek hasar1 en diisiik seviyede tutmaktir. Kemoterapide
kullanilan ilaglar etki mekanizmalarina gore; alkalize edici ajanlar, mitotik
inhibitdrler, hormonal ajanlar, antimetabolitler, misellandz ajanlar ve karsinolitik
antibiyotikler olarak siniflandiriimaktadirlar [25].

Kanser tedavisinde radyoterapi ve kemoterapinin kombine uygulanmasi

tedavi etkinligini arttirmaktadir. Ancak etki mekanizmasi halen tam olarak



aydinlatilamamistir. Kombine tedavide amag, radyoterapi ile timorlerin lokal
olarak yok edilmesi ve kemoterapi ile de metastatik hiicrelerin yok edilmesidir.

Bu uygulama ayrica tiimorlerde radyasyon duyarliliginin artmasina sebep
olmaktadir. Kemoterapinin ve radyoterapinin farkli hiicresel yap1 ve fonksiyonlari
etkileyerek birbirlerini tamamlayici nitelikte olmalarinin sebebinin, ortaya g¢ikan
radyoduyarlilik olabilecegi bildirilmistir [26].

Giiniimiizde her ¢ kisiden biri kanser olmakta, her dort erkekten biri ve her
bes kadindan biri kanser nedeni ile 6lmektedir. Bu durum kanser tedavisiyle ilgili

arastirmalara biiylik 6nem kazandirmistir.

2.2. Polimerler ve Tip Alaninda Kullanimlari

Polimerler ya da polimerik malzemeler; elektronik alet parcalari, yapistiricilar,
levha ve plakalar, kaliplanmis malzemeler, fren balatalari, yap1 malzemeleri, hava
ve deniz tasit parcalari, dekoratif malzemeler, boyalar, cam-lif takviyeli parcalar,
lifler, lastikler, paketleme malzemeleri, misina, dikis ipligi, ¢esitli aletler,
elastomerler, izolasyon malzemeleri, kopiikler, yer dosemeleri, yiizey kaplamalari,
kapsiilleme malzemeleri, kap ve kutular, oyuncaklar, mutfak egyalari, boru ve
tipler, kablo kiliflari, steril edilebilir tibbi malzemeler, yagmurluklar, tekstil ve
kagit endiistrisi gibi giinlik yasamimizin bir ¢ok alaninda {stiin 6zellikleri
nedeniyle onemli bir rol almaktadirlar ve kullanim alanlar1 da giin gectikge
artmaktadir [27].

Son yillarda ise biyotip alanindaki arastirmalarda da polimerler oldukga
kullanigli hale gelmistir. Son 30 yilda yapilan biyotip alanindaki gelismelere
polimerlerin, ilag salim sistemlerinde ve denetimli salim sistemlerinde
kullanimlar1 6nemli katkida bulunmustur. Essiz fizikokimyasal ve fonksiyonel
ozellikleri nedeniyle kopolimerlerin, biyolojik ortamlarda farkli biyolojik
aktiviteler gosterdikleri bilinmektedir [17].

Polimerler fiziksel ve kimyasal oOzelliklerine gore suda ¢oziinebilir
Ozellikte olabilecegi gibi, ¢ozlinmeyebilir 6zellik de gosterebilir. Suda
¢oziinmeyen polimerlerin suda olduk¢a az ¢oziinen ilaglarla olusturduklar
polimerler genellikle suda oldukca iyi ¢oziinmektedir. Bu o6zellik diisiikk mol
kiitleli ilacin, hedefe (doku, hiicre v.b.) olan 6zgiinlligiinii artirarak daha kullanish
ve faydali olmasimi pozitif yonde etkilemistir [28]. Ringsdorf’un sundugu orijinal

calismada, bolge hedefli polimerik ilaglar, cesitli hastaliklara karsi terapotik
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ajanlar olan fonksiyonel polimerlerin rollerini aydinlatmistir. Bu polimer ilag-
konjugat sistemleri kiiciik molekiillii ilaglarin ve terapotik ajanlarin hedefli

dagitimini saglamistir (Sekil 2.1) [29].
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Sekil 2.1 Polimer-ilag, polimer-protein ve polimer-DNA konjugat sistemleri [10].

2.2.1. Polimerlerin Tarihi Gelisimi
Polimerlerin tipta kullanimi yeni degildir. Hi¢ kuskusuz, dogal polimerler, dogal
ilagc komponentleri olarak bin yildan fazla siiredir kullanilmaktadir. Modern
farmakoloji spesifik dogal iiriinleri ilag olarak belirlemede ¢ok daha dikkatlidir ve
onlarin mekanizmalarinin molekiiler seviyesini kesin olarak anlamaya baglamistir.
Enjekte edilebilir ilag dagitim sistemlerinin makromolekiiler 1ilaclar veya
komponentleri olarak sentetik, suda ¢oziinebilir polimer fikri ile yakin bir tarihte
polimer biliminin kendi kendine ortaya ¢ikis1 siirpriz olmamaktadir [30,31].
Hermann Staudinger ve arkadaslari, 1920’de polimer biliminin dogusunda
biiylik ¢abalar sarf etmislerdir. 1953 yilinda Staudinger, ilk polimer Nobel
odiiliinii “Makromolekiiler Kimyanin Kesfedilen Alanlar1” ile almistir. Tesadiifi

olarak aym yil Watson ve Crick, DNA’nin yapisim1 anlatan makalelerini



cikartmiglardir. Yaklasik 0 zamanlarda suda ¢oziiniir sentetik polimerler saglik
alaninda parenteral ilag verilmesi i¢in yardimei olmustur [10].

Ikinci diinya savasi boyunca polivinil prolidon gibi sentetik polimerik
plazma agicilara genis oranda uyum saglanmustir. Ik polimer ilag konjugat: olarak
yan zincirlerinde enzimatik yikilan veya parcalanmayan ilaglarin tutturuldugu
meskaline-N-vinilpirolidin konjugatlari ortaya ¢ikmistir. Bdylece biyolojik olarak
aktif polimerik ilaglar popiilarite kazanmaya baslamistir [32].

Ilk olarak 1960’larda divinil eter-maleik anhidrit kopolimeri anti-kanser
ilaci olarak klinikte test edilmistir. Erken Klinik deneylerde, agir toksisite
nedeniyle basarisiz olmustur ve damar igine verildiginde, polimerin molekiil
agirh@inda degisimleri ile iligkili tehlikeli yan etkileri gortilmiistiir. 1970’lerde
ortaya ¢ikan polimerik ilaglar, polimer-protein ve polimer-ilag konjugatlari,
calismalara 6ncii olmustur. 1970 ve 1980’lerdeki ilk polimerik ila¢ adaylari i¢in
calismalar klinik testlerde son bulan girisimlerdir. Polimerik ilaglar igin yapilan
baz1 6nemli ¢abalarin sonucu olarak, ilk denemelerinde klinik sorunlarin ¢éziimii
ile rutin klinik kullanima donilistim saglanabilir. Klinik 6ncesi toksikolojik
protokollerin belirlenmesi, giivenligi bir olglide saglayabilir ancak klinik
deneylere ve klinik protokollerin optimizasyonuna da ihtiyag¢ vardir [10].

1990’larda polietilenin rutin klinikte kullanimi, Amerikan Gida ve llag
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir. Akut immin yetmezlik sendromunun
tedavisi i¢in PEG-adenozin, akut lenfoblastik 1osemi tedavisi i¢in PEG-L-
asparaginaz kullanilmistir. Ayni zamanda Japonya’da, Maeda ve arkadaslari
tarafindan, 1-sitren-ko-maleik anhidritin anti-kanser proteini olan neokarzinstatin
ile konjugati (SMANCS) gelistirilip, primer karaciger kanserli hastalarda basarili
bir sekilde kullanilmig ve hastaligin tedavisi igin kullanimi onaylanmustir [33].
Hidrofobik bir protein ve polimerin konjugasyonu ile goriintiileme sistemleri i¢in
kullanilan faz kontrast ajan olan Lipiodol’in polimer yoluyla dagitimina izin
verilmistir. Bu formiilasyon hepatik arter yoluyla lokal olarak uygulanmistir.
Polimer konjugatlarini igeren makromolekiillerin uzun siireli sirkiilasyonu ve
polimer kapli lipozomlarin EPR etkisi (gelismis gegirgenlik ve tutulma etkisi) ile
damardan enjeksiyondan sonra anti-tiimér ilaglarin tiimér dokularda pasif olarak
birikmesi artik daha iyi bilinen ozelliklerdir. Bu konjugatlardaki polimerler
sentetik olup L-alanin, L-lizin, L-glutamik asit ve L-tirozinin rastgele olarak

kopolimer sentezini igerir [34]. Ek olarak edinilmis bagisik yetersizligi hastaligi
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(AIDS) hastalarina, vajinal anti-HIV viriisii ve dekstrin—2-siilfat ilk dendrimer
temelli ilaglar periton i¢ersine verilmistir [35].

Ilk sentetik polimer ile anti-kanserojen ila¢ konjugatinin klinik testleri 1994
yilinda baglamistir. N-(2-hidroksipropil) metakrilamid (HPMA) kopolimeri
doksorubisin ile konjuge edilmistir [28]. O zamandan bu yana besten fazla HPMA
kopolimer konjugati klinikte uygulanmig olup anti-anjiyogenik ilk konjugat su an
in vivo test asamasindadir [36]. Anti-kanser ila¢ tasiyict polimerlerden
poli(glutamik asit), PEG ve polisakkaritler su an klinik olarak denenmektedir ve
bu smiftaki ilk polimer ¢ok yakinda kullanilmaya baslanacaktir.

Anti-kanser ilaglarin hedefli dagitimi i¢in alternatif bir yaklagim, anti-kanser
ilaglarin  kopolimer miseller igerisine kovalent baglanmasi veya kolayca
hapsedilmesi ile hazirlanan konjugatlarin kullanimidir. Erken klinik testlerle bu
tip 3 sistem gelistirilmistir [10].

1980’lerin ~ sonlarina  dogru, hastaliklarin  molekiiler temellerine
odaklanilmasiyla gen terapi umutlari da hiz kazanmistir. Gen terapi igin viral
vektorler kullanilmaktayken, hala polimerik, non-viral vektorler alternatif olma
yolundadir. Polimer temelli vektorlerin gesitliligi nedeniyle gen dagitim sistemi
olarak kullanilmas: tasarlanmustir [9]. Ik polimerik viral vektdr iiriinlerinin
piyasaya ¢cikmis olmasina ragmen bu alanda yapilacak daha ¢ok sey vardir.

Paul Ehrlich’in kemoterapi icin ilk sentetik kiiciik molekiilii 6nermesinden
bu yana heniiz yiizyillik bir zamanin gectigi unutulmamalidir. ilk biyoteknoloji ve
polimer temelli iriinlere giris yaklasitk 20 yil Oncesidir. Yine de su anda
farmakolojik endiistrinin esas isi, diisiik molekiil agirlikli ve 6zellikle hastalar igin
oral alima uygun olabilecek 6zellikteki onciil ilaglardir. Makromolekiiler ilaglar,
proteinler, polimer ilaglar ve genler gibi oral olarak alinamayan ilaglarin, kimyasal
kompleksliligi ve pratikteki kullanim zorluklar1 20. Yiizyilin sonuna kadar ilag
endiistrisinde aday olarak gelistirilmelerinde sorun teskil etmistir. Ancak FDA’
nin birgok makromolekiiler ilaci ve ilag dagitim sistemlerini kiigiik molekiillerden
daha fazla onayladig1 gézlenmistir.

Su ana kadarki siirede on veya yirmi yil dncesindeki bilgiler olgunlagmis ve
cok disiplinli alanlarda polimer kimyasi galismalarinin artist ile ikinci nesil
polimer ilaglarin gelistirilme ve dizaynina yonelim olmustur. Polimer sentezleri
yenilikgi bircok materyale yonelmis olsa da yeni materyallerin biyolojik ve

fizikokimyasal karakterizasyonu i¢in dikkatli olunmas1 gerekmektedir [10].
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Klinik kullanim i¢in biyouyumlu sentetik polimerlerin viicuda verilis
rotalarinda, dozlarinda ve verilis sikliklarinda zararli olmamalarinin belirlenmesi
olduk¢a Onemli ve gerekli bir parametredir. Suda ¢oziinlir polimerlerin genel
sitotoksisite, hematoksisite ve immunojenlik (hiicresel ve humoral) gibi 6zellikleri
calisilmaktadir. Klinik ¢alismalardan once, ilag tasiyicisi olarak sentezlenen

polimerlerin ciddi toksikoloji testlerinin yapilmasi da gerekmektedir [10].

2.2.2. Polimerlerle ilgili Genel Kavramlar

Genel yapilar1 goz Oniine alindiginda, polimerler, cok sayida aym veya farkli
monomerlerin ya da gruplarin kovalent baglarla birbirine baglanmasiyla
olusturduklar1 yiiksek mol kiitleli oldukg¢a biiyiik bilesiklerin genel adidir.
Polimerik yapilar1 olusturmak iizere bir araya gelen en kiigiik yapisal molekiil
birimlerine ise monomer denir, monomerlerin ayni ya da farkli olmasina goére
polimerler agagidaki gibi siniflandirilmaktadir [27] :

1) Homopolimer: Polimer zincirinde tek tip monomer biriminin yinelenmesiyle
olusan yapilarin genel adidir.

2) Kopolimerler: Polimer zincirinde farkli tip monomer birimleri kullanilarak
meydana gelen yapidir.

3) Terpolimerler: Kopolimer zincirlerinde kimyasal yapilar1 birbirinden farkli ti¢
monomer birimi kullan1ldiginda meydana gelen yapilardir.

Iki farkli monomerden olusan kopolimerler, monomer birimlerinin zincir
boyunca dizilis bicimine gore de rastgele, ardisik, blok ve as1 kopolimer olmak
lizere de 4’e ayrilmaktadir.

Polimerlerin molekiiler yapilari ister homopolimer isterse kopolimer olsun,

zincir bigimlerine gore ise; dogrusal, dallanmis ya da ¢apraz bagl olabilirler [27].

2.2.3. Polimerlesme Tepkimeleri
Kimyasal —mekanizmalar1 g6z Oniinde bulunduruldugunda, polimerler,
sentezlenme yontemine gore kondenzasyon (basamak) ve zincir (katilma)

polimerlesmesi olmak tizere iki yontem adi altinda incelenebilmektedir [27].

2.2.3.1. Kondenzasyon (Basamak) Polimerlesmesi
Hidroksil (-OH), karboksil (-COOH) ve amin (—NH,) gibi fonksiyonel gruplari

bulunan iki farkli ya da benzer yapidaki molekiilin bir araya gelmesiyle
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aralarindan su (H20), hidroklorik asit (HCI) ve amonyak (NH3) gibi kiigiik bir
kimyasal molekiiliin ayrilmasina kondenzasyon tepkimeleri denir. Genellikle bu

tepkimelerden poliamitler ve poliesterler elde edilmektedir.

2.2.3.2. Zincir (Katilma) Polimerlesmesi

Monomer birimlerinin biiylimekte olan polimer zincirlerine tek tek ve hizli bir
sekilde katilmasiyla meydana gelen ikinci bir polimerlesme yontemidir. Radikalik
baslaticilar kullanilarak meydana gelen serbest radikal polimerlesmesi ise,
radikaller iizerinden yiiriitiilen zincir (katilma) polimerlesmesidir. Radikaller,
ciftlesmemis elektron c¢ifti igeren kimyasal yapilar i¢in kullanilan genel bir
isimdir. Zincir biiyiimesi hizli bir sekilde meydana geldiginden, polimerlesme
ortaminda polimerlesmenin her asamasinda, sadece yiiksek mol kiitleli polimer ve
tepkimeye girmemis monomer bulunmaktadir. Bu tip bir polimerlesmeyi
baslatma; peroksit tlirii olan benzoil peroksit (BPO) ve azo tiiri olan
azobisizobutironitril (AIBN) gibi bazi organik yapilarin 1s1 etkisiyle
bozunmasindan elde edilen serbest radikallerin baslatici olarak kullanilmasiyla
gerceklesmektedir. Asagida gosterildigi gibi farkli bozunma ya da pargalanma
sicakliklarina sahip BPO ve AIBN baslaticilarindan pargalanma tepkimesiyle
olusan serbest radikallerin ve radikalik tiirlerin kimyasal yapilar1 yer almaktadir

[27].

80°C .
—C—0—0—C— — 2 —C—0
Parcalanma

I I I

0] O 0]

Benzoil peroksit Benzoil oksi radikali
CH3 CH3 CH3
| | 0 g
| | Parcalanma |
CN CN CN

Azobisizobutironitril Siyanopropil radikali

Sekil 2.2. Radikalik baslaticilar olan BPO ve AIBN’nin pargalanma

tepkimesinden olusan radikaller.
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2.2.3.3. Serbest Radikal Polimerlesmesi

Serbest radikaller, polimerlesmeyi baslatmak {izere, kimyasal maddeler
kullanilarak ya da baz1 fiziksel etkenlerden yararlanilarak iiretilmektedir.
Radikalik polimerlesmenin baslatilmasinda kullanilan kimyasal maddeler ve
fiziksel etkenler; organik peroksit veya hidroperoksitler i¢in 1s1 etkisi, azo
bilesikleri i¢in 151k ve UV-1sinlari, redoks baslaticilar i¢in yiiksek enerjili 1ginlar
ve organometalik bilesikler icin ise elektrokimyasal yontem seklinde
siralanabilmektedir [27]. Serbest radikal polimerlesmesi baslama, biiylime ve

sonlanma olmak tizere temel olarak ii¢ adimda meydana gelmektedir.

2.2.3.4. Iyonik ve Koordinasyon Kompleks Polimerlesmesi

1. Iyonik katilma polimerlesmesi: Zincir polimerlesmesinin, serbest radikaller
tizerinden oldugu kadar anyon ve katyon gibi pozitif ya da negatif iyonlar
tizerinden de yliriiyebildigi polimerlesme tiirline iyonik katilma polimerlesmesi
ad1 verilmektedir. Burada monomerler, zincir uglarindaki iyonik aktif merkezlere
radikalik polimerlesmedekine benzer sekilde katilarak polimer zincirini
biiyiitiirler. Eger aktif merkez negatif yiiklii ise anyonik katilma polimerlesmesi,

pozitif yiiklii ise katyonik katilma polimerlesmesi meydana gelmektedir [27].

2. Koordinasyon kompleks polimerlesmesi: Zincir polimerlesmesinin serbest
radikaller yerine koordinasyon kompleks yapict maddeler {lizerinden yiiriiyebildigi
polimerlesme tiridiir. Genellikle Ziegler-Natta Kkatalizorleri gibi  uygun

katalizorler kullanilmaktadir.

2.2.4. Maleik Anhidrit Monomeri ve Maleik Anhidrit Kopolimerlerinin
Ozellikleri

Radikalik baglaticilar yardimiyla, radikalik kopolimerlesmeye elverisli iki farkli
monomerin bulundugu ortamin iyonlagtirici 1sinlarla 1sinlanmasi, elektroliz
edilmesi veya ortama radikalik baglaticilarin katilmasiyla kopolimerler elde
edilebilmektedir [27]. Bu calismada, maleik anhidrit (MA) monomeri vinil
monomerleri olarak da bilinen stiren (ST), vinil asetat (VA), metil metakrilat
(MMA) ve allil fenil eter (AFE) monomerleri segcilerek, serbest radikal

polimerlesme tepkimesiyle farkli kopolimerler sentezlenmistir.
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Kimyasal yapis1 nedeniyle oldukca fonksiyonel 6zellige sahip olmasina
ragmen maleik anhidrit (MA) c¢ofu monomerin aksine, normal kosullarda
homopolimerlesmeyen, yani kendi kendine kopolimer olusturamayan, bilinen en
iyi elektron alici (electron acceptor) monomerdir [37]. Kapali formiili C4H,03
olan maleik anhidrit (MA) monomeri, suda ¢éziinmeyen ancak eter, aseton ve
kloroform gibi organik c¢oziiclilerde oldukca 1iyi c¢oziinebilen organik bir
molekiildiir. Oldukga dogal ve kullanigh bir bilesik olan MA; elma asidinin kuru
damitilmasindan elde edilmistir. Daha sonra MA, sirke asidinin klor anhidritinden
ve elma asitinden elde edilmistir. 1900’li yillarda ise, benzoliin Katalitik
oksitlesmesinden MA elde edilebilmistir [12].

HC__CH

C/ \C
SN

Sekil 2.3. Maleik anhidrit (MA) monomerinin kimyasal yapist.

MA monomeri, dikarboksilik yapida olan anhidritlerin sahip oldugu tiim
ozelliklerini tasimaktadir. MA’daki her iki karbonil (C=0) grubunda yer alan ¢ift
baglar nedeniyle olefinlerin verdigi tiim tepkimeleri verebilme yetenegine
sahiptir. Karbonil gruplarinda bulunan ¢ift baglar nedeniyle MA, dienofil (iki tane
konjuge ¢ift bag iceren yapidir) 6zellik kazanmaktadir. Dienofil 6zellik nedeniyle
MA kopolimerleri; hidroliz tepkimeleri, tuz olusumu, esterlesme, amidlesme,
amidik asit olusumu ve imitlesme gibi olduk¢a fazla farkli tip tepkime

verebilmektedir [15].

2.2.4.1. Maleik Anhidrit Kopolimerlerinin Katilma Tepkimeleri

Maleik anhidrit monomerinden kaynaklanan olduk¢a fonksiyonel 6zellikte olan
anhidrit halkasinin verdigi katilma tepkimesiyle elde edilen MA-kopolimerleri,
¢ok sayida tepkime verebilme yetenegine sahiptirler. Bu tepkimeler; yeniden
esterlesme, kopolimerlesme ve kondenzasyon gibi anhidrit zincirleri ile biiyiiyen
tepkimeler ve iki farkli monomere ait fonksiyonel gruplarin anhidrit halkasi ile
verdikleri tepkimeler olmak iizere iki gruba ayrilir. Her iki durumda gergeklesen
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tepkimelerde zincir uzunlugunu degistirmez [12]. MA kopolimerlerinin in-vitro
ve in-vivo galismalarla bir¢ok biyolojik aktivite gosterdikleri saptanmistir [17].
Bunlardan maleik anhidrit-stiren (MAST) kopolimeri ile ilgili birgok g¢aligma

literatiirde goze ¢arpmaktadir.

2.2.4.2. Polianhidritlerin fla¢ Salim Sistemlerinde Kullanilmasi
Sentezlenen fonksiyonel polimerlerin ¢ogunlugu polianyonik  ozellikte
oldugundan bu tip biliylilk molekiiller "polianyonik polimerler" olarak da
bilinmektedir. Bir polimer zincirinde yiiklii gruplarin tiimii negatif ise, bu polimer
polianyon o&zellikli bir polimerdir. Polimer zincirlerinin polianyon disinda ve
¢ogunlukta olan kismi hidrofobik 6zellik tasimaktadir. Polimer zincirinin,
ozellikle fonksiyonel kisminda, molekiiler yapisinda meydana getirilen kimyasal
modifikasyonlar ile hidrofilik kisim artirilarak biyolojik aktivite artisinda 6nemli
rol oynamaktadir. Ozellikle bu tez calismasi kapsaminda antikanser aktivitesi olan
ilag etken maddeleri yardimi ile polianyonik karakterin yani karboksilat
anyonunun artirtlmasi ve bununla beraber asidik 6zelligin ¢ogaltilmasiyla suda
¢oziinebilen yeni kopolimer-ilag ¢iftinin biyolojik aktivitesinin artacagi
beklenmektedir. Polimer-Ilag  ikilisinin suda ¢oziinebilmesini  saglamak,
polianyonik karakterle polimerin su ile hidrojen bagi yapabilme kapasitesini
artirarak  gerceklestirilmektedir. Son yillarda polianhidritlerin ilag salim
sistemlerindeki uygulamalart artmakla birlikte olduk¢a yaygin hale gelmistir [38].
Suda ¢0Oziinebilir ozellikte olan maleik anhidrit iceren kopolimerler,
polianyonlar olarak kullanilmaktadir ve fonksiyonel tiirevleri yiiksek biyolojik ve
fizyolojik aktiviteye sahiptir [39]. Polianhidritler, biyouyumluluk ve
biyobozunabilirlik agisindan, ilag salim sistemleri i¢in en uygun biyobozunabilir
polimerlerdir. Polianhidritler, genellikle, nadiren suda ¢6ziinebilen iki karboksil
(-COOH) grubu igeren monomerlerin birbirleriyle anhidrit baglariyla

baglanmasindan meydana gelmektedir.

2.2.4.3. Kimyasal Modifikasyonun Onemi

Radikalik baglaticilar ile serbest radikal zincir polimerlesme tepkimeleriyle
sentezlenen maleik anhidrit igeren polimerler, anhidrit halkasinin aktifligi nedeni
ile fonksiyonel oOzelliktedirler. Bu yiiksek reaktivite, yeni bilesiklerin

sentezlenmesine yol agmaktadir [14]. S6z konusu molekiillerin suda ¢6ziinebilme
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ve buna paralel olarak da biyolojik aktivite gosterebilme yetenegi, polimer
zincirinde meydana gelen hidrofilik (suyu seven ve ceken ylizey) karakterin
artmasi sonucudur [39]. Genellikle polimer zincirinde bulunan anhidrit halkasinin,
etkilesime girdigi kimyasal maddeler tarafindan agilmasi tiirevlendirme ya da
kimyasal modifikasyon olarak ya da halka acilmasi tepkimeleri olarak
bilinmektedir. Anhidrit halkas1 genellikle sodyum hidroksit (NaOH), potasyum
hidroksit (KOH), ya da amonyum hidroksit (NH;OH) gibi bazik karakterli
molekiiller ile modifikasyon tepkimesi ile hidroliz edilmektedir. Tiirevlendirme
ya da kimyasal modifikasyondan sonra karboksilik asit ve ester (etken madde
ROH gibi alkol yapisinda ise) ya da amid (etken madde RNH, gibi amin
yapisinda ise) icerikli yeni bir yap1 elde edilmektedir [16].

Onceki yillarda yapilan bir calismada; maleik anhidrit-stiren (MAST)
kopolimerinin benzoik asitler ile esterlesme ve amidlesme tepkimelerinin her

ikisini de verebildigi belirtilmistir [17].

HC_CH 4— CH; —CH
D!
N\ o
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CH___CH; — HC— CH
.
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HN@COOH l lno —@—coon
CH__ CHy___ (‘JH ___cH CH CHy (|:H C‘H
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0OH NH OH 0
n

COOH COO0OH

n

Sekil 2.4. Maleik anhidrit-stiren (MAST) kopolimerinin benzoik asitlerle

esterlesme ve amidlesme tepkimesi.
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2.2.4.4. Suda Coziinebilme, Hidroliz ve Biyolojik Aktivite

Maleik anhidrit kopolimerlerinin olas1 hidroliz mekanizmasi, biyolojik siire¢lerde,
karboksil asit ve tiirevlerinin sulu ortamlarda gosterdikleri davranislar agisindan
oldukca dnemlidir. Molekiiler yapida kuvvetli hidrojen-bag1 yapabilen kisimlarin
ve anhidrit birimlerinin tamamen hidrolizi, polimerin suda olduk¢a iyi
¢oziinebilmesini saglar. MA’ in hidrolizinden elde edilen maleik asit
kopolimerleri polianyonik polimerler olarak da bilinirler. Fonksiyonel 6zellikteki
makro-molekiilin yan zincirinde igerdigi sirali hidrojen-bagi yapmis
karboksil (-COOH) gruplarinin miktarina bagli olarak, bu polimerin gosterdigi
antitimor etkinin de arttig1 bilinmektedir [39].

Sentezlenen polimer-ilag konjugatlar1 i¢in sikga karsilagilan en biiyiik
problem sudaki ¢oziiniirliiktiir. Ciinkii hidrofobik (suyu sevmeyen, iten) ozellikte
olan polimerik makromolekiiliin modifikasyonuyla hidrofiliklik (suyu seven,
¢eken) artmaktadir. Polimerin mol kiitlesi arttiginda, genellikle ¢oziiniirligi
azalmaktadir. Ote yandan polimer-ila¢ konjugatlarinin hidrofilik karakteri arttik¢a
buna bagli olarak suda c¢oziiniirligii de artmaktadir [28]. Suda oldukga iyi
¢oziinebilen polianyonik O6zellikli olan bu fonksiyonel tiirevler antibakteriyel,
antitimor, antifungal ve antimikrobiyal etki gibi biyolojik ve fizyolojik aktiviteler

gostermektedir [17].

2.2.4.5. Fizyolojik Sivilarda Salim Davranisi

Kopolimer-ilag giftlerindeki ilag etken maddelerinin salim davranisi iire, D-glikoz
ve tuzlu su gibi fizyolojik sivilarda ve sentetik iirede incelenmektedir. Bir baska
fizyolojik sivi olan ve ¢aligmalarda siklikla kullanilan PBS (Phosphate Buffered
Saline) tampon ¢ozeltisinde bulunan tuzlar, salim ortamindaki osmotik basinci
azaltir ve ila¢ salimini kontrol ederler [18].

Canli sistemlerde devam ettirilen ¢alismalarda PBS’in kullanilmasinin asil
amaci, igerigindeki toplam iyon derisiminin Okaryotik bir hiicre stoplazmasinin
toplam iyon derisimine esit kabul edilmesidir (PBS=145mM). Bu dengenin
saglanmas1 biyokimyasal reaksiyonlar i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu ¢alismada
kullanilan PBS tampon ¢ozeltisinin igerigi; 137 mM NaCl, 2 mM KCI ve 10 mM
fosfat tamponu (pH=7,4 £ 0,1) seklindedir. [18].
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2.4. Polimerlerin Biyolojik Aktiviteleri
Polimerlerin yapisal karakterizasyonu yapildiktan sonra, g¢esitli biyolojik

aktiviteleri de arastirilmaktadir [17].

2.4.1 Antimikrobiyal Maddeler

Bir antimikrobiyal maddede olmasi gereken baslica ozellik selektif toksisitedir.
Selektif toksisite (segigi toksisite) kavrami ilk kez Paul Ehrlich tarafindan ortaya
atilmstir. Kemoterapide  kullanilan ~ antimikrobiyal = madde  disik
konsantrasyonlarda bile etkili olmali ya da ¢ok az toksik olmalidir. Béyle bir
etkinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in; antimikrobiyal maddenin hedef olarak memeli
hiicrelerinden ¢ok, mikroorganizma hiicrelerini segmesi gereklidir.

Bakteriler prokaryot hiicrelerdir, memeli hiicreleri ise dkaryottur. Prokaryot
hiicrede var olan, ancak Okaryot hiicrede bulunmayan bir molekiilii hedefleyen
antimikrobiyal maddeler (6rn; penisilinler, sefalosporinler, siilfonamidler) yiiksek
derecede segici toksisiteye sahiptir. Oysa Okaryot hiicre yapisi gosteren ve
dolayist ile yapisal olarak memeli hiicrelerine benzeyen mantar ve protozoonlara
etkili antimikrobiyal maddeler i¢in segici toksisiteden so6z etmek hatali olur.
Viriislere etkili ilaglarin segici toksisitesinden de hi¢ s6z edilemez. Viriisler konak
hiicreye entegre olduklarindan, konaga zarar vermeden virilisii etkilemek
olanaksizdir. Bu nedenle viral enfeksiyonlarin ¢ogunlugu antimikrobiyal
maddelerle tedavi edilemez. Viral enfeksiyonlar viicudun dogal savunma
mekanizmalari ile sonlandirilirlar [40].

Cok kii¢iik konsantrasyonlarda bile patojen mikroorganizmalar iizerine zarar
verici etkileri (parazitotrop etki) biiylik, buna karsilik konak organizma tizerindeki
etkileri (organotrop etki) ¢ok kiiciik olan ya da hi¢ bulunmayan; tedavi amaci ile
kullanilan kimyasal maddelere “kemoterapétikler” adi verilmektedir. Secici toksik
etki dedigimiz bu Ozellik kemoterapétiklerle antiseptik maddeler arasindaki
baslica ayricaliktir. Mikroorganizmalar soliter canli hiicrelerdir. Organizmanin
yapisini da canli hiicreler olusturur. Hiicrelerin de mikroorganizmalar gibi segici
gecirgen zarlari, benzer yapida stoplazmalari ve metabolizmalarini saglayan
mikroplarinkine benzer enzimleri vardir. Bu durumda bir kemoterapotik
maddenin patojen mikroorganizmayla, konak organizma arasinda segici toksik

etki gostermesi zorlugu ortaya ¢ikar [41].
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Kemoterapiyi diger tedavilerden ayiran en onemli Ozelliklerden birisi,
tedavide hastalifa yol acan etkenin yani mikroorganizmalarin dogrudan yok
edilmesinin hedeflenmesidir. Diger bircok hastaligin etiyolojisinde c¢ok ¢esitli
faktorlerin rol oynamasi nedeniyle, tedavide tek hedefe yonelik strateji gelistirme
zorluguna karsin enfeksiyon hastaliklarinda, her ne kadar bireysel ve g¢evresel
faktorlerin rolii olsa da esas olarak hastaliga yol acan mikroorganizmanin
kemoterapotiklerle yok edilmesi biiyiik dlgiide basari saglamaktadir. Oldukca
etkin olan bu tedavi yaklasimi, bilingsiz kullanim halinde direng gelismesi
nedeniyle tedavide Dbasarisizlifa neden olabilmektedir. Bu nedenle
kemoterapotiklerin belirli kurallar dahilinde, bilingli olarak kullanilmasi 6nem
kazanmaktadir.

Kemoterapide ana ilke; konakgida, hi¢ veya ¢ok az toksik etki yapan bir
kimyasal madde ile hastalik etkeni organizma tizerinde, yeteri kadar toksik veya
letal etki olusturmaktir. Kemoterapdtik ilaglar, viicutta kimyasal maddelerin segici
etkisi i¢in tipik birer 6rnektirler. Bu segici etki, patojen mikroorganizma hiicresi
ile insan veya genel olarak memeli hiicresi arasinda, yapi ve biyokimyasal
mekanizmalar bakimindan var olan farklar sayesinde miimkiin olmaktadir.
Secicilik derecesi, ¢esitli terapdtik ilag gruplarinda degisiklik gosterir. Penisilinler
en cok secicilik gosteren ilaclardir. Giiglii bakterisidal etki gosterdikleri halde,
memeli hiicresi tlizerindeki yalin toksik etkileri ¢ok zayiftir. Buna karsilik,
stoplazma membranina veya c¢ekirdekte DNA / m-RNA sentezine ya da
m-RNA’nin ribozomlardaki g¢evirisine etki yapmak suretiyle antibakteriyal etki
gosteren bazi kemoterapotik ilaglarin segiciligi diisiiktiir; genellikle bakteri
yaninda memeli hiicresi iizerine de toksik etki yaparlar. Bu konuya penisilinlerin
etki mekanizmas1 ornek olarak verilebilir.

Bakterilerde; memeli hiicrelerinde de bulunan lipit tabiatindaki hiicre
stoplazma membranina ilave olarak, bir de onun dis tarafinda hiicre duvari denilen
daha saglam bir tabaka vardir. Bu duvar sayesinde bakteri sitoplazmasinin
osmotik basinci, ortaminkine gore ¢ok yiiksek degere ulastigi zaman bile,
tiimliiglinii ve seklini koruyabilir. Penisilinler, hiicre duvarinin esasini olusturan
uzun polimer molekiil zincirlerinin yan dallarla birbirine kenetlenmelerini
engeller; boylece hiicre duvarmin olusmasi 6nlenmis olur ve sonugta bakterinin
Olimiine yol acar. Memeli hiicresinde bodyle bir yapt bulunmadigindan onun

tizerine penisilinlerin belirgin bir toksik etkisi yoktur [41].
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Antimikrobiyal tedavinin temelinde yatan en 6nemli kavram segici toksisite,
yani konagi harap etmeden mikroorganizmalarin inhibe edilmesidir. Segici
toksisite mikroorganizmalar ile insan hiicreleri arasinda yapi ve metabolizma
farklarinin  ortaya ¢ikarilmasi ile elde edilir. Ornegin penisilinler ve
sefalosporinler peptidoglikan sentezini onlemeleri nedeniyle bakteri iiremesini
inhibe edip, insan hiicrelerinin tiremesini etkilemediklerinden etkin antibakteriyal
ajanlardir [42].

Kemoterapotiklerin etki mekanizmalarinit Cizelge 1.2.°de goriilecegi ilizere

bes grupta toplayabiliriz.

Cizelge 2.1. Kemoterapétiklerin etki mekanizmalarina gore gruplandirilmasi ve

bazi1 6rnekler [43].

Etki Mekanizmas: Ttaclar

Hiicre Duvar Sentezinin Inhibisvonu

Peptidoglikanin capraz baglanmastnn Penisilinler, Sefalosporinler. Imipenem,
{transpeptidasyon) inhibisyom Azireonam.

Diger peptidoglikan sentezbasamaklan inhibisyonu Vankomisin. Basitrasin. Sikloserin

Protein Sentezinin Inhibisyonu
Kloramfenikol. Eritromisin. Klindamisin

Tetrasiklinler ve Aminoglikozidler

508 ribozomal altbirim fizerine etki

3085 ribozomal altbirim fizerine etki

Niikleik Asit Sentezinin Inhibisyonu

Niikleotid sentezinin inhibisyonu Stilfonamidler, Trimethoprim
DNA sentezinin inhibisvonu Kinolonlar
mPNA sentezinin inhibisyonu Rifampin

Hiicre Zar Islevinin Degistirilmesi
Antibakteriyal aktivite Polimiksin ve Gramisidin
Antifingal aktivite Amfoterisin B. Nistatin, Kefokonazol, Flukonazol

ve diger triazoller
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2.4.2 Antimikrobiyal Maddelerin Siniflandirilmasi

Antimikrobiyal maddelerin smiflandirilmasinda, genellikle onlarin hiicrede
aktivite gosterdikleri bolge esas almir. Boyle bir smiflandirma hangi
antimikrobiyal maddenin hangi mantar ve bakteri tiliriine etkili olabilecegi
hakkinda kesin bir bilgi saglayamaz. Ancak antimikrobiyal aktivitenin molekiiler
temelinin daha iyi anlasilmasina yardimci olur. Bakteriler enfeksiyon odaginda ve
insan viicudu yiizeyinde yeterli sayiya ulagabilmek i¢in devamli olarak biiylyiip
boliinerek ¢ogalirlar. Bliyliimeleri ve boliinmeleri igin birgok biyomolekiilii sentez
etmeleri gerekir. Antimikrobiyal maddeler, bakterilerin biiylime ve bdoliinme
asamasinda 6zel hedefler tizerinde etkili olurlar [40].

Etkili olduklar1 yerlere gore,

1. Hiicre duvari sentezini inhibe edenler,

2. Stoplazmik membrani inhibe edenler,

3. Niikleik asit sentez ve fonksiyonlarini inhibe edenler,

4. Ribozom fonksiyonunu inhibe edenler,olmak {izere dort grupta incelenir.

Nlkleik asit fonksiyonu

Hiicre duvan sentezi __—"& e Mukleik asit fonksiyonu

HN;\—)

Rihozom

Ribhozom fonksiyonu

Rihozom fonksiyonu

Sitoplazmik memran
fonksiyonu

Sekil 2.5. Antimikrobiyal maddelerin etkili olduklar1 yere gore siniflandirilmasi
[40].
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1) Hiicre Duvar1 Sentezini Inhibe Edenler : Duvar antibiyotiklerinin etkili
olduklar1 bolge peptidoglikan bolgesidir. Bu tabaka bakterilerin yasami igin
gerekli olup, bu tabakanin kaybi veya hasar1 durumunda bakteri duvar rijiditesi
bozulur ve bakteri 6liir. Peptidoglikan sentezi ii¢ evrede gergeklesir. ilk evrede
stoplazmada diisiik molekiil agirlikli molekiillerin sentezi olur. Birgok
antimikrobiyal madde hiicre duvari sentezini bu erken safhada etkiler. Ikinci evre,
membrana bagli enzimler tarafindan kataliz edilir. Onceden iiretilen diisiik
molekiil agirlikli maddelerin stoplazmik membranda bir lipit tasiciya transferi
saglanir. Bu lipit tastyict alt birimlerin membrandan dis yiizeye gecisini saglar.
Baz1 antimikrobiyal maddeler bu tasityict molekiilii etkileyerek diisiik molekiil
agirliklt molekiillerin gegisine engel olurlar. Hiicre duvari sentezinde ii¢lincii evre,
alt birim polimerizasyonu ve yeni olusan peptidoglikanlarin hiicre duvarina
transpeptidasyon reaksiyonu ile yapisma olayidir. Bu son evre bazi antimikrobiyal

maddeler tarafindan inhibe edilir [40].

2) Sitoplazmik Membram inhibe Edenler : Stoplazmik membran su, iyon ve
besleyicilerin difiizyonu i¢in bir bariyer olup gegcis sistemi gibi gorev yapar. Bazi
antimikrobiyal maddeler membran organizasyonunu bozarak etkili olurlar.
Membran permeabilitesini bozarak niikleik asitlerin ve katyonlarin hiicre disina

¢ikmasina ve hiicre 6liimiine neden olurlar [40].

3) Niikleik Asit Sentez ve Fonksiyonlarim inhibe Edenler : Bakterilerde
niikleik asit fonksiyonu ii¢ sekilde bozulabilir.

1. DNA’ nin ¢ift sarmal yapisinin bozulmasi

2. DNA replikasyonunda rol alan DNA polimerase ve transkripsiyonda rol alan
RNA polimerase enzimlerinin gorevlerinde bozukluklar olusmast

3. Niikleik asit yerine girmeleri sonucunda DNA yapisinda ve fonksiyonlarinda

bozukluklar olusmasi [40].
4) Ribozom Fonksiyonunu inhibe Edenler : Bakteriyal ribozomlar 50S ve 30S

alt birimlerini tagirlar. Bir¢ok antimikrobiyal madde ribozomun bir veya iki alt

birimini etkileyerek bozabilir [40].
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2.4.3. Kullanilan Mikroorganizmalar ve Ozellikleri
Biyolojik aktivite testlerinde kullanilan mikroorganizmalar Tiirkiye Halk Sagligi

Kurumu (Refik Saydam Hifzissthha Merkezi)’ ndan temin edilmistir.

Cizelge 2.2. Antimikrobiyal aktivite deneylerinde kullanilan mikroorganizmalar

ve kaynaklari

Mikroorganizma Sus Numarasi
1 Staphylococcus aureus ATCC 25923
2 Escherichia coli ATCC 25922
3 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
4 Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus ATCC 43300
5 Enterococcus faecalis ATCC 29212
6 Candida albicans ATCC 10231

Staphylococcus aureus:  Staphylococcus aureus  mikroskobik  olarak
incelendiginde ¢ift, kisa zincirli ve iiziim gibi salkim halinde gozlenen gram-
pozitif bir bakteridir. Sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiizdiir. Optimal olarak
37° Cde ve pH 7.4’de firerler. Staphylococcus aureusun neden oldugu
hastaliklar; abseler, kan c¢iban1 (carbuncle), blefarit (géz kapag: iltihabi),
hordeolum (arpacik), farenjit, menenjit, siniizit, ve besin zehirlenmesidir.

Tedavisinde yiiksek dozda penisilinler ve ofloksazin kullanilmaktadir [44].

Escherichia coli: Escherichia coli, comak seklinde, 1-2 um uzunlugunda ve 0,1-
0,5 um capinda olan gram negatif bir bakteridir. Sporsuz, hareketli ve aerobik bir
bakteridir. Escherichia coli normal bagirsak florasinda bulunur ve burada diger
flora bakterileri ve organizma ile bir denge halinde kaldigi siirece hastalik
yapmaz. Bu denge bozuldugu anda ortaya ¢ikabilecek enfeksiyonlar; sistit, piyelit,
pyelonefrit, apandisit, peritonit, septisemi, endokardit, yaslilarda ve ¢ocuklarda
epidemik diyaredir. Escherichia coli basilinin olusturdugu hastaliklarda
Ampisilin, Kloramfenikol, Tetrasiklinler, Polimiksinler, Siilfonamidler,

Aminoglikozitler ve Ofloksazinlerden yararlanilmaktadir [44].
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Pseudomonas aeruginosa: Enterobacteriaceae familyasindan olan Pseudomonas
aeruginosa; aerob, hareketli, sporsuz, kapsiilsiiz gomakgilardir (Resim 3.7) [30].
Gram-negatif olan bu bakteriler, besiyerlerinde kolaylikla optimal 30-37° C’de ve
hafif alkali ortamda kolayca iirerler. Istya dayaniksizdirlar. Dogada yaygin olarak
sularda, toprakta, insan ve memeli hayvanlarin bagirsaginda bulunabilen
Pseudomonas aeruginosa’nin neden oldugu hastaliklar; sepsis, sistit, piyelit,
pyelonefrit, menejit, konjunktivit, Kkeratit, blefarit, panoftalmi, bronsit,
bronkopndémoni, asteomiyelit, psedomembranoz kolittir. Tedavide en ¢ok
Gentamicin (ozellikle idrar yollar1 enfeksiyonlar1), Karbenisilin, Azlosilin,

Mezlosilin, Imipenem, Tikarsilin, Piperasilin, Tobramisin ve Polimiksin’dir [44].

Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA): Staphylocococus aureus,
normal insan florasinda yer alan gram pozitif bir bakteridir. MRSA ise adindan
da kolayca anlasilabilecegi gibi Staphylococcus aureus’un bir susudur. Metisilin;
stafilokoklara etkili, ancak 1s1 ve benzeri fiziksel etkenlere olduk¢a duyarli bir
antibiyotiktir. Ornegin antibiyotik duyarllik testi sirasinda test ortaminda 2 °C’lik
bir 1s1 degisimi olmasi, test sonuclarinin yanlis degerlendirilmesine (duyarli <>
direncli gibi) sebep olabilmektedir. Bu nedenle, mikrobiyoloji laboratuarlarinda
metisilin yerine, ayn1 amaci karsilayan daha stabil bir antibiyotik olan Oksasilin
kullanilmaktadir. Uygun laboratuar kosullarinda test edildiginde oksasilin direnci;
bir Staphylococcus aureus susunun metisilin direngli (MRSA) oldugunu gosterir
[44].

Enterococcus faecalis: Kok seklinde, katalaz negatif, gram pozitif tekli, ikili ya
da kisa zincirli hareketsiz, fakiiltatif anaerob bir bakteridir. En iyi tiredigi 1s1
35° C’dir. Dogada yaygin olarak bulunur. Bazi yapisal karakterleri sayesinde
zorlu c¢evre kosullarinda {ireyebilirler. Gastrintestinal sistemin dogal flora
tiyelerinden biridir. Hastane enfeksiyonlarinda siklikla izole edilir. Yaslilarda,
altta yatan hastalig1 olanlarda ve bagisik yetmezligi olan hastalarda enfeksiyonlara
neden olurlar. Son yillarda vankomisine direngli ¢ok sayida sus bildirilmistir.

Buna ragmen tedavide halen en ¢ok kullanilan antibiyotik vankomisindir [44].
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Candida albicans: C. albicans, bir maya mantar: tiiriidiir. Bagisikligi baskilanmis
hastalarda (AIDS, kanser kemoterapisi, organ ve kemik iligi transferi
durumlarinda) sistematik ve firsat¢1 mantar enfeksiyonlarinin baslica nedenleri
arasindadir. Candida albicans insan agz1 ve sindirim sistemi i¢inde yasayan pek
cok canli organizmadan biridir. Bagisiklik sistemi zayiflarsa veya mantarlarin
cogalmasini saglayan sartlar olusursa C.albicans istilaci, kiif gibi ipliksi bigimine
doniisiir. Tedavide en ¢ok Amfoterisin B, Ketokonazol ve Flukonazol
kullanilmaktadir [44].

2.4.4. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Antibiyotik duyarlilik deneyini uygulamak i¢in ilk yontem Fleming tarafindan
1929 yilinda gelistirilmistir. Bu yontemde Fleming, bir petri kutusunda kati
besiyerini, ortadan kenara ¢ok daha yakin bir yerden, dik olarak kesmis ve bir
serit halinde disar1 almigtir. Agilan bu bosluga kiif 6ziitii (Penisilin gibi) igeren
besiyerini yerlestirmis, daha sonra bu bosluga dik bir acida paralel olarak degisik
bakteri kiilttirlerini (Staphylococcus, E. coli, Streptococcus, Pneumococcus ve
baskalar1 gibi) yayma yontemiyle ekmistir. Inokulasyondan sonra Kkiiltiirlerin
ireme ve inhibisyon zonlarmm1 gozleyerek  kiiltiirlerin  duyarliligim
degerlendirmistir [45].

Ikinci Diinya Savasi sirasinda bircok degisik antibiyotik bulunmus ve
degisik mikroorganizmalara karst duyarlililk modelleri saptanmistir; yeni
antibiyotikler medikal uygulamada “olagan {istii” ilaclar olarak kabul edilmistir.
Ancak direngli bakteriyel suslarin ortaya ¢ikmasiyla yeni oOnlemlere gerek
duyulmus ve bakterilerin in-vitro kemoterapotik maddelere karst olan direnglerini
tayin icin cesitli yontemler gelistirilmistir. 1940’11 yillarda birgok antibiyotigin
ortaya ¢ikmasiyla; tiip diliisyon yontemleri yetersiz kalmis ve uygulamada pratik
bulunmamustir [45].

Foster ve Woodruff, duyarlilik testlerinin uygulamasinda ilk kez antibiyotik
emdirilmis siizge¢ kagitlarinin kullanilmasini  6nermisglerdir. Arastirmacilar,
duyarliligr test edilecek organizma ile onceden inokule edilen petri kutusundaki
besiyeri lizerine bir antibiyotik emdirilmis seridi yerlestirerek duyarlilik testini
yapmusglardir. Vincent, antibiyotik soliisyonun kagit disklerde kurutulduktan sonra
kullanilabilecegini ve boylece taze stok soliisyonlara her zaman gereksinme

duyulmayacagini gostermistir. 1960’1 yillara dek mikroorganizmalarin ilag
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duyarlhilik, 6zellikle de antibiyotik duyarlilik testleri i¢in bir¢ok yontem (diflizyon
ve titrasyon yOntemleri) veya bu yoOntemlerin degisik bircok modifikasyonu
bildirilmistir. Her yOntemin bazi avantajlar1 ve kullanim smrliligi gibi
dezavantajlar1  vardir.  Sonuglarin  en  yiiksek  diizeyde verimlilikle
yorumlanabilmesi i¢in yontemin tiim Ozelliklerinin 1iyi kavranilmasi ve
yontemlerin  stirekli  yenilenebilir sonuglar vermesi geregi gbéz Oniinde
tutuldugunda, bir standardizasyonun saptanmasina gerek duyulmustur. Ik kez
1970°li yillarda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 6nderliginde, Anderson ve Bauer-
Kirby’nin yontemlerindeki standart asamalar dikkate alinmak suretiyle,
Uluslararasi Isbirligi Calisma Kurulunca bir standardizasyona gidilmistir [45,46].

Gliniimiizde kullanilan antibiyotik duyarlilik testleri;

* Diflizyon Y ontemleri

* Kirby-Bauer Yontemi

* Epsilometer Testi

* Titrasyon Y ontemleri

* Agar Diliisyon Testi

* Makrodiliisyon Broth Testi

* Mikrodiliisyon Broth Testi

Enfeksiyonlarin ¢ogunda tedavi yoniinden erken sonu¢ almak amaciyla
yapilan duyarlilik testi olan agar disk diflizyon yontemi; yeterli, yol gosterici bir
tekniktir. Ancak toksik olabilecek bir antibiyotik ile uzun siire tedavi edilen bir
hasta igin ¢ok daha dogru ve giivenilir bir saptamaya gerek duyulabilir. MIK
(Minumum Inhibisyon Konsantrasyonu) degerlerini tayin etmek igin birgok
yontem bildirilmisgtir. Agar diflizyonla inhibisyon bdlgeleri olgiilebilir ya da
antibiyotik diliisyonlar1 igeren sivi veya kat1 besiyerlerinde test organizmasi titre
edilir [45].

Caligmamizda; kolay ve pratik olusunun yani sira sonuglarinin daha dogru,
giivenilir ve hassas olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle Disk Difiizyon yontemi

uygulanmastir.
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2.4.4.1. Disk Difiizyon Yontemi
Rutin laboratuarlarda antibiyotik duyarliliginin saptanmasinda en sik olarak
kullanilan yontem disk difiizyon testleridir. Ucuz ve uygulamasi basit olan bu
yontem Kirby-Bauer tarafindan gelistirilmistir ve bu isimlerle de anilmaktadir. Bu
test, kagit disklere emdirilen antibiyotigin, duyarliligi arastirtlan organizmanin
inokiile edildigi besiyerine difiize olmasi temeline dayanmaktadir. Bu amagla;
belli miktarlarda antimikrobiyal emdirilmis kagit diskler, test edilecek olan
mikroorganizmalarin yogun bir sekilde inokiile edildigi kati besiyerlerine
yerlestirilir. Diskler bir siire sonra ¢oziiniip agara dogru difiize olurken, inokiile
edilen mikroorganizma da ¢ogalmaya baglar. Belirli bir inkiibasyon siiresinden
sonra ilacin inhibitdr konsantrasyonlarinin saglandigi diskin c¢evresinde iireme
goriilmez. Mikroorganizma ilaca ne kadar duyarl ise, diskin etrafinda olusan
inhibisyon zonu o kadar genis olacaktir. inhibisyon zonunun ¢api mm seklinde
Olgiilerek, standart zon tablolarina gore degerlendirmeler yapilir ve
mikroorganizmanin kullanilan antimikrobik ajanlara karsi duyarlilik durumu
belirlenir.

Bu yontemde, incelenecek olan mikroorganizma trypticase soy buyyonda
2 saat siireyle 37°C'de inkiibe edilir. Bulaniklik olustuktan sonra McFarland 0.5
(10® mikroorganizma / ml)'e gore ayarlanarak standart bir bulaniklik olusturulur
(McFarland standartlari, bir sivi besiyerinde bulunan bakteri sayisin1 belirlemek
amaciyla gelistirilmistir. McFarland'in baryum kloriir ve siilfirik asit kullanarak
gelistirdigi standart bulaniklik tiipleri, sivi bir besiyerine ekilen bakterinin
miktarina esdeger bulaniklik derecelerini icerir). Bu siispansiyondan steril bir
ekiivyon yardimiyla alinan 6rnek Mueller-Hinton agar yiizeyine inokiile edilir.
Takiben antimikrobiyal oldugu diisliniilen maddeler ile antibiyotikleri igeren
diskler steril bir pens yardimiyla agar yiizeyine yerlestirilir. Bu islem yapilirken,
olusacak zonlarin birbiri iizerine gelmemesi icin diskler arasinda 22 mm, petri
kenarindan ise 14 mm uzaklik olmasina dikkat edilmelidir. Daha sonra besiyerleri
18-24 saat siireyle 35°C'de inkiibe edilir ve olusan inhibisyon zonlar1 o6lgiiliir

[47,48].
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2.5. Antineoplastik ila¢ Etken Maddeleri

2.5.1. Metotreksat (Amethopterin / Methotrexate / MTX)

Ametopiterin, diger adiyla Metotreksat (MTX); kanser tedavisi amaciyla, tek
basina ya da diger ajanlarla birlikte kullanilabilen, immiin baskilayici 6zellikte,
antimetabolit grubunda yer alan antineoplastik bir ilagtir. Ilk olarak 1948 yilinda
cocuklarda akut 16semi tedavisinde kullanilmustir [49]. Ozellikle meme, boyun,
mide, 6zofagus, akciger, lenf ve mesane kanserlerinin tedavisinde etkilidir. Ayn1
zamanda MTX’in disik doz uygulamalari, psoriasis ve romatoid artrit gibi
otoimmiin hastaliklarin bazilarinda tedavi amaciyla kullanilmaktadir [50].
Antimetabolit ve antifolat ilag ozelligi tasiyan MTX ilag etken maddesi,
Ametopiterin hidrokloriir formunda bulunur. Bu ila¢g kemoterapide tek basina
kullanildig1 gibi diger ilaglarla kombine olarak da kullanilmaktadir. Losemi,
lenfoma, osteosarkom, mesane, akciger gibi bir¢cok kanser tiirlinde tedavi amagli
kullanilmaktadir. Kapali kimyasal formiilii C2H22NgOs olup molekiil kiitlesi ise
454.44 gmol™ dir. Sari renkli olan etken madde; suda ¢oziinmezken, NaOH
(minimum miktarda 0.1 N NaOH’te ¢oziinmeli ve ardindan nétral tampon ya da
salin c¢ozeltisinde diliie edilmelidir) c¢ozeltisinde c¢oziinebilmektedir. Uygun
saklama kosullar1 bu maddenin yapisinin bozulmamasi agisindan ¢ok 6nemlidir.
Bu nedenle madde, 6zel olarak -20 °C sicaklikta ve agzi sikica kapali hava
gecirmeyen kaplarda saklanmalidir [51].

MTX, dihidrofolate rediiktaz enzimini etkileyen bir folik asit analogudur.
Kisaca; dihidrofolate’in tetrahidrofolate’e doniisiimiinii bloke ederek DNA ve
RNA komponentleri sentezinin bozulmasina yol agar [52,53]. Ayrica timidilat
sintilaz enzimini inhibe derek, deoksitimidilat iiretilmesini 6nler. ilag nedeniyle
olusan DNA sentezinin inhibisyonu ve proliferasyon, normal hiicreleri de
etkileyerek akut gastrointestinal toksisite gibi yan etkilere neden olur [54]. MTX
oral olarak kullanildiginda ise, yarilanma Omriiniin kisa olmasi nedeniyle diyare
ve llseratif stomatitise neden olabilir. Bu tip istenmeyen yan etkilerin dnlenmesi

ve/veya azaltilmasi amaciyla ilaca tasiyict molekiiller baglanmaktadir [55,56].
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Sekil 2.6. MTX’mn kimyasal yapisi [57].

2.5.2. Gemsitabin (Gemcitabine)

Gemsitabin (2,2-difluorodeoksisitidin, GemzarR) deoksisitidin analogu nukleozid
yapida bir antimetabolittir. GemzarR ismiyle piyasaya siiriilmistir ve 200 mg
gemsitabine esdeger gemsitabin hidrokloriir igerir. Gemsitabin Hidrokloriir
formunda bulunan ilag, kemoterapide kullanilan bir niikleozid analogudur. Bu ilag
ayn1 zamanda pankreas, meme, akciger ve mesane kanseri gibi birgok kanser
tiiriinde de kullanilmaktadir. Kapali kimyasal formiilii CoH11F2N304 olup molekiil
kiitlesi ise 263.198 gmol'l’ dir. Uygun saklama kosullar1 bu maddenin yapisinin
bozulmamasi ag¢isindan ¢ok onemlidir. Bu nedenle, 30°C’ nin altindaki oda
sicakliginda ve sikica kapali, hava gecirmeyen kaplarda nemden ve isiktan
koruyarak saklanmalidir.

Nukleozid analoglar1 6rnegin arabinozil sitozin akut myeloid l6seminin
indiiksiyon tedavisinde ana elemani temsil eder ve gemsitabin de arabinozil
sitozinde (Ara-C) yapilmis bir molekiiler modifikasyonla solid timorlerde de aktif
hale gecirilmis, yeni bir antineoplastik ajandur.

Gemsitabin  (dFdC:  2,2-difluorodeoksisitidin)  deoksisitidin  analogu
pirimidin antimetabolitidir. Gemsitabin, hiicre igerisinde niikleozid kinazlar
tarafindan, aktif difosfat (dFdCDP: 2,2-difluorodeoksisitidin di fosfat) ve trifosfat
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(dFdCTP: 2,2- difluorodeoksisitidin trifosfat ) niikleozidlere metabolize olur.
Gemsitabin sitotoksik etkisini, dFdACDP’nin iki etkisiyle DNA sentezini inhibe
ederek gosterir. Once dFACDP’nin, DNA sentezinde kullanilan deoksiniikleozid
trifosfatlarin olusmasiyla sonuglanan reaksiyonlardan tek katalizor olarak sorumlu
bulunan riboniikleotid 6 rediiktaz1 inhibe eder. Bu enzimin dFdCDP tarafindan
inhibisyonu, genelde deoksintikleozid ve 6zellikle de dCTP konsantrasyonlarinin
azalmasina neden olur [58].

Gemsitabin DNA yapisina direkt olarak da konjuge olur. Hiicre igerisindeki
dCTP konsantrasyonunun azalmasi, dFACTP’nin DNA yapisina daha da fazla
girmesine neden olur. DNA polimeraz epsilon temelde, gemsitabini
uzaklagstirabilme ve uzamakta olan DNA bantlarin1 onarabilme yetenegine sahip
degildir. Gemsitabin DNA yapisina girdikten sonra, biiyiimekte olan DNA
bantlarina sadece tek bir niikleotid eklenir. Bu eklenmeyle DNA sentezinin daha
fazla ilerlemesi tamamen durdurulur (maskeli zincir terminasyonu). Ardindan
gemsitabin, DNA’nin yapisina girdikten sonra apoptoz olarak bilinen

programlanmis hiicre 6liimii Siirecini baslatir [59].

Sekil 2.7. Gemsitabin’in kimyasal yapis1 [60].
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2.5.4. Siterabin (Cyterabine / Sitozin p-D-Arabinofuranosid Hidrokloriir)
Siterabin molekiilli, sitozin P-D-arabinofuranosid hidrokloriir kristali olarak da
bilinir. Bu ilag 16seminin tedavisinde oldukga etkili bir antimetabolittir. Antitimor
etkili siterabin, akut non-lenfoblastik/lenfoblastik 16semi, kronik miyelositik
l6semide, blast krizi, menengial l6seminin tedavisi ile proflaksisi ve difiiz
histiositik lenfomalarda etkilidir. Bu molekiil, kokusuz beyaza yakin renkte olup
kristal bir tozdur. Suda olduke¢a serbest¢e ¢oziiniir; alkolde hafifge veya ¢ok az
¢Oziiniir; kloroformda ise ¢ok az ¢ozilniir. Kapali kimyasal formiilii CgH13N3Os
olup molekiil kiitlesi ise 243,2 gmol’l’ dir.

Uygun saklama kosullari maddenin saglikli bir sekilde saklanmasi
acisindan olduk¢a Onemlidir. Siterabin 30 °C’ nin altindaki oda sicakliginda ve

agz1 sikica kapali olarak saklanmalidir. Ayrica 1siktan da korunmalidir [58].

NH,
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HO |)\
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Sekil 2.8. Siterabin molekiiliiniin kimyasal yapisi [58].
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2.6. Hiicre Kiiltiirii

Hicre kiltiiri; hiicrelerin bir doku veya organdan izole edilerek in vitro
kosullarda {iiretilmesi ve bu iiretilen hiicrelerin devamliligmin saglanmasidir.
Okaryot veya prokaryot hiicreler in vitro olarak gelistirilebilir ve ¢ogaltilabilirler.
Gliniimiizde hiicre Kkiltiirleri tizerinde yapilan arastirmalar, konu ile ilgili
caligmalar arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Kanser tiirleri gibi ¢esitli patolojik
durumlarda bir maddenin etkileri ve islevlerini belirlemek amaciyla, in vitro hiicre
kiiltiiri tizerinde arastirmalar yapilarak in vivo ortamda uygulanabilecek sonuglara
ulasilabilir. Hiicreler ¢ogaltilarak fazla miktarda elde edilebilir, karakterizasyonu
yapilabilir, uygun besiyerinde iretilerek fiziksel ayrim yapilabilir ve belirli bir
hiicre grubu dondurularak saklanabilir.

Hiicre kiiltliri calismalarinin  gegmisi  yiiz  yili askin  bir siireyi
kapsamaktadir. Ik olarak 1885°te Roux, embriyonik tavuk hiicrelerinin viicut
disinda tuz c¢ozeltisi icerisinde canliliklarini siirdiirebildiklerini gostermistir.
Carrel 1913’te, hiicrelerin aseptik kosullarda diizenli olarak beslenmeleri halinde
kiiltiir ortaminda uzun siireler boyunca cogalabildiklerini gostermistir. 1952°de
Gey ve arkadaslar bir insan servikal karsinomasindan tiireyen hiicrelerin devamli
serilerini elde etmislerdir. Diinya genelinde siiregelen calismalarin devaminda
1986’da Martin, Evans ve arkadaslari, fareden pluripotent embriyonik kok
hiicrelerini izole ederek kiiltlirlinii yapmislar ve 1998’de Thomson, Gearhart ve

arkadaslar1 insan embriyonik kok hiicrelerini izole etmeyi bagsarmislardir [61].

2.6.1 Hiicre Kiiltiir Modelleri
Hiicre kiiltiirleri genel olarak primer, diploid ve devamli hiicre kiiltiirleri seklinde
siniflandirilirlar.

Primer hiicre Kkiiltiirleri; organizmadan alinan organ ve dokulardan
mekanik, enzimatik veya primer eksplant yontemleri ile hazirlanarak ilk iiretilen
hiicre kiiltiiriidiir. Igerisinde besiyeri bulunan kiiltiir kaplarinda yiizeye yapisan
canli hiicreler bilyiir ve ¢ogalmaya baslar. Hiicreler ¢cogalarak bulunduklari ytizeyi
kaplar ve birbirlerine dokunduklarinda kontak inhibisyon ile c¢ogalmalarini
durdurur. Boylece tek tabakali hiicre kiiltiirii elde edilir. Bu hiicre kiiltiirlerine
ornek olarak EMF (Embriyonik Mouse Fibroblast) hiicre kiiltiirii, Tavsan ve
maymun bobrek hiicresi, primer aortik, gobek kordonu endotel hiicreleri, primer

hepatosit ve primer diiz kas hiicreleri verilebilir [62,63,64].
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Diploid (Sekonder) hiicre Kiiltiirleri; primer hiicre kiiltiirlerinin
subkiiltiirti ile elde edilir. Histolojik olarak tek bir hiicre tipinden olusur ve az
sayida pasaj1 yapilabilir. Sonrasinda boliinme yeteneklerini kaybederler. Diploid
hiicre kiiltiirtindeki hiicrelerin yaklasik %75°1 orijinal olarak elde edilen normal
hiicre tiirii ile aynmi karyotipe sahiptir. MRC-5 fetal akciger fibroblast ve WI-38

insan akciger fibroblast kiiltiirleri diploid hiicre kiiltiirlerine 6rnek verilebilir [62].

Devamh hiicre Kkiiltiirleri; kanser hiicreleri gibi anormal ya da
transformasyona ugramis ve sinirsiz ¢ogalabilen hiicre serileridir. Bunlar in vitro
olarak, hiicrenin spontan veya kimyasal ajanlarla transformasyonu sonucu veya
timorden izole edilmis hiicrelerden yapilirlar. Bir hiicre kiiltiiriiniin devaml
sayilabilmesi icin en az 50 subkiiltiiriiniin yapilmis olmas1 gerekir. Genellikle bu
hiicreler in vitro kiiltiir boyunca gegirdikleri mutasyonlar nedeni ile morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri bakimindan orijinal hiicrelerden farklilik gosterir. Ayrica
cogunlukla kromozom sayilari bakimindan aneuploidlerdir [62,64,65].

Cogu omurgali hiicreler, kiiltiirde sinirli sayida boéliindiikten sonra hiicre
oliimii denilen bir siirece girerek boliinmeyi durdururlar. Ornegin, insan
fibroblastlar1 kiiltiirde sadece 25—40 kez kadar boéliintirler. Bu olay telomerlerin
kisalmasina baghdir. Insan somatik hiicreleri, telomeraz enziminin yapimini
durdurduklart icin telomerler kisalmakta ve hiicrelerin yasami da sinirh
olmaktadir. Bu hiicrelere, telomeraz enziminin katalitik alt birimini kodlayan bir
genin katilmas ile hiicrelerin sonsuz ¢ogalmalart saglanabilir ve bdylece 6liimsiiz
hiicre serileri olarak kullanilabilirler.

Bununla birlikte, baz1 insan hiicreleri bu islem gergeklesse de dliimsiizliik
ozelliklerini kazanamazlar. Telomerlerinin uzun olarak kalmasina karsin yine de
kiltirde boliinmelerini durdururlar. Ciinkii kiltiir ortaminin kosullart hiicre
dongiisiinlin  kontrol noktasini uyarmakta ve bdylece de hiicre dongiisii
durmaktadir. Bu kontrol mekanizmasinin inaktive edilmesi i¢in tlimor yapici
viriislerden tiiretilen kanser baslatict onkogenler kullanilmaktadr.

Kanser hiicrelerinden izole edilen veya tiimér indiikleyici bir viriis ya da
kimyasal madde kullanilarak normal hiicrelerin transformasyonuyla elde edilen
hiicre serileri normal hiicrelerden farkli 6zellikler tasirlar. Ornegin, kanser hiicre
serileri bir yiizeye tutunmadan cogalabilir ve kiltir kabinda ¢ok yiiksek bir
yogunluga ulagabilir [66].
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2.6.2. Hiicre Kiiltiir Calismalarinin Uygulama Alanlari

Hiicre kiiltiiri teknolojileri, tip ve endiistride birgok alanda uygulanabilmektedir
[67]. Klinik ¢alismalarda, hayvan deneyleri ile birlikte yapilan 6n ¢alismalar ve
sitotoksikolojik testler onemli bir kismi olusturmaktadir [68]. Virolojide as1
tiretimi, hiicre virlis etkilesimlerinin incelenmesi, tani ve tedavinin
gelistirilmesinde; molekiiler biyoloji ve genetikte gen ekspresyonu, gen
haritalanmasi, gen fonksiyonlar1 ve kanser aragtirmalarinda hiicre kiiltiiriinden

yararlanilmaktadir [69].

2.6.3. Hiicre Kiiltiirleri Uzerinde Toksisite Arastirmalari
Hiicre kiiltiirii ¢aligmalart giiniimiizde ¢ok yaygin kullanim alanlar1 bulmaktadir.
Bunlardan bazilar1 sdyle siralanabilir;
e Kanser arastirmalarinda (in vitro toksikoloji)
e Sitogenetik, biyokimyasal, molekiiler biyolojik ¢aligmalarda,
e  (esitli hastaliklarin tan1 ve arastirilmasinda,
e Doku ve deri miihendisliginde,
e  Asiiiretimi, kok hiicre ¢alismalarinda,
e Tiip bebek ve kisirlik tedavilerinde,
e  Farmasoétik proteinlerin liretiminde,
e  Hormon iiretiminde,

e Bitki ve hayvan 1slah1 ve gelistirilmesi ¢alismalarinda [70].

Hiicre kiiltlirlerinin ~ toksisite aragtirmalarinda ¢esitli avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Hiicre kiiltiirlerinde toksisite aragtirmalarinin avantajlari,

n  Tir farkliligini ortadan kaldirir,

n  Kimyasal maddelerin muhtemel toksik etki yapacagi diisiiniilen deri,
karaciger gibi spesifik doku hiicreleri {izerinde arastirma yapilmasini saglar,

. Toksisite mekanizmalarmin hiicreler iizerinde aydinlatilmasina imkan
Verir,

n  Deneyde kullanilan hayvanlarin acit ¢cekmesi veya dlmesi s6z konusu

degildir.
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Hiicre kiiltiirlerinin toksisite aragtirmalarindaki dezavantajlari;

n  Tekli sistemdir. Multifaktoriyel ilag metabolizmasi i¢in uygun degildir,
n Teknolojik alt yap1, maliyet ve deneyim gerektirir,

n  Invitro ortamda hiicrelerin yasam siklusu kisadir,

n Enzim stabilitesi kisithidir,

. Kiiltiir ortaminin penetrasyon kabiliyeti kisithidir,

n  Ko-faktorlere gereksinim duyar.

Giliniimiizde 2300'den fazla insan ve hayvan hiicre kiiltiir modeli mevcuttur.
Hiicre kiiltlirleri ticari olarak firmalardan saglanabilece§i gibi, arastirmacilarin
kendi 6zel hiicre kiiltiirlerini goniilliilerden veya cerrahi operasyonlardan ¢ikacak

doku 6rneklerinden yararlanarak olusturmalari da miimkiindiir [71].

2.6.4. MCF-7 Hiicre Serisi

MCF-7 meme Kkanseri hiicre serisi olup 5 yillik bir siirede iki gogsii alinan
69 yasinda Kafkasyali bir kadindan izole edilmistir. ilk alinan gdgsiin dokusu iyi
huylu olup ikinci gogiisten alinan malign adenokarsinomadir. 3 yillik bir periyotta
radyoterapi ve hormon tedavisi uygulanmistir. Go6giis duvarindan nodiillerin
kaldirilmasindan sonra plevral sizinti tespit edilmistir. MCF-7 hiicre serisi
1970’de bu plevral sizintidan elde edilmistir [72]. MCF-7 ismini, bu sizintidan
elde edilen hiicrelerin tespit edildigi yer olan Michigan Cancer Foundation isimli
enstitiiden 1973 yilinda almistir. [73]

MCF-7 ile ilgili bilgiler MCF-7 hiicrelerinin farkli kaynaklarmdan ve
orijinal MCF-7 hiicre serisinin 6zelliklerinden elde edilmistir. MCF-7 hiicreleri
koloniler seklinde gelismeye yonelirler. %5 FBS ile pasaji yapilabilir. MCF-7
hiicre serisi yumusak agarda gelisebilir. Hiicreler kollajen fibroblast matrikse
penetre olabilir [74]. Bazi ¢aligmalarda MCF-7 hiicre serisinin in vitro ortamda
diisiik invaziv etkisi oldugu belirtilmistir. In vivo ortamda nude farede MCF-7
hiicrelerinin tiimoére doniisme yetenegi vardir ancak fare 17-b estradiol ile
muamele edildiginde daha iyi gelisme saglanabilir. MCF-7 hiicrelerinin timor
olusturma dozunun 5x10° hiicre oldugu iddia edilmistir. Bazi yayinlarda ise
MCEF-7 hiicre serisinin nude farede metastaz yapmadigi iddia edilirken baska bir

yayinda MCF-7 hiicre serisi kendiliginden ve deneysel metastaz gostermistir [75].
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2.6.5. L929 Hiicre Serisi

L929 1940 yilinda W.R. Earle tarafindan olusturulan esas L serisinin alt klonudur.
L serisi 100 giinliik C3H/An erkek farenin bag dokusunun normal subkutanoz
bolgeden ve yag dokusundan elde edilmistir. Kiiltiirii genelde %10 Fetal Bovine
Serum (FBS) igeren 2mM L-glutaminli DMEM besiyerinde yapilir [76,77].

2.7. Sitotoksisite Testleri
Canli hiicre sayisinin ve hiicre proliferasyonunun dogru ve hizli tespiti hem
in vitro hem de in vivo ¢alismalarda deneysel asamada 6nemlidir. Hiicre canliligi,
bir ornekteki canli hiicrelerin sayisi olarak tanimlanabilmektedir. Canli hiicre
sayisint belirlemede en c¢ok tercih edilen yontem, hemositometredir. Hiicre
proliferasyonu ise; bir kiiltiirde boliinen hiicrelerin sayisinin 6lgiilmesi olarak
tanimlanmaktadir. Hiicre proliferasyon yontemleri genellikle hiicre biyolojisinde
biliylime faktorlerini ve ortam bilesenlerini ¢alismak ig¢in, sitotoksik ajanlart ve
hiicre aktivasyonunu goriintillemek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadirlar.
Giivenilir, duyarli, nicel yontemlere olan ihtiyag, metotlarin gelisimine liderlik
edecek genis sayida 6rnegin analizinde yol gdsterici olacaktir.
Genel olarak Sitotoksisite Testleri su sekilde siralanabilir:

e Agar Difiizyon Testi

e Agarose Overlay Testi

e LDH Testi (laktat dehidrogenaz)

e MTS Testi (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-

(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium)
e MTT Testi (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide)

o XTT Testi (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide)

o WST-1 Testi (2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium)

e Trypan Blue Testi

e Neutral Red Testi

e (Canli hiicrelerde DNA’ y1 isaretlemek i¢in radyoaktif timidin kullanilmas1

e Canli hiicrelerde DNA” y1 isaretlemek i¢in BrdU kullanilmasi
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Bu testlerin bazilarinda radyoaktif materyallerin kullanilmasi, bazilarinda
sadece kalitatif Ol¢limlerin yapilmasi ya da bir kisminda kompleks tekniklerin
uygulanmasi gibi c¢ok sayida dezavantajlart bulunmaktadir. Son yillarda,
sitotoksisite  O0lgmek  igin  kullanilan  metotlar, plazma  membrani
permeabilitesindeki degisimler iizerine kurulmustur. Bu yontemlerde, hiicreler
irreversibl olarak hasara ugratilir. Fakat plazma membrani hasar gérmeden kalir.
Bundan dolayr bu metotlar, hiicresel hasarin tespitinde Onemli bir yer
olusturmaktadir. Olii hiicreler, ¢esitli tetrazolyum tuzlarini metabolize etme
yetenegine sahip degillerdir.

Hiicresel hasar olusmasi, hiicrelerin metabolik hiicre fonksiyonunu ve
biiyiimesini siirdirmek i¢in gereken enerjiyi saglama ve canlilifini siirdiirme
kapasitelerinin kaybi ile sonuclanmaktadir. Metabolik aktivite testleri bu esasa
dayanarak ortaya c¢ikarilmis yontemlerdir ve genellikle mitokondrial aktiviteyi
Olcerler. Bu yontemlerde hiicreler birer kolorimetrik substrat olan XTT, MTT ve
WST-1 gibi tetrazolyum tuzlar ile inkiibe edilmektedir. Tetrazolyum tuzlarindan,
hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite tetkikleri, enzim tetkikleri, histokimyasal
prosediirler ve bakteriyolojik degerlendirme gibi genis bir yelpazede
yararlanilmaktadir. Tiim yoOntemlerde tetrazolyum tuzlari, metabolik olarak,
formazan olarak isimlendirilen yiiksek renkli son iiriinlere indirgenmektedir. Bu
tuzlarin  biyolojik olarak indirgenmesinin dogast henliz tam olarak
anlagilamamakla birlikte uzun yillardir histokimyasal degerlendirmelerde
basvurulan primer yontemlerdir. Bu testlerden MTT, 1950’11 yillarda tanitilmis ve
canli hiicrelerin tetrazolyum tuzlarini indirgeyerek renkli formazan bilesigine
doniistiirme esasina dayandirilmistir. Bu biyokimyasal prosediir hiicre 6liimiinden
kisa bir stire sonra inaktif hale gecen aktif mitokondri enzimlerinin aktivitesi ile
gerceklestirilmektedir. Kolorimetrik bir 6l¢iim yontemi olan XTT ilk olarak P.A.
Scudiero tarafindan 1988 yilinda tanimlanmistir [78].

MTT yontemi ile suda ¢oziinmeyen bir formazan bilesigi olusurken XTT
kullanim1 ile suda ¢oziinen bir boya meydana getirilmistir. Bu sayede XTT,
proliferasyon 6lgme yontemini biiyiik 6lciide kolaylagtirmis ve cesitli nedenlerle
hiicre 6liimiine ve varyasyonlara neden olan radyoaktif izotoplar kullanilmaksizin
hiicre canliligin1 belirlemede ve hiicre sayiminda miikemmel bir ¢6ziim olmustur.
WST-1 yonteminin de en biiylik avantaji XTT gibi suda ¢ézlinen formazan iirtinii

kullanilmast ve bu sayede prosediirii zorlastiran yikama ve tripsinize etme gibi
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asamalar1 gerektirmeden, ¢alismanin veri analizlerinin ayni mikroplate’de

yapilabilmesidir [79,80].

ACID PHOSPHATASE GLUCOSE

- General physiological
cell state

- Glucose consumption

NEUTRAL RED
- Lysosomal activity
- Membrane permeability

o '_:‘j?" MTT/ XTT
LDHe 5 ___ - Mitochondrial metabolism
- Membrane ol - Respiratory toxicity
permeability \6 ~/ o
SULFORHODAMINE B ™\ CRISTAL VIOLET
- Cell proliferation < - Cell proliferation

- Total protein synthesis rate o - DNA

Sekil 2.9. Sitotoksisite testlerinin hiicre tizerine etkileri [81].

2.7.1. MTT Testi

MTT testi indirekt olarak hiicre biiylimesi ve/veya hiicre Olimini
degerlendirmeyi amaglayan, hiicre kiiltiirli esasina dayanan bir ilag duyarlilig
testidir [82]. Bu yontemde trofik faktorler, biiyiime inhibitorleri, apoptoz
inhibitorleri tarafindan degisiklige ugratilan hiicrelerin proliferatif aktiviteleri
MTT kiti kullanilarak sayilabilmektedir [83]. Hiicre canliligini ve liremesini 6l¢en
bu yontemin, diger sitotoksik test yontemlerine gore daha hassas ve tekrarlanabilir
olmasi, uygulamasinin kolay, hizli ve sayilabilir olmasi avantaj olarak
belirtilmistir. Ayrica, hiicre proliferasyonunun belirlenmesinde membran
biitiinligiiniin ve niikleotid etkilesiminin degerlendirildigi BrdU ve 3H-timidin
gibi yontemlerin aksine, fazla sayida materyalin incelenecegi calismalarda,
tehlikeli kimyasallara temasin engellendigi hizli ve ¢ok yonlii bir yontem olarak
tercih edilmektedir [83].

[k olarak Mosmann tarafindan tanimlanan, daha sonra Alley ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromid
(MTT) yontemi hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in ¢ok sik kullanilan pratik bir
yontemdir [82,84]. MTT yontemi ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin
oran1 kolorimetrik yontemle Kkantitatif olarak saptanabilmektedir. Arjan ve

arkadaglari, MTT test yonteminin sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanisli,
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hassas ve hizli bir metot oldugunu, ayrica radyoaktif izotop kullanmaya gerek
kalmadigimi belirtmislerdir [85]. Wilson ve arkadaslari, MTT'den iireyen
formazonun yogunlugunun direkt olarak yasayan hiicrelerin sayisiyla baglantili
oldugunu ileri siirmiiglerdir. Bu yontemi, kanserli hastalarin tedavisinde kullanilan
ilaglar iizerinde denemisler ve elde ettikleri klinik sonuglarin, MTT sonuglariyla
paralel oldugunu belirtmislerdir [86].

Bu yontem saglam hiicrelerde mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolium
halkasin1 parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu reaksiyon frajil bir
mitokondriyal enzim olan siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesine
bagimlidir.

MTT, hiicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriye bagli bir
reaksiyon ile renkli, suda ¢6ziinmeyen formazana indirgenen bir maddedir. [84]
Tetrazolium halkasinin pargalanmasi sonucu soluk sar1 renkli MTT boyast koyu
mavi-mor formazan iriiniine donismektedir. Hiicrelerin MTT indirgeme &zelligi
hiicre canliliginin 6l¢iitii olarak alinir ve MTT analizi sonucunda elde edilen boya
yogunlugu canli hiicre sayisi ile korelasyon gosterir [87]. Sonug olarak canli ve
mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da
mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir.

Proliferasyondaki degisikliklerin 6l¢iildiigii bu test de aktif olarak prolifere
olan hiicrelerde MTT doniisimiindeki artis ELISA Reader cihaz1 ile
sayilabilmektedir. Elde edilen verilerin materyalle muamele edilmemis negatif
kontrol grubu ile karsilastirilmasi ile hiicrelerdeki proliferatif aktivitedeki kismi
artis belirlenir. Aksi durumda ise hiicrelerin apoptoza ugramast MTT
indirgenmesinde azalmaya neden olarak hiicre canliligindaki azalmay1 yansitir. Bu
yontem genellikle hiicre proliferasyonunun tespitinde, sitotoksisite analizlerinde

ve apoptozisin goriintiilenmesinde kullanilmaktadir [83,88,87].

2.7.2. XTT Testi

Tetrazolyum tuzlar1 prensibine dayanan bir diger kolorimetrik metot olan XTT
(sodyum 3’-[1-[(fenilamino)-karbonil]-3, 4-tetrazolyum]-bis (4-methoksi-6-
nitro)benzen-sulfonikasit hidrat), 1988 yilinda P.A. Scudiero tarafindan ilk kez
tanimlanmistir. XTT metotunun kullanimi, proliferasyon 6lgiimii prosediiriinii
genis Ol¢iide kolaylastirmistir. Bununla birlikte, hiicrelerin kantifikasyonu i¢in ve

radyoaktif izotoplar kullanmadan canliliklarinin tespitinde kusursuz bir ¢ozimdiir.
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Bu kit, hiicre proliferasyonunun c¢esitli biiylime faktorleri ve besin bilesenleri ile
iligkili olarak 6l¢iimii prensibine dayanmaktadir. XTT, hiicrelerden 51Cr salinimi
temeline dayanan sitotoksik testlerin yerini almaktadir. Bu kiti kullanmanin
avantajlari sOyle siralanabilir:

Kolay uygulanabilir olmasi: Ek ajanlara veya hiicre yikama prosediirlerine

ihtiyag¢ yoktur.

Hiz: Cok kuyucuklu plateler ve okuma i¢in bir ELISA okuyucuya ihtiyag
vardir.

Duyarlilik: Diisiik  hiicre  konsantrasyonlarinda  bile  06l¢lim
yapilabilmektedir.

Dogruluk: Her kuyucuktaki boya absorbansi, hiicre sayisi ile orantilidir.

Giivenilirlik: Radyoaktif izotoplara ihtiya¢ duyulmamaktadir.

Normal olarak aktive edilmis hiicrelerin ve c¢esitli sitokinlere bagimli hiicre
hatlarinin hiicre canlilig1 veya proliferasyonunu degerlendirmede kullanilan yeni
bir kromojenik bir yontem olmasi acisindan da ayr1 bir 6nem tagimaktadir.

Yontem, metabolik olarak aktif olan hiicrelerin bir tetrazolyum tuzu olan
XTT’ yi turuncu formazan bilesenlerine indirgemeleri prensibine dayanmaktadir.

(Sekil 2.14)

Tetrazolium Formazan

. ol
as T L Q:_H_E_m@'i

Sekil 2.10. MTT ve XTT’ nin formazana doniisiimii [89].
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Olusan boya suda ¢oziinebilir 6zellikte olmakla birlikte boya yogunlugu bir
spektrofotometre yardimiyla verilen dalga boylarinda okutulabilmektedir. Boya
duyarlilig1, metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile orantilidir. Cok kuyucuklu
platelerin ve bir ELISA okuyucusunun kullanilmasi, ¢ok sayida 6rnegin calisilip
hizli ve kolay sonuglar alinabilmesini saglamaktadir. Test prosediirii hiicrelerin
96 kuyucuklu plaklarda kiiltire edilip, XTT ajanmin eklenip, 2-24 saat
inkiibasyonda bekletilmesi prensibine dayanmaktadir. inkiibasyon siiresi boyunca,
duyarliligi bir spektrofotometre (ELISA okuyucu) ile 6lgiilebilen turuncu renk
olusmaktadir. Kuyucuklardaki aktif hiicrelerin sayilariin ¢oklugu, mitokondriyal

enzimlerin aktivitesinin ¢oklugu ile orantilidir [90].

XTT Testi

MTT Testi WST-1 Testi
LooﬂoooﬂoooJ Looﬂo DGHDD oJ
+MTT +XTT veya

WST-1

Lmﬂmﬂ g Lmﬂ f el

inkubasyon
(0,5-4 saat)
kA% | AXC| OO
+ Cozunebilir
l Solusyon
s (2% | 4
inkubasyon
(1-24 saaﬁ} ¥
Olguim . | ‘ ‘ - ‘ ‘
ELISA okuyucusu ELISA okuyucusu

Sekil 2.11. MTT ve XTT metotlar1 [91].
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2.7.3. WST-1 Testi

Sitotoksik ve sitostatik bilesiklerin analizinde ve hiicre biiyiimesini inhibe eden
antikor ve fizyolojik mediatorlerin degerlendirilmesinde kullanilan bu prosediirde
WST-1 tetrazolyum tuzu, yalnizca canli hiicrelerde aktif olan ve mitokondrial
respiratuar zincirde yer alan siiksinat-tetrazolyum rediiktaz tarafindan suda
¢oOziinebilen formazan boyasina doniistiiriilmektedir. Bu yontemde bir 6rnekteki
bu mitokondrial dehidrogenazin total aktivitesi, canli hiicrelerin artmasiyla
yiikselmektedir. Enzimin aktivitesinin artmasi, kiiltiir medyumundaki metabolik
olarak aktif hiicrelerin sayisiyla direkt iliskili olarak formazan boyasinin
tiretiminde ve miktarinda artisa neden olmaktadir. Bu doniisiim esnasinda ise

Elisa-Reader kullanilarak absorbsiyon sayilabilir hale gelmektedir [92].

2.8. Membran Biitiinliigii Testleri

Canli hiicreleri 6lii olanlardan ayirt eden ozellikler membran biitiinligiiniin
kaybolmasi sonucu olusan plazma membrant boyunca gerceklesen transport
olaylarinin kaybini icermektedir. Plazma membraninin biitiinliiglinii 6l¢mek i¢in
ekskliizyon boyalari, floresan boyalar1 ve LDH (laktat dehidrogenaz) sizdirmasi

kullanilabilir.

2.8.1. Ekskliizyon/Floresan Boyalar:

Canli (saglam plazma membrani olan) ve 6lii (plazma membrani hasarli olan)
hiicreler diferansiyel boyama ile ayirt edilebilir. Hasar gérmiis plazma membrani
permeabilitesi olan hiicreler boyanirken, hasar gérmemis (canli) hiicreler, boyalar
plazma membranin1 gecemedikleri i¢in bu boyalarla (ekskliizyon boyalari)
boyanmazlar. Ekskliizyon testleri i¢in en sik kullanilan boya tripan mavisidir
(Sekil 2.16).
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Canli hiicreye boya giremez

Boya 6lU hiicreye girer

Sekil 2.12. Ekskliizyon boya prensibi [93].

2.8.2. Tripan Mavisi Boyas1 Canlilik Testi

Tripan Mavisi Boyasi sadece 6lii hiicrelerin membranlarindan gecebilir. Her bir
muamele edilen grubun yagama yiizdesi 6li hiicrelerin (mavi) ve canli hiicrelerin
(boya almamis) sayilmasiyla belirlenir. Analiz edilen parametre; hasarli, sizinti
yapan plazma membranidir. Bu testin avantajlar1 arasinda 1s1tk mikroskobu ile
canl hiicrelerin oliilerden ayirt edilmesinde kullanilan standart bir metot olmasi,
hizli ve ucuz olmasi, total hiicre popiilasyonundan ¢ok kiiciik bir hacmin test
analizi i¢in gerekli olmasi sayilabilir.

Hiicre canliligi, bu boyalarin % 0,9’ luk tuzlu suda hazirlanmig
sollisyonlarinin hiicre siispansiyonuna eklenmesi sonucunda ¢ok kiiciik hacimdeki
hiicre siispansiyonunun igerdigi canli hiicrelerin thoma lami gibi bir
hemositometre araciligiyla mikroskop yardimiyla sayilmasiyla belirlenir. Tripan
mavisinin (% 0.5-1) soliisyondaki proteinlere olan affinitesi canli olmayan
hiicrelere olan affinitesinden daha ytiksektir. Eger hiicre siispansiyonundaki serum
miktar1 % 1°den fazla ise bu metodun dogrulugu azalabilir [94].

Boya ile hiicre siispansiyonu 1:1 oraninda karistirilir ve 37°C’de 5 dakika
tutulur. Daha sonra thoma laminda mikroskopta sayilir. Canli hiicreler tripan
mavisi boyasini ge¢cirmez. Hiicre membraninin herhangi bir nedenle zarar gormesi
halinde s6z konusu boya hiicre icerigine girer ve stoplazmay1 boyar. Bu durumda
mikroskobik incelemede canli hiicreler parlak ve seffaf renktedir, 6lii hiicreler ise

mavi olarak boyanir [95].
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Sekil 2.13. Hemositometre [96].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullamilan Kimyasal Maddeler, Aletler ve Cihazlar

3.1.1. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

CiHAZ ADI

COy,’11 inkiibator

(37°C, % 5 CO’li)
Laminar flow (steril kabin)
Invert (ters) mikroskop
ELISA cihaz1 (spektrofotometre)
Su banyosu

Santrifiij

On sogutmali santrifiij
Mikro santrifiij

Vorteks

Otoklav

Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-80°C)
Hassas terazi

Otomatik mikropipetler

(10-10011,20-200 p1,100-1000 pl)

pH-metre

Isitmali manyetik karistiric
Ultraviyole spektrofotometre
Fourier Transform Infrared
Niikleer Manyetik Rezonans

McFarland Cihazi
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MARKA

NUAIRE®-USA Autoflow

BILSER® Class Il

LEICA®

RAYTO-RT®2100C

GEMO® DT 109 A

NUVE® NF 200
HARRIER®-18/80 Precool MSE
SANYO®-MicroCentaur MSE
VELP® Scientifica 2x°
HIRAYAMA"-Hiclave HV-85L
ARCELIK®

NUVE® DF 490

O HAUS® Adventurer Pro

GILSON®

METTLER-TOLEDO-620 Lab
STUART"®-BIBBY
SCHIMATZU®-UV-1800
MATTSON®-1000

'H-NMR, BRUKER"-Avancelll

BIOSAN® DEN-1



3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal maddelerin adi, kisaltilmis gosterimi ve kapali

kimyasal yapisi.

KIMYASAL MADDENIN KAPALI ,'_VIOL ,
ADI KISALTMA FORMIL KUTLESI
(9/mol)
Maleik anhidrit MA C4H,03 98,06
Stiren ST CsHs 104,15
Vinil asetat VA C4HesO2 86,09
Metil metakrilat MMA CsHgO» 100,12
Benzoil peroksit BPO C14H1004 242,23
Azobisizobutironitril AIBN CgH12N4 164,21
Benzen - CeHe 78,11
Etil metil keton EMK C4HgO 72,11
Etil alkol - C,HsOH 46,070
Dietil eter - CsH100 74,12
Petrol eteri - Petrol -
rafinerisi
Kloroform - CHCl; 119,38
Etil asetat - C4Hg0O, 88,12
Trietil amin TEA CeHisN 101,19
N,N- dimetilformamid DMF HCON(CHy3), 73,10
Su - H,0 18,00
Hidroksitire HX CH4N20; 76,05
Sitozin -D-arabinofuranosid
hidrokloriir (Cytarabine) T CoHsNsOs 219,68
Dimetil sulfoksit DMSO CoHgOs 60,05
Fosfat Buffer Saline PBS? - -
Ametopterin (Metotreksat) MTX
Gemsitabin GEM
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Cizelge 3.2. Kullanilan kimyasal maddelerin adi1 ve markalari.

KiMYASAL MADDENIN ADI

MARKA

Dulbecco Fosfat Buffer Saline (DPBS)

PAA Cell Culture Company

Dulbecco Modified Eagles Medium (DMEM) —
L-glutaminli

PAA Cell Culture Company

Dulbecco Modified Eagles Medium
(without phenol red)

Wisent Bio Products

Fetal Bovine Serum (FBS)

Biological Industries

Penicillin-Streptomycin (PS)

Biological Industries

Tripsin-EDTA Biological Industries
Trypan Blue Invitrogen
MTT (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- .

Invitrogen

difeniltetrazolium bromid)

XTT (sodyum 3°-[1-[(fenilamino)-karbonil]-3, 4-
tetrazolyum]-bis (4-methoksi-6-nitro)benzen-

Cayman Chemical

sulfonikasit hidrat) Company
Brain Heart Infusion Broth (BHI) BIOMARK Lab.
Sabouraud Dextrose Broth (SDB) OXOID
Mueller - Hinton Agar (MHA) MERCK
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) Neogen
Vancomycin OXOID
Imipenem OXOID
Sulfamethoxazole-Trimethoprim OXOID
Flukanozol Generica
Dimetil sulfoksit (DMSO) MERCK
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3.2. Kopolimerlerin Sentezlenmesi

Tez kapsaminda yapilmasi planlanan kopolimerlerin sentezlenmesi i¢in maleik
anhidrit monomeri (MA) ile birlikte vinil asetat (VA), metil metakrilat (MMA),
alil fenil eter (AFE) ve stiren (ST) monomerleri kullanildi. Maleik anhidrit-vinil
asetat, maleik anhidrit-metil metakrilat, maleik anhidrit-alil fenil eter ve maleik
anhidrit-stiren  kopolimerleri  sentezlenmistir. ~ Ancak  bunlar igerisinde
antineoplastik ajanlarla baglanmasi oldukc¢a basarili olup, uyumlu ve tutarl

ozellikler gosteren maleik anhidrit-vinil asetat (MAVA) kopolimeri kullanildi.

3.2.1. MAVA Kopolimerinin Sentezlenmesi

Maleik anhidrit ve vinil asetat olmak iizere iki farklit monomer kullanilarak maleik
anhidrit-vinil ~ asetat  kopolimeri  sentezlenmistir. VA  monomerinin
homopolimerlesmemesi i¢in oda sicakliginda ve kahverengi cam siselerde
saklanmasi gerekmektedir. 100 mL’ lik bir balona 4,9 g MA monomeri konularak
10 mL etil metil keton igerisinde ¢oziilerek iizerine 4,63 mL VA ve 0,05 g BPO
yavasga ve araliklarla eklendi. Toplam hacim 15 mL etil metil keton eklenmesiyle
25 mL’ye tamamlandi ve oda sicakliginda siirekli ¢alkalama ile homojen bir
karisim elde edildi. Her iki monomer yaklasik 1:1 mol oraninda tepkimeye
sokuldu. Bu karisim, manyetik karistirici ve manyetik balik kullanilarak, sicaklik
ayarinin da belli araliklarla artirilmasiyla 24 saat bekletildi. Yaklagik 70°C - 80°C
dolayinda kahverengiye yakin, bal kivaminda viskoz bir karisim elde edilir
edilmez tepkime sonlandirildi. Ardindan bu karisim 100 mL’ lik behere alinarak
25 mL etil alkol ile yavasga ¢oktiiriildii. Cokmeye baslayan beyaz renkli MAVA
kopolimeri defalarca etanol ile yikandiktan sonra, siiziilerek bir petri kabina
alindi; agik havada ve oda sicakliginda kurutuldu. Tepkimeye girmeden arta kalan
VA monomerinin  kendi kendine homopolimerlesmesi ile olusabilecek
polivinilasetatin ortamdan ve kopolimerden uzaklastirilmasi igin, kopolimer 20
mL etil asetat icinde 24 saat bekletildi; petrol eteri ile ¢oktiiriildii, ardindan vakum
filtrasyon sistemi kullanilarak analitik siizge¢ kagidindan siiziildii. Ortamdan
¢Oziiclinlin uzaklastirlmas: i¢in ¢Okelek vakum etiivde 55°C° de 24 saat

kurutularak saflagtirildi [17].
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3.3. Kopolimerlerin Yapisal Karakterizasyonu

Maleik anhidrit-vinil asetat kopolimerinin yapisal karakterizasyonu Fourier
Transform Infrared Spektrofotometresi (FTIR) ve Proton Niikleer Manyetik
Rezonans Spektrometresi (*H-NMR) ile yapildi. Kopolimerlerden 2,0 mg rnekler
alinarak iyice ogiitiildii ve 100,0 mg KBr ile birlikte vakum sistemine baglanarak
disk haline getirildi, etiivde kurutulduktan sonra 4000-400 cm™ dalga sayisi
araliginda 400 tarama ve 4 cm™ ¢oziiniirlikte FTIR spektrumlari alindi. *H-NMR
spektrumlar1 alinirken, tiim oOrneklerden 6’sar mg alinarak 0,8 mL dimetil
sulfoksit (DMSO) ¢éziiciisiinde ¢oziildii. Orneklerin spektrumu DMSO ¢oziicii

ortaminda alindi.

3.4. Kopolimerlerin Biyolojik Aktivitelerinin Arastirilmasi

Maleik anhidrit-stiren (MAST), maleik anhidrit-metil metakrilat (MAMMA) ve
MAVA kopolimerlerinin farkli kaynaklarda ¢esitli biyolojik aktiviteler gosterdigi
bilinmektedir [17]. Bu amagla, kopolimerlerin biyolojik aktivitesi, 5 farkli bakteri

tiirli (antibakteriyel) ve maya mantar1 (antifungal) {izerinde arastirilmistir.
3.4.1. Kullamlan Mikroorganizmalar ve Ozellikleri
Biyolojik aktivite testlerinde kullanilan mikroorganizmalar Tiirkiye Halk Saglig

Kurumu (Refik Saydam Hifzissthha Merkezi)’ ndan temin edilmistir.

Cizelge 3.3. Antimikrobiyal Aktivite Deneylerinde Kullanilan Mikroorganizmalar

ve Kaynaklari

Mikroorganizma Sus Numarasi
1 Staphylococcus aureus ATCC 25923
2 Escherichia coli ATCC 25922
3 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
4 Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus ATCC 43300
5 Enterococcus faecalis ATCC 29212
6 Candida albicans ATCC 10231
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3.4.2. Biyolojik (Antimikrobiyal) Aktivite Tayini / Disk Difiizyon Testi
Kopolimerlerin antimikrobiyal aktivitelerini tayin etmek amaciyla Disk Difiizyon
yontemi kullanilmistir [45,46].

Bakteri suslar1 Brain Heart Infusion Broth’a inokiile edilerek 37+0,1°C’de,
mantar suslar1 da Sabouraud Dextrose Broth’a inokiile edilerek 25+0,1°C’de 24
saat slireyle inkiibe edilmistir. Bu kiiltirlerden alinan bakteri ve maya
solusyonlart, igerisinde 5 ml buyyon bulunan steril cam tiiplere belirli miktarlarda
alinarak McFarland cihazinda 0.5 standarda gore ayarlanmistir (0.5 McFarland
standardi = 1-2 x 108 CFU/mI).

Kopolimerler 8 mg tartildi ve 2 ml DMSO’da ¢oziildii. Yiiksek dozdan
baglanarak 1 ml DMSO igeren steril tiiplerde sulandirimlart yapildt (4/1, 2/1, 1/1,
1/2, 1/4, 1/8) . Sulandirimlar, otomatik pipet (GILSON) ile steril 6 mm’lik bos
disklere (OXOID blanc disc) 25 pl emdirildi.

Otoklavda sterilize edilmis ve 45-50°C’ye kadar sogutulmus Mueller -
Hinton Agar ve Sabouraud Dextrose Agar 12 cm’lik steril agar plaklarma 25 ml
olacak sekilde dagitildi. Katilagsan agar yilizeyine, 0.5 McFarland standardina gore
hazirlanan bakteri ve maya solusyonlarindan steril ekiivyon ¢ubuk yardimiyla tiim
plak yilizeyine yayma ekim yapildi.

Yiizeylerinin kurumast ic¢in bir siire beklendikten sonra hazirlanan
sulandirimlart yapilmig numune ¢6zeltileri emdirilmis diskler hafifce bastirilarak
aralarinda 20 mm kalacak sekilde yerlestirildi. Negatif kontrol i¢in sadece DMSO
emdirilmis steril diskler kullanildi.

Laboratuarda bulunan standart suslar, herhangi bir siipheye yer birakmamak
igin antibiyogramlarmin yapilmasi amactyla Cumhuriyet Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuari’na gonderildi. Gelen sonuglara
gore antibiyotik diskleri -20°C’den ¢ikarilarak oda 1sisinda bekletildi. Pozitif
kontrol i¢in hazirlanan, bakterilerde Imipenem, Sulfamethoxazole-Trimethoprim
ve Vancomycin antibiyotik diskleri, maya i¢in Flukanozol emdirilmis diskler
kullanildi. Pozitif kontroller petrinin tam ortasina, diger diskler ile aralarinda

20 mm kalacak sekilde yerlestirildi.
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Bu sekilde hazirlanan petri kutular1 4°C’de 2 saat bekletildikten sonra
bakteri ekilen plaklar 37 + 0,1°C’de 24 saat, maya asilanan plaklar 25 + 0,1°C’de
48 saat inkiibe edildi. Siire sonunda besiyeri tizerinde disklerin etrafinda olusan
inhibisyon zonlar1i mm olarak degerlendirildi. Yapilan deneyler 3 kez

tekrarlanarak alinan sonuglar istatistiksel olarak analiz edildi.

3.5. Kopolimer-ila¢ Ciftlerinin Sentezlenmesi

Kopolimer-ilag ¢iftlerinin hazirlanmasi sirasinda asagida agiklanan yontem

kullanildi.

3.5.1. MAVA Kopolimeri ve Amethopterin (Methotrexate) Cifti

MAVA kopolimeri ve amethopterin hidrat (MTX) mol oranlar1 birebir olacak
sekilde tepkimeye sokuldu. Bu nedenle 1:1 mol oran1 gz 6niinde bulundurularak,
0.1 mmol (18,415 mg) MAVA kopolimeri 0.5 mL dimetilformamidde (DMF)
¢oziildii ve vortekslendi. Agik renkli viskoz olan bu ¢ozeltiye 4 pL trietilamin
(TEA) eklendi ve tekrar vortekslendi. Cozeltinin rengi koyulasana dek bu isleme
devam edildi. MTX etken maddesi 0.1 N NaOH’te ¢oziildii, ardindan nétral
tamponda sulandirildi ve -20 °C’de saklandi. Daha sonra hazir olan 0.1 mmol
MTX solusyonundan alinarak 250 pL dimetilformamidde (DMF) ¢oziildii. Daha
once hazirlanan MAVA/TEA karisimina MTX/DMF solusyonu damla damla
eklendi. Koyu renkli, bulanik olmayan karisim, c¢alkalamali su banyosunda 50
°C’de 2 saat, ardindan 70 °C’de siirekli calkalama ayarinda tutularak 48 saat
bekletildi. Bu siire sonunda elde edilen koyu-turuncu renkli viskoz karisima,
soguk etil alkol yavasca damla damla eklenerek — 20 °C’de 2 saat bekletilerek,
santrifiij edildikten sonra ¢oktiirme islemi gerceklestirildi. Cokelek, MAVA/MTX
konjugat1 olarak adlandirildi, oda sicakliginda kurutulduktan sonra, vakum
etivinde 50°C” de 24 saat kurutularak saflagtirildi. Hava almayan vakumlu
flakonda saklanda.

3.5.2. MAVA Kopolimeri ve Gemcitabine Cifti

MAVA kopolimeri ve gemcitabine hidrokloriir (GEM) mol oranlari birebir olacak
sekilde tepkimeye sokuldu. Bu nedenle 1:1 mol oran1 gz 6niinde bulundurularak,
0.2 mmol (36,83 mg) MAVA kopolimeri 1 mL dimetilformamidde (DMF)

¢oziildii ve vortekslendi. Agik renkli viskoz olan bu ¢ozeltiye 8 pL trietilamin

50



(TEA) eklendi ve tekrar vortekslendi. Cozeltinin rengi koyu mor olana dek bu
isleme devam edildi. GEM etken maddesi 6nce 50 uL minimum miktar suda, daha
sonra da 450 pL dimetilformamidde (DMF) ¢o6ziildii. Daha 6nce hazirlanan
MAVA/TEA karisimmma GEM/DMF solusyonu damla damla eklendi. Koyu
renkli, bulanik, viskoz olmayan karisim, ¢alkalamali su banyosunda 50 °C’de 2,5
saat, ardindan 70 °C’de siirekli calkalama ayarinda tutularak 48 saat bekletildi. Bu
stire sonunda elde edilen koyu-kahve renkli viskoz karisima, soguk etil alkol
yavasca damla damla eklenerek — 20 °C’de 1 saat bekletilerek, santrifiij edildikten
sonra ¢Oktiirme islemi gerceklestirildi. Cokelek, MAVA/GEM konjugat1 olarak
adlandirildi, oda sicakliginda kurutulduktan sonra, vakum etiiviinde 50 °C’de 24

saat kurutularak saflastirildi. Hava almayan vakumlu flakonda saklandi.

3.5.3. MAVA Kopolimeri ve Cytarabine Cifti
MAVA kopolimeri ve cytarabine (CYT) mol oranlari birebir olacak sekilde
tepkimeye sokuldu. Bu nedenle 1:1 mol oran1 goz 6niinde bulundurularak, 0. 05
mmol (9,21 mg) MAVA kopolimeri 375 pL dimetilformamidde (DMF) ¢oziildii
ve vortekslendi. A¢ik renkli viskoz olan bu ¢ozeltiye 3 uL trietilamin (TEA)
eklendi ve tekrar vortekslendi. Cozeltinin rengi koyu mor olana dek bu isleme
devam edildi. CF etken maddesi, 0,5 mL’ lik bir eppendorf tiipe alinarak otomatik
mikropipet ile 0,5475 mL DMF eklenerek c¢oziildii. Daha once hazirlanan
MAVA/TEA karnigimma CYT/DMF solusyonu damla damla mikropipet ile
yavasca eklendi. Koyu renkli, bulanik, viskoz olmayan karigim, calkalamali su
banyosunda 50 °C’de 2,5 saat, ardindan 70 °C’de stirekli calkalama ayarinda
tutularak 48 saat bekletildi. Bu siire sonunda elde edilen koyu kahve renkli viskoz
karisim, calkalamali su banyosunda 50 °C’ de 2 saat, ardindan 70 °C’ de siirekli
calkalama ayarinda tutularak 48 saat bekletildi. Daha sonra koyu kahve renkli
viskoz karigima, soguk etil alkol yavas¢a damla damla eklendi ve -20 °C’ de 1 saat
bekletildi.

Acik-kahve renkli ¢okelek, MAVA/CYT konjugati olarak adlandirildi, oda
sicakliginda kurutulduktan sonra, vakum etiiviinde 50°C’de 24 saat kurutularak

saflastirildi. Hava almayan vakumlu flakonda saklandi.
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3.6. Kopolimer-ila¢ Ciftlerinin Fizyolojik Stvida Salim Davramslar
Calismamizda yapay viicut sivist olarak kullanilan ve yaklasik 145 mM iyon
derisiminde olan PBS tampon c¢ozeltisi kullanildi. Cozeltinin igerigi 137 mM
NaCl, 2 mM KCI ve 10 mM fosfat tamponu (pH=7,4 £+ 0,1) seklindedir. Normal
kan pH degeri de 7,4 diir.

Cesitli avantajlar1 nedeniyle, ¢alismada kullanilacak PBS’ in tablet formu
tercih edildi. 1 adet tablet 100 ml tridistile suda ¢6ziildii. 1 mg polimer-ilag ¢ifti
tartilarak cam tiip igerisine kondu. Uzerine hazirlanan PBS ¢ozeltisinden 2 ml
eklendi. Hemen fotograflari ¢ekildi. Daha sonra 37°C’ de inkiibe edildi. 1., 24. ve

48. saatlerde fotograflari ¢ekildi. Salim davraniglar1 incelendi.

3.7. Hiicre Kiiltiirii

Sentezledigimiz kopolimer-ilag ¢iftlerinin antimikrobiyal, antitiimoral ve toksisite
aktivitelerini incelemeyi amagladigimiz c¢alismamiz in vitro kosullarda hiicre
kiiltiri yontemleri kullanilarak yapildi ve ¢alismamizda, antikanser etkisi igin
MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 ve toksik etkinin belirlenmesi i¢in de L929 fare
fibroblast hiicreleri kullanildi.

MCF-7 hiicre hatt;; Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’ndan, L1929 fibroblast hiicre hatti Cumhuriyet
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan temin
edilmistir.

Calismamizda kullandigimiz besiyeri; % 10 fotal sigir serum (FBS), % 1
penisilin-streptomisin ilave edilmis DMEM (L-glutamine’li) besiyeridir. DMEM
(L-glutamine’li) besiyeri ile tiretilen MCF-7 meme kanseri hiicreleri ve de L929
fare fibroblast hiicreleri 37°C” de ve % 95 nem, % 5 CO3’ li etiivde gogaltildi.

3.7.1. Hiicrelerin Ac¢ilmasi, Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi

1) -80°C’ de kriyotiipler icerisinde bulunan % 10 DMSO + % 90 FBS ile
dondurulmus MCF-7 ve L929 hiicreleri 37°C’ ye alindu.

2) Kriyotiip igerisine hizli bir sekilde besi ortami ilave edildi. Pasteur pipeti
yardimiyla karistirilarak hiicreler 15 ml’ lik falkon tiip icerisine alind.

3) Falkon tiip igerisine yaklasik 10 ml daha besiyeri ilave edilerek 1800 rpm’de
6 dakika santrifiij edilerek yikama yapildi.
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4) Santriflij sonras1 siipernatant uzaklastirildi ve ¢oken hiicrelerin iizerine 5 ml
besi yeri eklenerek 25 cm?’ lik flasklara alindi.

5) Flasklar, 37°C’ deki % 95 nem ve % 5 CO; igeren etiive alinarak inkiibasyona
birakildi. 48 saatte bir besi ortamlari tazelendi. Hiicreler biitiin flask yiizeyini
kapladiginda pasaj yapildi.

6) Flasklarda bulunan ortam dokiildii ve flasklar bir kez serumsuz ortam
kullanilarak yikandi.

7) Daha sonra hiicrelerin iizerine 1 ml tripsin ilave edildi. Bir siire bekletildikten
sonra tripsin uzaklastirilarak flasklar 5-10 dakika boyunca inkiibatorde bekletildi.
8) Inkiibatérden cikan flasklar inverted mikroskopla incelendi ve tiim hiicrelerin
kalkip kalkmadig1 kontrol edildi.

9) Flaskda bulunan tiim hiicreler kalktiktan sonra, 10 ml FBS’lu ortam ilave
edildi.

10) Flask igerisinde bulunan hiicre-ortam karisiminin 5 ml’ si baska bir flaska
aktarilarak pasajlama islemi tamamlanmis oldu.

11) Hiicrelerin ylizeye yapisarak liremeye devam etmeleri i¢in flasklar inkiibatore

kaldirilarak inkiibasyona birakildi ve cogalmalar1 saglandi.

3.7.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

1) Flasklarda bulunan hiicreler oOncelikle tripsinizasyon islemi ile yapismis
olduklar1 flask yiizeyinden kaldirildi.

2) Hiicreler 15 ml’ lik falkon tliplere alinarak 1800 rpm’ de 7 dakika siire ile
santrifiij edildi.

3) Santrifiij sonrasi, her bir falkon tiipe ait 1,5 ml” lik kriyotiipler hazirland1.

4) 9 : 1 oraninda (%10’ luk), FBS : DMSO karisimindan olusan ortam hazirlandi.
5) Tiplerde bulunan siipernatant kisim uzaklastirilarak falkon tiipler buz {izerine
alindi. Falkon tiiplerde bulunan hiicreler iizerine 750 ul FBS : DMSO karigimi
eklenerek resiispanse edildi.

6) Buz igerisinde bulunan kriyotiipler igerisine bu karisim aktarilarak -80°C’ye

kaldirildi.
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3.7.3. Hiicrelerin Sayilmasi / Canliliginin Tespit Edilmesi

Thoma lami, {izerinde iglii gizgilerle birbirinden ayrilmis 16 biiylik kareden
olusan yivler bulunan 6zel mikroskop lamidir. Her biiyiik karenin alani
1 mm? *dir. Lam iizerine konulan stvinin derinligi 0.1 mm’dir. Sonugta her biiyiik
kare iizerindeki stv1 hacmi 10* ml” dir.

1 mm?® =0.001 cm®

0.001 cm? x 0.1 = 0.0001 cm® = 0.0001 ml (10* ml)

Thoma laminin alt ve iist kismindaki iki adet biiyiik 16 karedeki hiicreler
sayilip aritmetik ortalamalar alindi. Daha sonra asagidaki formiil ile istenilen
diliisyon yapildi.

Baslangictaki Diliisyon x Ortalama Sayilan Hiicre x 10.000
I¢in Katilan Miktar Sayisi (Sabit)

Diliisyon Miktar1 =

ml. de Istenilen Hiicre Sayisi

Ornegin ml’de 100.000 hiicre olacak sekilde hiicre siispansiyonu elde etmek
istiyoruz. Thoma laminin bir tarafindaki 16 karede sayilan hiicre sayis1 60, diger
tarafindaki hiicre sayis1 40 olsun. Baslangictaki hiicre pelleti 5 ml iiretme besiyeri

ile diliie edilmis olsun. Buna gore;
Ortalama hiicre sayis1 = 60 + 40 = 100/2 = 50
Diliisyon miktar1 = (5 x 50 x 10.000) / 100.000 = 25
Hiicre pelleti iizerine toplam 25 ml olacak sekilde besiyeri konulursa her

ml’de 100.000 hiicre olacaktir. Buna gore baslangicta 5 ml olan hiicre

slispansiyonuna 20 ml iiretme besiyeri ilave edilmelidir.
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3.8. Ila¢ ve Kopolimer-ila¢ Ciftlerinin ICso Dozunun Belirlenmesi

ICs0 dozu, bir inhibitériin hedefinin % 50’ sini 6ldiirmesi i¢in gerekli olan
konsantrasyonunu temsil etmektedir. Daha agik bir ifadeyle, bir maddenin ya da
molekiiliin, biyolojik bir siirecin % 50’ sini inhibe etmesi i¢in gerekli olan miktar1
anlamindadir. FDA (Food and Drug Administration)’ ya gore ICsp; bir etken
maddenin in vitro da % 50 inhibisyon saglamasi i¢in gerekli olan
konsantrasyonudur. Kopolimer-ilag ¢iftlerinin 1Csp dozu, MTT testi ve Tripan
Mavisi Testi ile belirlenmistir. MTT suda ¢oziinen bir tetrazolium tuzu olmakla
beraber canli hiicre mitokondrilerindeki dehidrogenaz enzimi ile pargalandiginda
¢oziilebilir formazana doniismektedir. Formazandan kaynaklanan turuncu rengin
yogunlugu metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile orantilidir. Kopolimer-ilag
ciftlerinin 1Cso dozu MTT ve Tripan Mavisi Testi ile belirlendi. Bu nedenle,

96 kuyucuklu plaklar kullanilarak 24 saatlik bir deney diizenegi kuruldu.

3.9. Sitotoksisite Testleri
flag ve kopolimer-ilag ¢iftlerinin MCF-7 ve 1929 hiicreleri {izerine
sitotoksisitesinin incelenmesi amaciyla MTT ve XTT testleri uygulandi.

Canlilig1 6lgiilecek hiicreler diiz tabanli 96 kuyucuklu plaklara ekildi. Yiizey
kaplamasi tamamlandiktan veya yeterli yogunluga ulastiktan sonra (24 veya 48
saat) ortama ilag ve kopolimer-ilag giftleri gesitli konsantrasyonlarda ilave edildi.
Maddeler ile 48 saat inkiilbasyonun ardindan 10 mg/ml konsantrasyonda
hazirlanan MTT soliisyonundan her bir kuyucuga 10 pl eklendi ve 37°C’de 4 saat
inkiibe edildi.

Formazan kristalleri olusumu invert mikroskopla tek tek incelendi ve
fotograflar ¢ekildi. MTT durdurucu soliisyondan 100 pl eklendi 30 dakika oda
sicakliginda beklenip formazan kristallerinin ¢6ziindiigii kontrol edildi. Aym
islemler polimer besiyeri etkilesimini kontrol etmek amaciyla, hiicre bulunmayan
sadece besiyeri ilave edilmis 96 kuyucuklu plaklarda da yapildi. Son olarak optik
yogunlugu olgmek iizere 96 kuyucuklu plagin kapagi agilarak 450 nm dalga
boyuna ayarlanmis ELISA cihazina yerlestirildi ve cihazin optik dlglim sonuglari
bilgisayar ortamindan alindi.

XTT testi i¢in de canliligi Olgiilecek hiicreler diiz tabanli 96 kuyucuklu
plaklara ekildi. Yiizey kaplamasi tamamlandiktan veya yeterli yogunluga

ulastiktan sonra (24 veya 48 saat) ortama polimer ilave edildi. Madde ile 48 saat
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inkiibasyonun ardindan XTT (2,3,-bis [2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil+-2H-
tetrozolium-5-kaboksa-nilit tuzu) ajan1 reaktif 1: cell proliferation kit I (XTT,
labelling agent, roche) ve aktivasyon ajani reaktif II: cell proliferation kit I XTT,
electron coupling reagent, Roche)’ ndan olusmaktadir. Reaktifler 50 / 1 XTT ajan1
(Labelling reagent) / Aktivasyon ajani (electron coupling reagent) olacak sekilde
karigtirilarak XTT soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyondan her bir kuyucuga 10 pl
eklendi ve 37°C’de 4 saat inkiibe edildi. Optik yogunlugu olgmek iizere
96 kuyucuklu plagin kapagi agilarak 450 nm dalga boyuna ayarlanmis ELISA
cihazina yerlestirildi ve cihazin optik 6l¢iim sonuglar1 bilgisayar ortamindan
alindu.

L.929 hiicrelerinde her iki test i¢in hiicre canlilig1 yiizdesi; her bir kuyucukta
Olciilen optik dansite degerinin kontrol optik dansite degerine boliinmesi ve yiiz

ile ¢arpilmasi ile hesaplandi.

Olgiilen optik dansite degeri
% Hiicre canliligl = x 100

Kontrol optik dansite degeri

MCF-7 hiicreleri igin hiicre 6liimii yiizdesi (% inhibisyon); kontrol optik
dansite degerinden her bir kuyucukta 6l¢iilen optik dansite degerinin ¢ikarilmasi
ve sonucun kontrol optik dansite degerine boliinmesi ve yiiz ile ¢arpilmast ile

hesaplandi.

Kontrol optik dansite degeri - Olgiilen optik dansite degeri
% Inhibisyon = x 100

Kontrol optik dansite degeri

3.9.1. Antitiimér Aktivite Testleri / MCF-7 Meme Kanseri Hiicreleri Uzerine
Etkisinin incelenmesi

Flasktaki, MCF-7 hiicrelerinin yiizey kaplamasi tamamen gergeklestikten sonra
hiicrelerin pasajlanmasi boliimiinde anlatildigi gibi, hiicreler tripsinize edildi.
Santriflij edip stipernatant kismi dokiildiikten sonra, hiicre sayimi yapild.
Hiicreler ml’de 1x10° MCF-7 hiicresi olacak sekildle DMEM (fenol red’siz)

besiyeri icerisinde deneyde kullanilacak miktarda hazirlandi. Besiyerinin {izerine
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%10 FBS + %1 Penisilin-Streptomisin eklenerek siispansiyon olusturuldu.
Hazirlanan hiicre siispansiyonundan her kuyucuga 100 pl (1x10* hiicre/kuyucuk)
eklendi. Kuyucuk sayis1 kopolimer-ilag ¢iftleri ve ilacin her konsantrasyonu igin
6 sar kuyucuk olacak sekilde hesaplandi. Siispansiyonun dagiliminin esit oldugu
mikroskop ile incelendikten sonra, 37°C’lik CO; etiiviine kaldirildi ve 24 saat
inkiibe edildi.

3.9.1.1. MTT Testinin Uygulanmasi

Inkiibasyon sonunda hiicrelerin yiizey kaplamalarmin ve genel durumlarinin
normal oldugu tespit edildikten sonra kuyucuklardaki besiyeri ortamdan
uzaklastirildi. Kopolimer-ilag ¢iftleri ve sadece ilag igeren ¢ozeltiler hazirlandi ve

Sekil 3.1’ de gosterilen konsantrasyonlarda 100 er pl olarak kuyucuklara eklendi.
Pozitif kontrole 100 ul DMEM (fenol red’siz) + %10 FBS + %1 Penisilin-
Streptomisin siispansiyonu, negatif kontrole DMSO eklendi.

Kopolimer — Ilac Tlac
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ra N Eo
) 125 625 3125 1562 50025 125 625 3125 1562

pgml ygml pgml ugml ugml pgml  peml ygml ugml sgml ugml ugml
3 5

10 11

DMEM+FBS+PS {

DMSO {

‘ — DMSO — DMEM+FBS+PS

Sekil 3.1. Soliisyonlarin 96’lik plakta dagilimu.
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Biitlin kuyucuklardaki son hacim 100 ul DMEM (fenol red’siz) + %10 FBS
+ %1 Penisilin-Streptomisin siispansiyonu ile 200 pl’ ye tamamland:. islem
tamamlandiktan sonra plak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Daha 6nceki bolimde
aciklandigr gibi hazirlanan 10 mg/ml MTT soliisyonundan her kuyucuga 10 pl
eklendi ve 37°C’de 4 saat inkiibe edildi. Formazan kristalleri olusumu invert
mikroskopla tek tek incelendi ve fotograflari ¢ekildi. MTT durdurucu soliisyondan
100 pl eklendi, formazan kristallerinin tamamen ¢6ziildiigli mikroskobik olarak
incelendi ve 30 dakika oda sicakliginda beklenip ELISA cihazi ile 450 nm dalga
boyunda optik yogunluk Sl¢iildii.

3.9.2. Toksik Aktivite Testleri / 929 Fibroblast Hiicreleri Uzerine Etkisinin
Incelenmesi

Flasktaki, L929 hiicrelerinin yilizey kaplamasi tamamen gergeklestikten sonra
hiicrelerin pasajlanmasi boliimiinde anlatildigi gibi, hiicreler tripsinize edildi.
Santrifiij edip siipernatant kismi dokiildiikten sonra, hiicre saymm yapildi.
Hiicreler ml’de 1x10° L929 hiicresi olacak sekilde DMEM (fenol kirmizist boyasi
icermeyen) Dbesiyeri igerisinde deneyde kullanilacak miktarda hazirlandi.
Besiyerinin iizerine %10 FBS + %1 Penisilin-Streptomisin eklenerek siispansiyon
olusturuldu. Hazirlanan hiicre siispansiyonundan her kuyucuga 100 pl (1x10*
hiicre/kuyucuk) eklendi. Kuyucuk sayisi kopolimer-ilag ¢iftleri ve ilacin her
konsantrasyonu i¢in 6 kuyucuk olacak sekilde hesaplandi. Hiicrelerin dagiliminin
esit oldugu mikroskop ile incelendikten sonra, 37°C’lik CO; etiiviine kaldirildi ve

24 saat inkiibe edildi.

3.9.2.2. XTT Testinin Uygulanmasi
Inkiibasyon sonunda hiicrelerin yiizey kaplamalarinin ve genel durumlarinin
normal oldugu tespit edildikten sonra kopolimer-ilag ¢iftleri ve sadece ilag igeren
cozeltiler hazirland1 ve Sekil 3.1° de gosterilen konsantrasyonlarda 100 er pl
olarak kuyucuklara eklendi. Pozitif kontrole 100 ul DMEM (fenol red’siz) + %10
FBS + %1 Penisilin-Streptomisin siispansiyonu, negatif kontrole DMSO eklendi.
Biitiin kuyucuklardaki son hacim 100 ul DMEM (fenol red’siz) + %10 FBS
+ %1 Penisilin-Streptomisin siispansiyonu ile 200 pl’ ye tamamland:. islem

tamamlandiktan sonra plak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. XTT solusyonu bir
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onceki boliimde agiklandigi gibi hazirlandi. Bu soliisyondan her kuyucuga 10 ul
eklendi ve 37°C’de 4 saat inkiibe edildi. ELISA cihaz1 ile 450 nm dalga boyunda
optik yogunluk ol¢iildii.

3.10. Istatistiksel Analizler

Sonuglarin istatistiki degerlendirilmesi SPSS (Statistical Packages of Social
Sciences version 16.0 for Windows, Mann-Whitney U Testi) programa ile yapildi.
“p<0,05” degeri istatistiki olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kopolimerlerin Yapisal Karakterizasyonu

Maleik anhidrit-vinil asetat kopolimerinin yapisal karakterizasyonu Fourier
Transform Infrared Spektrofotometresi (FTIR) ve Niikleer Manyetik Rezonans
Spektrometresi (*H-NMR) ile yapildi.

4.1.1. Kopolimerin FTIR analizi

Yapida goriilen en karakteristik birim olan maleik anhidrite ait 1880 ve 1804 cm”
> deki karakteristik pikler sirastyla simetrik ve asimetrik anhidrit karbonil (C=0)
grubuna ait gerilme titresimleridir [98]. Sekil 4.1 deki spektrumda 1242 cm™ ve
1012 cm™ deki karakteristik pikler C-O bagina ait gerilme titresimi ve 1395 cm’
> deki pik ise vinil asetattaki metil (CHs) grubunun gerilme titresimidir [99].
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Sekil 4.1. Maleik anhidrit-vinil asetat kopolimerinin FTIR spektrumu.
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4.1.2. Kopolimerlerin *"HNMR Analizi

Asagida gorildiigii gibi Sekil 4.2°deki "H-NMR spektrumunda maleik anhidrit-
vinil asetat kopolimerindeki maleik anhidrite ait 2 protonun kimyasal kayma
degeri 5.4 ppm’de ortaya ¢ikmustir, metil (-CHj3) protonlar1 2 ppm’de yeralmistir
[100]. Metilen (-CH,) pikleri ise 2 ppm civarinda gézlenmistir. Yapida oksijene
bagli —CH piki ise 1.1 ppm’de ¢oklu pikler olarak bulunmustur [17].

11

Sekil 4.2. Maleik anhidrit-vinil asetat kopolimerinin *H-NMR spektrumu.
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4.1.3. Kopolimerlerin Céziiniirliigii ve Fiziksel Ozellikleri

Maleik anhidrit-vinil asetat kopolimeri agik pembe goriiniimlii, toz seklinde
olduk¢a homojen bir yapidadir. Suda ¢oziinmedigi gibi; siklohekzan, ksilen,
kloroform, n-hekzan, toluen, benzen gibi organik solventlerde ¢6ziinmez.
Dimetilformamid, etilmetil keton, tetrahidrofuran, dimetilsulfoksid, aseton, 1,4-

dioksan ve piridin organik solventlerinde ¢oziinmektedir.

4.1.4. Kopolimerlerin Tepkimeleri

Burada FTIR spektroskopisi ile alinan spektrum sonuglarina, sadece maleik
anhidrite ait anhidrit halkasinin ila¢ etken maddesiyle acilip ag¢ilmadiginin
belirlenmesinde 6ngdriide bulunmak i¢in bagvuruldu. Bu nedenle FTIR ile tam bir
yapt aydinlatmasi yapilamadigi ve sadece anhidrit halkasinin agilip agilmadigina

dair bir fikir verdigi i¢in ayrica NMR analizine de gerek duyuldu.
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4.2. Kopolimerlerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Kopolimerlerin antimikrobiyal aktivitelerini incelemek i¢in gram-pozitif bakteri
olarak S. aureus, E. faecalis, Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus; gram-
negatif bakteri olarak E. coli ve P. aeruginosa; mantar olarak C. albicans ile

Disk Difiizyon Yontemi kullanilarak ¢aligilmastir.

4.2.1. MAVA Kopolimerinin Antimikrobiyal Aktivitesi
MAVA kopolimerinin farklt sulandirimlarinin emdirildigi diskler etrafinda
inhibisyon zonu olugmamistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan antibiyotik

disklerinin etrafinda inhibisyon zonlar1 olugmustur.

Sekil 4.4. MAVA’nin Escherichia coli’ye antibakteriyel etkisi
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Sekil 4.5. MAVA’nin Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus’a
antibakteriyel etkisi

Sekil 4.6. MAVA’nin Pseudomonas aeruginosa 'ya antibakteriyel etkisi

Sekil 4.7. MAVA’nin Enterecoccus faecalis e antibakteriyel etkisi
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Sekil 4.8. MAVA’nin Candida albicans 'a antifungal etkisi

MAVA kopolimerinin S. aureus, E. faecalis, Meticillin-Resistant Staphylococcus
aureus; E. coli ve P. aeruginosa, C. albicans mikroorganizmalar1 {izerine

antibakteriyel ve antifungal aktivitesi tespit edilmemistir.

4.2.2. MAST Kopolimerinin Antimikrobiyal Aktivitesi
MAST kopolimerinin farkli sulandirimlarinin emdirildigi diskler etrafinda
inhibisyon zonu olusmamistir. Negatif kontrol olarak kullanilan antibiyotik

disklerinin etrafinda inhibisyon zonlar1 olugmustur.

Sekil 4.9. MAST ’1n Staphylococcus aureus’a antibakteriyel etkisi
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Sekil 4.11. MAST 1n Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus’a antibakteriyel
etkisi

Sekil 4.12. MAST 1n Pseudomonas aeruginosa 'ya antibakteriyel etkisi
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Sekil 4.14. MAST’in Candida albicans 'a antifungal etkisi

MAST kopolimerinin S. aureus, E. faecalis, Meticillin-Resistant Staphylococcus
aureus; E. coli ve P. aeruginosa, C. albicans mikroorganizmalar1 {izerine

antibakteriyel ve antifungal aktivitesi tespit edilmemistir.

4.2.3. MAMMA Kopolimerinin Antimikrobiyal Aktivitesi
MAMMA kopolimerinin farkli sulandirimlarinin emdirildigi diskler etrafinda
inhibisyon zonu olusmamistir. Negatif kontrol olarak kullanilan antibiyotik

disklerinin etrafinda inhibisyon zonlar1 olusmustur.
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Sekil 4.17. MAMMA’nin Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus’a
antibakteriyel etkisi
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Sekil 4.20. MAMMA’nin Candida albicans 'a antifungal etkisi
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MAMMA  kopolimerinin S. aureus, E. faecalis, Meticillin-Resistant
Staphylococcus aureus; E. coli ve P. aeruginosa, C. albicans mikroorganizmalari

tizerine antibakteriyel ve antifungal aktivitesi tespit edilmemistir.

4.3. Kopolimer-ila¢ Ciftlerinin Yapisal Karakterizasyonu

Burada FTIR spektroskopisi ile alinan spektrum sonuglarina, sadece maleik
anhidrite ait anhidrit halkasinin ila¢ etken maddesiyle acilip ag¢ilmadiginin
belirlenmesinde dngdriide bulunmak i¢in bagvuruldu. Bu nedenle FTIR ile tam bir
yap1 aydinlatmasi yapilamadigi ve sadece anhidrit halkasinin agilip agilmadigina

dair bir fikir verdigi i¢in ayrica NMR analizine de gerek duyuldu [98].

4.3.1. Kopolimer-ilag¢ Ciftlerinin FTIR Analizi

4.3.1.1. MAVA Kopolimeri-Amethopterin (Methotrexate) Ciftinin FTIR
Spektrumu

Kopolimerin yapisinda goriilen en karakteristik birim olan maleik anhidrite ait
simetrik ve asimetrik anhidrit karbonil (C=0) grubuna ait gerilme titresimleri olan
1880 ve 1804 cm™deki karakteristik pikler tamamen kaybolmustur [98]. Bunun
nedeni yapidaki anhidrit halkasinin ilag etken maddesi MTX ile agilmis olmasidir.
Sekil 4.21° deki spektrumda 1239.47 cm™deki karakteristik pik MAVA
kopolimerine ait C-O bagmna ait gerilme titresimidir [99]. MTX molekiiliiniin
karakteristik fonksiyonel grup pikleri MAVA/MTX spektrumunda gozlenen diger
pikler; 3317.23 cm™, 1628.57 cm™, 1603.72 cm™, 1546.57 cm™, 1506.25 cm™,
1446.98 cm™, 1364.60 cm™, 1203.05 cm™, 1098.21 cm™, 948.44 cm™, 828.20 cm’
1 814.98 cm®, 76541 cm™ ve 57496 cm™ pikleer MTX molekiilinden
kaynaklanmaktadir. Spektrumdaki diger 3 pik i¢in sirasiyla 2938.32 cm™, 1708.97
cm? ve 1025.62 cm™dir. 2938.32 cm™ yapidaki C-H gerilmesinden
kaynaklanmaktadir. Normalde 1695 civarinda ¢ikmasi gereken amit (-N-C=0
bagi) ya da karboksilik asit (-COOH bag1) piki burada ¢ok az bir kayma ile
1708.97 cm™ civarinda gozlenmistir. Yapida amit/karboksilik asit piklerinin
goriilmesi ilacin polimere baglanmasinin en 6nemli kanitidir. Ve 1025.62 cm™

piki maleik anhidrit halkasinin C-O-C gerilme titresiminden ileri gelmektedir.
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Sekil 4.21. MAVA Kopolimeri-Amethopterin (Methotrexate) Ciftinin FTIR
Spektrumu.

71



4.3.1.2. MAVA Kopolimeri-Gemcitabine Ciftinin FTIR Spektrumu
Kopolimerin yapisinda goriilen en karakteristik birim olan maleik anhidrite ait
simetrik ve asimetrik anhidrit karbonil (C=0) grubuna ait gerilme titresimleri olan
1880 ve 1804 cm™>deki karakteristik pikler tamamen kaybolmustur [100]. Bunun
nedeni yapidaki anhidrit halkasinin ilag¢ etken maddesi GEM ile agilmis olmasidir.
GEM molekiiliiniin  karakteristik fonksiyonel grup pikleri MAVA/GEM
spektrumunda gozlenen diger pikler; 2927.54 cm™, 1466.87 cm™, 1371.15 cm™,
1019.71 cm™ ve 748.84 cm™ pikler GEM molekiilinden kaynaklanmaktadir.
Spektrumdaki diger pikler i¢in ise sirasiyla su sekildedir; kopolimere ait C=0O
gerilme titresimi 1712.89 cm™de, 1660.38 cm™de amid grubuna ait N-H bagi,
1569.55 cm™ yapidaki CH, grubuna ait pik, 596.11 cm™ ise C-C gerilmesinden
kaynaklanan piktir. 3446.64 cm™ ise OH grubunun titresimleridir.
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Sekil 4.22. MAVA Kopolimeri-Gemcitabine Ciftinin FTIR Spektrumu.
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4.3.1.3. MAVA Kopolimeri-Cytarabine Ciftinin FTIR Spektrumu

Sekil 4.23°de goriildiigii gibi, maleik anhidritin karakteristik olan 1880 cm™ ve
1804 cm™’deki simetrik ve asimetrik C=0O gerilme titresimleri kaybolarak yerini
1676 cm™ degerine birakmustir [101]. Pik degerlerindeki bu degisim maleik
anhidritteki anhidrit halkasinin ila¢ etken maddesi cyterabibne (CYT) tarafindan
agildigini gostermektedir. Ayrica 1676 cm™ deki pik; amid yapisindaki karbonil
(C=0) titresimine ait gerilmeyi gostermektedir. Vinil asetattaki metil (CHz)
grubunun gerilme titresimi ise 1395 cm™de ortaya ¢cikmistir. Spektrumda 3438
cm™de goriilen band genellikle 3600-3000 cm™de ortaya ¢ikan genellikle
yapidaki amid grubuyla ilgili simetrik ve asimetrik N-H gerilme titresimine ait
karakteristik bir band olup genis olmasinin nedeni molekiiller arasi hidrojen
bagidir [102]. C-H baginn piki 2953 cm™ degerinde gézlenirken, vinil asetatin
COCHj3 grubuna ait gerilme band1 1063 cm™’de gbzlenmistir.
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Sekil 4.23. MAVA Kopolimeri-Cytarabine Ciftinin FTIR Spektrumu.
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4.3.2. Kopolimer-ila¢ Ciftlerinin 'HNMR Analizi

4.3.2.1. MAVA Kopolimeri-Amethopterin Ciftinin ‘H-NMR Spektrumu

Sekil 4.24° de goriildiigii gibi MAVA kopolimerinde maleik anhidritin 2 protonun
kimyasal kayma degeri 5,4 ppm civarinda olup spektrumda 4.77 ppm degerine
kaymigtir. Vinil asetatin metilen (CHy) pikleri 1.88 ppm’de goézlenistir. MAVA
kopolimerinin metil (-CH3) protonlari spektrumda 2 ppm’ oldukga yakin 1.94 ve
1.97 ppm’de gézlenmistir. Kopolimerin metilen -CH; pikleri ise bu pikin hemen
yaninda 2 ppm civarinda gézlenmistir. Yine MAVA kopolimeriyle iligkili olarak
oksijene bagli —CH piki ise yine spektrumda 1,1 ppm civarinda multiplet olarak
1.11, 1.13 ve 1.14 ppm’de gozlenmistir. Bu spektrumda etken maddenin MAVA
kopolimerine baglanmasinin en O6nemli kaniti, MTX etken maddesinin
karakteristik fonksiyonel grup pikleri olan; 1.90, 1.92, 2.00, 2.03, 2.32, 2.50, 2.53,
3.20, 3.36, 6.64, 6.81, 6.83, 7.48, 7.70, 7.72, 8.14, 8.16 ve 8.56 ppm pik
degerlerinin spektrumda gozlenmesidir. Eger baglanma olmasaydi MTX’den
gelen —NH; grubuna ait pik, genellikle spektrumda 10,55 ppm civarinda ortaya
¢ikardi. Sonuglar g6z oniine alindiginda MTX etken maddesinin olduk¢a basarili

bir amitlesme mekanizmasi ile MAV A kopolimerine baglandigi sdylenebilir.

74



MAVA / MTX

12.64
56
16
14
72

0
48

R TN

Sekil 4.24. MAVA Kopolimeri-Ametopiterin Ciftinin *H-NMR spektrumu.
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4.3.2.2. MAVA Kopolimeri-Gemcitabine Ciftinin *H-NMR Spektrumu

Karakteristik olarak MAVA kopolimerinde maleik anhidrite ait olan 2 protonun
kimyasal kayma degeri spektrumda 5,4 ppm civarinda olup 5.08 ppm degerine
kaymistir. Yine MAVA kopolimeriyle iligkili olarak oksijene bagli —CH piki ise
yine spektrumda 1,1 ppm civarinda multiplet olarak 1.11, 1.13 ve 1.15 ppm’de
gozlenmistir. Metil (-CH3) protonlart spektrumda 2 ppm civarinda gdzlenmesi
gerekirken GEM etken maddesinin grup pikleri tarafindan maskelenmistir.
Metilen -CH; pikleri ise normalde 2 ppm civarinda gozlenirken, spektrumda 1.90
ppm degerinde gozlenmistir. Maleik anhidritin -CH protonlarina ait 2.53, 2.72 ve
2.88 ppm’de ortaya c¢ikmistir. Bu spektrumda etken maddenin MAVA

kopolimerine baglanmasinin en oOnemli kanmiti ise, GEM etken maddesinin
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karakteristik fonksiyonel grup pikleri olan; 2.50, 3.36, 3.37, 3.38, 6.07, 6.10 ve
8.04 ppm pik degerlerinin spektrumda ¢ok az bir kayma ile 2.50, 3.36, 3.41, 5.08,
6.00 ppm seklinde gozlenmesidir. Ayrica zayif olmakla birlikte -NH(-CONH-)
amid grubu pikleri de 7.70 ppm’de gozlenmistir. Bu sonuglar GEM etken
maddesinin MAVA kopolimerine baglandiginin en oOnemli kanitidir. Eger
baglanma olmasaydi CF’ den gelen —NH, grubuna ait pik, genellikle spektrumda
10,55 ppm civarinda ortaya ¢ikardi. Sonuglar g6z Oniine alindiginda GEM etken
maddesinin amitlesme mekanizmast ile MAVA kopolimerine baglandigi

sOylenebilir.
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Sekil 4.25. MAVA Kopolimeri-Gemsitabin Ciftinin *H-NMR spektrumu.
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4.3.2.3. MAVA Kopolimeri-Cytarabine Ciftinin ‘H-NMR Spektrumu

Karakteristik olarak MAVA kopolimerinde maleik anhidrite ait olan 2 protonun
kimyasal kayma degeri spektrumda 5,4 ppm civarinda olup 5.64 ppm’de
gozlenmistir. Metil (-CHs) protonlar1 spektrumda 2 ppm civarinda gézlenmistir.
Metilen -CH; pikleri ise bu pikin hemen yaninda 2 ppm civarinda gézlenmistir.
Oksijene bagli —CH piki ise yine spektrumda 1,1 ppm’ de multiplet olarak
gozlenmistir. Sekil 4.26’de goriildiigii gibi, spektrumun 0-5 ppm aralift MAVA
kopolimerinin *H-NMR spektrumuna yaklagik olarak benzer olup, gdze carpan
farklilik; 7,9 ppm civarindaki aromatik halkaya ait olan pik ve 2,5-3,3 ppm’de
goriinen amid yapisina ait —NH grubunu temsil eden piklerdir. Aromatik halka
ilag etken maddesi siterabin (CYT) molekiiliiniin kimyasal yapisindan
gelmektedir. Bu CYT etken maddesinin MAVA kopolimerine baglandiginin en
onemli kanitidir. Eger baglanma olmasaydi CYT den gelen —NH; grubuna ait pik,
genellikle spektrumda 10,55 ppm civarinda ortaya ¢ikardi. Sonuglar gbz Oniine
alindiginda CYT etken maddesinin amitlesme mekanizmast ile MAVA

kopolimerine baglandigi séylenebilir.
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Sekil 4.26. MAVA Kopolimeri-Siterabin Ciftinin *H-NMR spektrumu.



4.3.3. Kopolimerin-ila¢ Ciftlerinin Coziiniirliigii ve Fiziksel Ozellikleri

Daha oncede bahsedildigi gibi, maleik anhidrit kopolimerleri, burada MAVA
kopolimeri, genellikle suda ¢oziinmez, ancak organik ¢oziiciilerde ¢dziiniir. Ilacin
kopolimere baglanma orani arttikga sudaki ¢Oziniirliikte buna bagli olarak
artmaktadir. Ayrica, FTIR ve 'H-NMR sonugclarinin pozitif olmas1 da ¢oziiniirliigii
desteklemektedir. Sentezlenen konjugatlarin ¢oziiniirlik ve baz1 fiziksel
ozellikleri sunlar sdylenebilir: MAVA/MTX cifti; toz halinde, koyu sar1 renkli
olup, suda oldukg¢a iyi ¢oziinmekle birlikte sulu c¢ozeltisinin rengi saridir.
MAVA/GEM ifti; toz halinde, koyu kahve renginde olup, suda oldukga iyi
coziinmekle birlikte, sulu ¢ozeltisinin rengi kahverengidir. Ve MAVA/CYT citti;
toz halinde, agik sar1 renkli olup, suda olduk¢a iyi ¢oziinmekle birlikte, sulu
coOzeltisinin rengi beyazdir. Her ii¢ Ornekte oldukca homojen bir goriintiiye

sahiptir.
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4.4, Kopolimer-ilag¢ Ciftlerinin Fizyolojik Stvida Salim Davramslar:
Calismamizda yapay viicut sivist olarak kullanilan ve yaklasik 145 mM iyon
derisiminde olan PBS tampon ¢6zeltisi kullanilda.

37°C’ de inkiibasyondan sonra, kopolimer-ilag ¢iftlerinin PBS ¢ozeltisindeki
salim davraniglar 1., 24. ve 48. saatlerde fotograflanarak tespit edildi.

a b

Sekil 4.28. MAVA-MTX, MAVA-GEM, MAVA-CYT, 1. saat goriiniim.
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Sekil 4.27 ve 4.28°de goriildiigi gibi MAVA-CYT ilk 10 dakika i¢inde neredeyse
tamamen ¢Ozlinmiistir. MAVA-MTX neredeyse tamamen ¢Oziinmiis, MAVA-

GEM ise stvinin rengini degistirecek kadar ancak az miktarda ¢oziinmiistiir.

Sekil 4.29. (a)MAVA-MTX, (b))MAVA-GEM, (C)MAVA-CYT, 24. saat
gorunum.

Sekil 4.29 ‘da gorildigi gibi MAVA-CYT 24. saatin sonunda tamamen

¢Oziinmiistiir. MAVA-MTX neredeyse tamamen ¢oziinmiis, MAVA-GEM ciftinin

ise dibinde bir kismi1 ¢éziinmeden kalmistir.

Sekil 4.30. (Q)MAVA-MTX, (0))MAVA-GEM, (c)MAVA-CYT, 48. saat gor.
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Sekil 4.30 ‘da gorildigi gibi MAVA-CYT 48. saatin sonunda tamamen
¢Oziinmiistiir. MAVA-MTX de 48. saatin sonunda tamamen ¢Oziinmiistiir.
MAVA-GEM ifti ise PBS’nin rengini daha ¢ok degistirmis yani 24. saate oranla
daha fazla ¢oziinmiistiir. Tiipiin dip kisminda az miktarda ¢ziinmeyen bir miktar

kalmistir.

4.5. Tla¢ ve Kopolimer-ila¢ Ciftlerinin MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hatlari
Uzerine Antitiimér Etkisinin Arastiriimasi

Gereg ve yontemde belirtildigi gibi MCF-7 hiicreleri hazirlanarak mikroplak
kuyucuklarmna ekildi, 37 °C ’de inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda
hiicrelerin morfolojik durumlart invert mikroskopta incelendi. Hiicrelerin
morfolojik goriiniimlerinin normal oldugu ve ylizen 6l hiicre bulunmadig: tespit

edildi (Sekil 4.31).

Sekil 4.31. MCF-7 hiicrelerinin 24 saat inkiibasyon sonrasi1 morfolojik goriintiisii
(20x).
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4.51. MTT Yontemi
Inkiibasyon sonunda kopolimer-ila¢ c¢iftleri ve sadece ilag igeren ¢ozeltiler
hazirland1 ve farkli konsantrasyonlarda 100 er ul olarak kuyucuklara eklendi ve
plak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.

Sekil 4.32° de MAVA-Ametopiterin (Metotreksat) kopolimer-ilag ¢iftinin
62,5 pg/ml konsantrasyonundaki hiicrelerin 24 saat inkiibasyon sonucundaki
mikroskobik goriintiileri verilmistir. Hiicreler atipik forma doniismiis, biiziiliip
kiiciilmiis, yiizey uzantilarin1 kaybederek yuvarlaklasmis ve tipik formda hiicre

say1s1 oldukca azalmistir.

Sekil 4.32. MCF-7 hiicrelerinin MAVA-Ametopiterin (Metotreksat) kopolimer-
ilag ¢iftinin 62,5 pg/ml konsantrasyonu eklendikten sonra 24 saatlik inkiibasyon
sonucu morfolojik goriintiisii (20x).
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Inkiibasyonun ardindan eklenen MTT solusyonu sonrasinda formazan
kristallerinin olusumu invert mikroskopta incelendi. (Sekil 4.33 ve 4.34) Bir siire
oda sicakliginda bekletilip ELISA cihazi ile 450 nm dalga boyunda optik
yogunluk 6l¢iildii.

Sekil 4.33. MCF-7 hiicrelerinde formazan kristallerinin olusumu — pozitif kontrol
(48 saat inkiibasyon sonrasi, MTT eklendikten sonra) (20x).

Sekil 4.34. MCF-7 hiicrelerinde formazan kristallerinin olusumu — negatif kontrol
(48 saat inkiibasyon sonrasi, MTT eklendikten sonra) (40x).
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4.5.1.1. Ametopterin (MTX) ve MAVA-Ametopterin (MTX) Ciftinin MCF-7
Meme Kanseri Hiicreleri Uzerine Antitiimér Aktivitesi

Mikroplaktaki kuyucuklara DMSO eklenmesi ile ¢oziinen formazan kristallerinin
olusturdugu renk degisimi ve ilag ve kopolimer-ilag ¢iftlerinin farkh
konsantrasyonlarinin olusturdugu renk degisimi ELISA da 450 nm dalga boyunda
Ol¢iildii. Pozitif ve negatif kontrol ve her bir farkli ilag ve kopolimer-ilag
konsantrasyonu igin ayri ayr1 uygulanan 6 kuyucugun ortalamalar1 alindi. Gereg
ve yontem boliimiinde belirtilen formiilden yararlanilarak % Inhibisyon

hesapland1 ve ilgili grafik elde edildi (Cizelge 4.6, Sekil 4.35).

Cizelge 4.6 : Ametopiterin (Metotreksat) ’nin gesitli konsantrasyonlarinin
MCEF-7 hiicreleri lizerine Optik Dansite degerleri ve % Inhibisyon oranlar1

(Kons::liiasyon) Optik Dansite Ortalamasi Inhibisyon (%)
500 pg/ml 0,2302 70,80
250 pg/ml 0,2338 70,34
125 pg/ml 0,2406 69,48
62,5 pg/ml 0,2711 62,61
31,25 pg/ml 0,2819 60,24
15,62 pg/ml 0,3397 56,91

Pozitif Kontrol

0,7883 0
(DMEM+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1805 77,11
(DMSO)

Cizelge 4.6 da Ametopterinin MCF-7 hiicreleri lizerindeki antitiimor etkisi,
cesitli konsantrasyonlarina bagl olarak inhibisyon (kanser hiicrelerini 6ldiirme)
yiizdesi olarak verilmistir. Cizelgede goriildiigli gibi, Ametopterinin

konsantrasyonu azaldikca antitiimor aktivitesi de orantili olarak diismektedir.
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Sekil 4.35. MTX in farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerini 6ldiirme
yiizdesi.

En yiiksek konsantrasyonda kanser hiicrelerini 6ldiirme orani (% 70,80),
negatif kontroliin 6ldiirme oranina (% 77,11) olduk¢a yakindir.
Sonug olarak; genel kullanim kemoterapi ilaglarindan Ametopterinin, meme

kanseri hiicreleri lizerine de antitiimor etkisinin bulundugu gosterilmistir.
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Cizelge 4.7 : MAVA-Ametopiterin (Metotreksat) kopolimer-ilag ¢iftinin ¢esitli
konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri tlizerine Optik Dansite degerleri ve
% Inhibisyon oranlari

il .
(Konsanatiasyon) Optik Dansite Ortalamasi Inhibisyon (%)
500 pg/ml 0,1948 75,29
250 pg/ml 0,2140 72,85
125 pg/ml 0,2416 69,35
62,5 png/ml 0,2915 63,02
31,25 pg/ml 0,3001 61,93
15,62 pg/ml 0,3122 60,40
Pozitif Kontrol
0,7883 0
(DMEM+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1805 77,11
(DMSO)

Cizelge 4.7 de MAVA-Ametopterinin  MCF-7 hiicreleri iizerindeki
antitimor etkisi, c¢esitli konsantrasyonlarina bagli olarak inhibisyon (kanser
hiicrelerini  6ldiirme) yilizdesi olarak verilmistir. Cizelgede goriildigi gibi,
MAVA-Ametopterinin konsantrasyonu azaldik¢a antitiimor aktivitesi de orantili

olarak diismektedir.
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Sekil 4.36. MAVA-MTX’in farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerini
oldiirme yiizdesi.
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En yiiksek konsantrasyonda kanser hiicrelerini 6ldiirme orant (% 75,29),

negatif kontroliin 6ldiirme oranina (% 77,11) olduk¢a yakindir.
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Sekil 4.37. MTX ve MAVA-MTX’in farkli konsantrasyonlarinin MCF-7
hiicrelerini 61diirme yiizdesi.
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Sekil 4.38. MTX ve MAVA-MTX’in farkli konsantrasyonlarinin MCF-7
hiicrelerini 61diirme yiizdesi (2).

Sonug olarak; kopolimer-ilag ¢iftinin inhibisyon yiizdesinin, sadece ilacin

inhibisyon yilizdesinden anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05).
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4.5.1.2. Gemsitabin (GEM) ve MAVA-Gemsitabin (GEM) Ciftinin MCF-7
Meme Kanseri Hiicreleri Uzerine Antitiimér Aktivitesi

Mikroplaktaki kuyucuklara DMSO eklenmesi ile ¢ézlinen formazan kristallerinin
olusturdugu renk degisimi ve ilag ve kopolimer-ilag ¢iftlerinin farkh
konsantrasyonlarinin olusturdugu renk degisimi ELISA da 450 nm dalga boyunda
Ol¢iildii. Pozitif ve negatif kontrol ve her bir farkli ilag ve kopolimer-ilag
konsantrasyonu i¢in ayr1 ayri uygulanan 6 kuyucugun ortalamalari alindi. Gereg
ve yontem boliimiinde belirtilen formiilden yararlanilarak % Inhibisyon

hesapland1 ve ilgili grafik elde edildi (Cizelge 4.8, Sekil 4.39).

Cizelge 4.8 : Gemsitabin’in ¢esitli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri tizerine
Optik Dansite degerleri ve % Inhibisyon oranlari

Tla¢ . . A o
(Konsantrasyon) Optik Dansite Ortalamasi Inhibisyon (%)
500 pg/ml 0,7375 29,05
250 pg/ml 0,8076 22,30
125 pg/ml 0,8121 21,87
62,5 ng/ml 0,8294 20,20
31,25 pg/ml 0,8310 20,05
15,62 pg/ml 0,8793 15,40
Pozitif Kontrol
1,0394 0
(DMEM+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1239 88,08
(DMSO)

Cizelge 4.8 de Gemsitabinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki antitimér etkisi,
cesitli konsantrasyonlarina bagli olarak inhibisyon (kanser hiicrelerini 6ldiirme)
yiizdesi olarak verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi, Gemsitabin ¢iftinin

konsantrasyonu azaldikca antitiimdr aktivitesi de orantili olarak diigmektedir.
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Sekil 4.39. GEM’in farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerini 6ldiirme
yiizdesi.

En yiiksek konsantrasyonun kanser hiicrelerini 6ldiirme oraninin kontrole
gore diislik oldugu goézlenmistir. Meme kanseri tedavisinde siklikla kullanilan

Gemsitabinin antitlimor aktivitesinin bulundugu gosterilmistir.

Cizelge 49 : MAVA-Gemsitabin  kopolimer-ilag  ¢iftinin  ¢esitli
konsantrasyonlarmin  MCF-7 hiicreleri tizerine Optik Dansite degerleri ve
% Inhibisyon oranlari

Tlag¢ .
ik Dansi 1 Inhibi /
(Konsantrasyon) Optik Dansite Ortalamasi nhibisyon (%)
500 pg/ml 0,7103 31,66
250 pg/ml 0,7741 25,52
125 pg/ml 0,7755 25,39
62,5 png/ml 0,7957 23,45
31,25 ng/ml 0,7934 23,67
15,62 pg/ml 0,8457 18,64
Pozitif Kontrol
1,0394 0
(DMEM+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1239 88,08
(DMSO)
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Cizelge 4.9° da MAVA-Gemsitabinin  MCF-7 hiicreleri tizerindeki
antitimor etkisi, ¢esitli konsantrasyonlarmma bagli olarak inhibisyon (kanser
hiicrelerini  6ldiirme) ylizdesi olarak verilmistir. Cizelgede gorildigi gibi,
MAVA-Gemsitabin c¢iftinin konsantrasyonu azaldik¢a antitimor aktivitesi de

orantil1 olarak diismektedir.
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Sekil 4.40. MAVA-GEM’in farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerini
6ldiirme yiizdesi.

Gemsitabinin en yliksek konsantrasyonun hiicreleri 6ldiirme orani % 29,05

iken, MAVA-Gemsitabin ¢iftinin oran1 % 31,66 dir (p<0,05).
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Sekil 4.41. GEM ve MAVA-GEM’in farkli konsantrasyonlarinin MCF-7
hiicrelerini 6ldiirme yiizdesi.
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Sekil 4.42. GEM ve MAVA-GEM’in farkli konsantrasyonlarinin MCF-7
hiicrelerini 6ldiirme yiizdesi (2).

Sonug olarak; kopolimer-ilag ¢iftinin inhibisyon yiizdesinin, sadece ilacin

inhibisyon yiizdesinden anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05).

92



4.5.1.3. Siterabin (CYT) ve MAVA- Siterabin (CYT) Ciftinin MCF-7 Meme
Kanseri Hiicreleri Uzerine Antitiimor Aktivitesi

Mikroplaktaki kuyucuklara DMSO eklenmesi ile ¢ézlinen formazan kristallerinin
olusturdugu renk degisimi ve ilag ve kopolimer-ilag ¢iftlerinin farkh
konsantrasyonlarinin olusturdugu renk degisimi ELISA da 450 nm dalga boyunda
Ol¢iildii. Pozitif ve negatif kontrol ve her bir farkli ilag ve kopolimer-ilag
konsantrasyonu i¢in ayri ayri uygulanan 6 kuyucugun ortalamalari alindi. Gereg
ve yontem boliimiinde belirtilen formiilden yararlanilarak % Inhibisyon

hesapland1 ve ilgili grafik elde edildi (Cizelge ... Sekil...).

Cizelge 4.10 : Siterabin’in ¢esitli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri {izerine
Optik Dansite degerleri ve % Inhibisyon oranlari

Tla¢ . . A o
(Konsantrasyon) Optik Dansite Ortalamasi Inhibisyon (%)
500 pg/ml 0,2807 70,17
250 pg/ml 0,2869 69,51
125 pg/ml 0,3171 66,31
62,5 ng/ml 0,3219 65,80
31,25 pg/ml 0,3441 63,44
15,62 pg/ml 0,3707 60,61
Pozitif Kontrol
0,9411 0
(DMEM+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1268 88,53
(DMSO)

Cizelge 4.10° da Siterabinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki antitlimor etkisi,
cesitli konsantrasyonlarina bagl olarak inhibisyon (kanser hiicrelerini 6ldiirme)
yiizdesi olarak verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi, Siterabinin konsantrasyonu

azaldikca antitiimor aktivitesi de orantili olarak diismektedir.
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Sekil 4.43. CYT’ nin farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerini 6ldiirme
yiizdesi.

En yiiksek konsantrasyonda kanser hiicrelerini 6ldiirme orani (% 70,17),
negatif kontroliin 6ldiirme oranma (% 88,53) yakindir.
Sonug olarak; genel kullanim kemoterapi ilaglarindan Siterabinin, meme kanseri

hiicreleri iizerine de antitlimor etkisinin bulundugu gosterilmistir.

Cizelge 4.11: MAVA-Siterabin kopolimer-ilag ciftinin cesitli
konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri iizerine Optik Dansite degerleri ve %
Inhibisyon oranlar1

il .
(Konsaniiasyon) Optik Dansite Ortalamasi Inhibisyon (%)
500 pg/ml 0,3704 60,64
250 pg/ml 0,4156 55,84
125 pg/ml 0,4233 55,02
62,5 ng/ml 0,4392 53,33
31,25 pg/ml 0,5409 42,52
15,62 pg/ml 0,5905 37,25
Pozitif Kontrol
0,9411 0
(DMEM+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1268 88,53
(DMSO)
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Cizelge 4.11° de MAVA-Siterabinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki antitimor
etkisi, cesitli konsantrasyonlarina bagli olarak inhibisyon (kanser hiicrelerini
oldiirme) ylizdesi olarak verilmistir. Cizelgede gorildiigi gibi, MAVA-
Siterabinin konsantrasyonu azaldik¢a antitimdr aktivitesi de orantili olarak

diismektedir.
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Sekil 4.44. MAVA-CYT’ nin farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerini
Oldiirme ytizdesi.

MAVA-Siterabin ¢iftinin kontrole (% 88,53) yakin bir inhibisyon ylizdesi
(% 60,64) bulunmaktadir.
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Sekil 4.45. CYT ve MAVA-CYT’ nin farkli konsantrasyonlarinin MCF-7
hiicrelerini 61diirme yiizdesi.
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Sekil 4.46. CYT ve MAVA-CYT’ nin farkli konsantrasyonlarinin MCF-7
hiicrelerini 61diirme yiizdesi (2).

MAVA-Siterabinin  6ldiirme oran1  Siterabinin  6ldiirme oran1 ile
karsilastirildiginda kopolimer-ilag ¢iftinin yiizdesi anlamli derecede diisiik

bulunmustur. (p<0,05)
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Sekil 4.47. flaglarm farkl1 konsantrasyonlarmin MCF-7 hiicreleri {izerine
inhibisyon ylizdelerinin karsilastiriimast.
Calismamizda kullandigimiz antikanser ilaglar1 karsilastirildiginda en
yiiksek inhibisyon yilizdesinin % 70,80 ile Ametopterin(MTX) ilacina ait oldugu
goriilmektedir. Siterabin(CYT) hemen hemen ayni bir oranla (% 70,29) ikinci

sirada, Gemsitabin(GEM) ise % 29,05°lik bir oranla {igiincii sirada yer almaktadir.
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Sekil 4.48. Kopolimer-ilag ciftlerinin farkli konsantrasyonlarmin MCF-7 hiicreleri
izerine inhibisyon yiizdelerinin karsilastirilmasi.

Hazirladigimiz 3 farkli kopolimer-ilag ¢ifti karsilastirildiginda en yiiksek
inhibisyon yiizdesinin % 75,29 ile MAVA-Ametopterin (MTX) ciftine ait oldugu
goriilmektedir. MAVA-Siterabin (CYT) % 60,64 oranla ikinci siray1r almaktadir.
MAVA-Gemsitabin (GEM) % 31,66’ lik bir oranla ii¢ilincii sirada yer almaktadir.
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4.6. Mlac ve Kopolimer-ila¢ Ciftlerinin 1929 Fibroblast Hiicre Hatlar
Uzerine Antitiiméor Etkisinin Arastirilmasi

Gere¢ ve yontemde belirtildigi gibi L929 hiicreleri hazirlanarak mikroplak
kuyucuklarina ekildi, 37 °C *de inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda
hiicrelerin morfolojik durumlar1 invert mikroskopta incelendi. Hiicrelerin
morfolojik goriinlimlerinin normal oldugu ve ylizen 6lii hiicre bulunmadig1 tespit

edildi (Sekil 4.49 ve 4.50).

Sekil 4.49. L-929 hiicrelerinin 24 saat inkiibasyon sonrasi morfolojik gériintiisii
(XTT eklenmeden once) (40x).
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Sekil 4.50. L-929 hiicrelerinin 24 saat inkiibasyon sonras1 morfolojik goriintiisii
(XTT eklenmeden once) (20x).

4.6.1. XTT Yontemi

Inkiibasyon sonunda kopolimer-ilag ciftleri ve sadece ilag igeren c¢ozeltiler
hazirland1 ve farkli konsantrasyonlarda 100 er ul olarak kuyucuklara eklendi ve
plak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.

Sekil 4.51° de MAVA-Ametopiterin (Metotreksat) kopolimer-ilag ¢iftinin
15.62 pg/ml konsantrasyonundaki hiicrelerin 24 saat inkiibasyon sonucundaki
mikroskobik goriintiileri verilmistir. Hiicreler biiyilk ¢ogunlukla tipik formda
oldugu ve aralarinda ¢ok az sayida yuvarlaklagmis hiicreler bulundugu
goriilmektedir.

Sekil 4.52” de ise, DMSO eklenmis 1929 hiicrelerinin biiyiik ¢ogunlugunun
atipik forma doniistiigii, yuvarlaklagarak canliligini kaybettigi goriilmektedir.
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Sekil 4.51. MAVA-Ametopiterin’in 15,62 pg/ml konsantrasyonunda
L-929 hiicreleri iizerindeki etkisi (20x).
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Sekil 4.52. DMSO eklenmis (negatif kontrol) L929 hiicreleri goriintiisii (10x).
XTT solusyonu bir Onceki boliimde agiklandigi gibi hazirlandi. Bu

soliisyondan her kuyucuga eklendi ve 4 saat inkiibe edildi. ELISA cihazi ile 450
nm dalga boyunda optik yogunluk 6l¢iildii.
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4.6.1.1. Ametopterin (MTX) ve MAVA-Ametopterin (MTX) Ciftinin L929
Fibroblast Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkisi

XTT soliisyonu eklenip 4 saat inkiibe edildikten sonra optik yogunluk o6lgiildii.
Pozitif ve negatif kontrol ve her bir farkli ilag ve kopolimer-ilag konsantrasyonu
icin ayr1 ayr1 uygulanan 6 kuyucugun ortalamalar1 alindi. Gere¢ ve yOntem
boliimiinde belirtilen formiilden yararlanilarak % canlilik hesaplandi ve ilgili
grafik elde edildi (Cizelge 4.12, Sekil 4.53).

Cizelge 4.12 : Ametopiterin (Metotreksat) 'nin ¢esitli konsantrasyonlarinin
1929 hiicreleri iizerine Optik Dansite degerleri ve % Canlilik oranlart -- XTT

ilag: . . o
(Konsantrasyon) Optik Dansite Ortalamasi Canhilik (%)
500 pg/ml 0,3473 60,48
250 pg/ml 0,3608 62,84
125 pg/ml 0,3722 64,82
62,5 png/ml 0,3922 68,30
31,25 pg/ml 0,4043 70,41
15,62 pg/ml 0,4275 75,45
Pozitif Kontrol
0,5742 100
(DMEM-+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1436 25,01
(DMSO)

Cizelge 4.12° de Ametopiterin’in L929 hiicreleri tizerindeki toksik etkisi,
cesitli konsantrasyonlarda canlilik yiizdesi olarak verilmistir. Cizelgede goriildiigi
gibi, Ametopiterin konsantrasyonu azaldik¢a hiicre canlilifi yiizdesi artmakta,

yani toksik etkisi azalmaktadir.
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Sekil 4.53. MTX in farkli konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri iizerine canlilik
yiizdesi.
En diisiik konsantrasyonun hiicre canliligina etkisinin (% 75,45) kontrole (%

100) yakin oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.13 : MAVA-Ametopiterin (Metotreksat) kopolimer-ilag ¢iftinin
cesitli konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri iizerine Optik Dansite degerleri ve
% Canlilik oranlar1 -- XTT

Mlac
ik Dansi 9
(Konsantrasyon) Optik Dansite Ortalamasi Canlhilik (%)
500 pg/ml 0,2876 50,09
250 pg/ml 0,2907 50,23
125 pg/ml 0,3056 53,23
62,5 pg/ml 0,3733 65,02
31,25 pg/ml 0,3852 67,09
15,62 pg/ml 0,4427 77,10
Pozitif Kontrol
0,5742 100
(DMEM+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1436 25,01
(DMSO)
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Cizelge 4.13° de MAVA-Ametopiterin’in L929 hiicreleri tizerindeki toksik
etkisi, ¢esitli konsantrasyonlarda canlilik ylizdesi olarak verilmistir. Cizelgede
gorildiigii gibi, MAVA-Ametopiterin konsantrasyonu azaldik¢a hiicre canliligi

yiizdesi artmakta, yani toksik etkisi azalmaktadir.
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Sekil 4.54. MAVA-MTX in farkli konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri iizerine
canlilik yiizdesi.

En diisiik konsantrasyonun hiicre canliligina etkisinin (% 77,10) kontrole (%
100) yakin oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.55. MTX ve MAVA-MTX in farkli konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri
tizerine canlilik yiizdesi.

L929 (MTX ve MAVA-MTX)
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Sekil 4.56. MTX ve MAVA-MTX’ in farkli konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri
tizerine canlilik yiizdesi (2).

Ametopterin - ve. MAVA-Ametoptrin’in en diisik konsantrasyonlar

karsilagtirildiginda, iki veri arasinda anlamli fark gozlenmemistir. (p>0,05).

Ancak ila¢ ve kopolimer-ilag ¢ifti karsilastirlldiginda; saf ilacin hiicreler

tizerindeki toksik etkisinin daha az oldugu goriilmistiir.
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4.6.1.2. Gemsitabin (GEM) ve MAVA-Gemsitabin (GEM) Ciftinin L929
Fibroblast Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkisi

XTT soliisyonundan her kuyucuga 10 ul eklenip 37°C’de 4 saat inkiibe edildikten
sonra ELISA cihazi ile 450 nm dalga boyunda optik yogunluk 6l¢iildii. Pozitif ve
negatif kontrol ve her bir farkli ila¢ ve kopolimer-ilag konsantrasyonu igin ayri
ayr1 uygulanan 6 kuyucugun ortalamalar1 alindi. Gere¢ ve yontem bdliimiinde
belirtilen formiilden yararlanilarak % canlilik hesaplandi ve ilgili grafik elde
edildi (Cizelge 4.14, Sekil 4.57).

Cizelge 4.14 : Gemsitabin’in gesitli konsantrasyonlarinin L1929 hiicreleri tizerine
Optik Dansite degerleri ve % Canlilik oranlar1 -- XTT

(Konsal:liﬁasyon) Optik Dansite Ortalamasi Canhlik (%)
500 pg/ml 0,2831 54,40
250 pg/ml 0,2984 57,34
125 pg/ml 0,3049 58,59
62,5 ng/ml 0,3206 61,61
31,25 pg/ml 0,3232 62,11
15,62 pg/ml 0,3239 62,24

Pozitif Kontrol

0,5204 100
(DMEM-+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1655 31,80
(DMSO)

Cizelge 4.14° de Gemsitabin’in 1929 hiicreleri iizerindeki toksik etkisi,
cesitli konsantrasyonlarda canlilik yiizdesi olarak verilmistir. Cizelgede goriildiigii
gibi, Gemsitabin konsantrasyonu azaldik¢a hiicre canlilig1 yiizdesi artmakta, yani

toksik etkisi azalmaktadir.
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Sekil 4.57. GEM’ in farkli konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri iizerine canlilik
yiizdesi.

En diisiik konsantrasyonun hiicre canliligina etkisinin (% 62,24) kontrole (%

100) yakin oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.15 : MAVA-Gemsitabin  kopolimer-ilag  ¢iftinin  ¢esitli
Konsantrasyonlarinin  L929 hiicreleri iizerine Optik Dansite degerleri ve
% Canlilik oranlar1 -- XTT

(Kons;;atﬁasyon) Optik Dansite Ortalamasi Canlilik (%)
500 pg/ml 0,3162 60,76
250 pg/ml 0,3388 65,10
125 pg/ml 0,3550 68,22
62,5 pg/ml 0,3601 69,20
31,25 pg/ml 0,3674 70,60
15,62 pg/ml 0,3800 73,02

Pozitif Kontrol

0,5204 100
(DMEM+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1655 31,80
(DMSO)
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Cizelge 4.15° de MAVA-Gemsitabin’in 1929 hiicreleri tizerindeki toksik
etkisi, ¢esitli konsantrasyonlarda canlilik ylizdesi olarak verilmistir. Cizelgede
goriildiigii gibi, MAVA-Gemsitabin konsantrasyonu azaldik¢a hiicre canliligi

yiizdesi artmakta, yani toksik etkisi azalmaktadir.
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Sekil 4.58. MAVA-GEM’ in farkli konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri iizerine
canlilik yiizdesi.

En diistik konsantrasyonun hiicre canliligina etkisinin (% 73,02) kontrole (%
100) yakin oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.59. GEM ve MAVA-GEM’ in farkli konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri
izerine canlilik ytlizdesi.
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Sekil 4.60. GEM ve MAVA-GEM’ in farkli konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri
tizerine canlilik yiizdesi (2).

Gemsitabin  ve  MAVA-Gemsitabin’in en diisiik konsantrasyonlari
karsilastirildiginda, iki veri arasinda anlaml fark gézlenmistir. (p<0,05). Ayrica
kopolimer-ilag ¢iftinin (% 73,02), sadece ilaca (% 62,11) goére canlilik oraninin

daha fazla oldugu, yani hiicreler iizerindeki toksik etkisinin daha az oldugu

gorilmiustir.
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4.6.1.3. Siterabin (CYT) ve MAVA- Siterabin (CYT) Ciftinin L929 Fibroblast
Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkisi

XTT soliisyonundan her kuyucuga 10 ul eklenip 37°C’de 4 saat inkiibe edildikten
sonra ELISA cihazi ile 450 nm dalga boyunda optik yogunluk 6l¢iildii. Pozitif ve
negatif kontrol ve her bir farkli ila¢ ve kopolimer-ilag konsantrasyonu igin ayri
ayr1 uygulanan 6 kuyucugun ortalamalar1 alindi. Gere¢ ve yontem bdliimiinde
belirtilen formiilden yararlanilarak % canlilik hesaplandi ve ilgili grafik elde
edildi (Cizelge 4.16, Sekil 4.61).

Cizelge 4.16 : Siterabin’in gesitli konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri iizerine
Optik Dansite degerleri ve % Canlilik oranlari -- XTT

(Kons::liﬁasyon) Optik Dansite Ortalamasi Canlilik (%)
500 pg/ml 1,0277 76,01
250 pg/ml 1,0921 80,77
125 pg/ml 1,0956 81,03
62,5 ng/ml 1,1245 83,17
31,25 pg/ml 1,1810 87,35
15,62 pg/ml 1,2150 89,86

Pozitif Kontrol

1,3521 100
(DMEM-+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1497 11,07
(DMSO)

Cizelge 4.16° da Siterabin’in 1929 hiicreleri tizerindeki toksik etkisi, ¢cesitli
konsantrasyonlarda canlilik ylizdesi olarak verilmistir. Cizelgede goriildigi gibi,
Siterabin konsantrasyonu azaldikca hiicre canlilif1 ylizdesi artmakta, yani toksik

etkisi azalmaktadir.
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Sekil 4.61. CYT’ in farkli konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri lizerine canlilik
yiizdesi.

En disik konsantrasyon 31,25 pg/ml olarak kabul edilirse, bu
konsantrasyonun hiicre canliligina etkisinin (% 89,86) kontrole (% 100) oldukga

yakin oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.17 : MAVA-Siterabin  kopolimer-ilag  ¢iftinin  ¢esitli
konsantrasyonlarinin  L929 hiicreleri tizerine Optik Dansite degerleri ve %
Canlilik oranlar1 — XTT

Tlag¢
ik Dansi 1 Ik (9¢
(Konsantrasyon) Optik Dansite Ortalamasi Canhilik (%)
500 pg/ml 1,2424 91,89
250 pg/ml 1,2488 92,36
125 pg/ml 1,3222 97,79
62,5 ng/ml 1,4033 100
31,25 pg/ml 1,3517 99,97
15,62 pg/ml 1,4663 100
Pozitif Kontrol
1,3521 100
(DMEM+FBS+PS)
Negatif Kontrol
0,1497 11,07
(DMSO)
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Cizelge 4.17° de MAVA- Siterabin’in L929 hiicreleri itizerindeki toksik
etkisi, ¢esitli konsantrasyonlarda canlilik ylizdesi olarak verilmistir. Cizelgede
goriildiigli gibi, MAVA- Siterabin konsantrasyonu azaldik¢a hiicre canlilig

yiizdesi artmakta, yani toksik etkisi azalmaktadir.
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Sekil 4.62. MAVA-CYT’ in farkli konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri {izerine
canlilik yiizdesi.

En diisiik konsantrasyonun hiicre canliligina etkisinin (% 100) kontrolle (%

100) ayn1 degere sahip oldugu gézlenmistir. Kopolimer-ilag ¢iftinin neredeyse hig
toksik etkisi yoktur.
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Sekil 4.63. CYT ve MAVA-CYT’ in farkli konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri
tizerine canlilik yiizdesi.
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Sekil 4.64. CYT ve MAVA-CYT’ in farkli konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri
tizerine canlilik yiizdesi (2).

Siterabin  ve MAVA- Siterabin’in en disik konsantrasyonlari
karsilastirildiginda, iki veri arasinda anlaml fark gézlenmistir. (p<0,05). Ayrica
kopolimer-ilag ¢ifti (% 100), sadece ilaca (% 89,86) gore daha yiiksek bir canlilik
oranina sahiptir. Hatta kopolimer-ilag ciftinin toksik etkisi hemen hemen hig

bulunmamaktadir.
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Sekil 4.65. ilaglarin farkli konsantrasyonlarmin 1929 hiicreleri iizerine canlilik
yiizdelerinin karsilagtirilmasi.

Calismamizda kullandigimiz antikanser ilaglar1 karsilastirildiginda en
yiksek canlilik yiizdesinin % 89,86 ile Siterabin(CYT) ilacina ait oldugu
goriilmektedir. Ametopterin(MTX), % 75,45 ile ikinci sirada, Gemsitabin(GEM)
ise % 62,24’ lik bir oranla {iglincii sirada yer almaktadir (Sekil 4.65).
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Sekil 4.66. Kopolimer-Ilag ciftlerinin farkli konsantrasyonlarinim L929 hiicreleri
tizerine canlilik yiizdelerinin karsilastirilmasi.

Hazirladigimiz 3 farkli kopolimer-ilag ¢ifti karsilastirildiginda en yiiksek
canlilik ylizdesinin % 100 ile MAVA-Siterabin ilacina ait oldugu goériilmektedir.
Bu kopolimer-ilag ¢iftinin neredeyse hi¢ toksik etkisi bulunmamaktadir.
MAVA-Ametopterin % 77,10 ile ikinci sirada, MAVA-Gemsitabin ise % 73,02’
lik canlilik yiizdesi ile ti¢ilincii sirada yer almaktadir (Sekil 4.66).
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5. TARTISMA

Kanser tedavisinde kullanilan antineoplastik ilaglar viicuda verildiklerinde tiim
dokulara dagilirlar. Bu kararsiz dagilimm sonucunda dokularda toksik etki
olusmakta ve yan etkiler ortaya ¢ikmaktadir [5,6]. Bu nedenle ilaglarin viicutta
gitmeleri gereken yerlerde lokalize olmalarini saglamak ve yan etkilerini azaltmak
amaciyla ¢esitli Oneriler gelistirilmektedir [7]. Bu oOnerilerden biri olan,
kemoterapotik ajanlara kovalent olarak baglanabilen, suda ¢o6ziinebilir polimer
fikri 1970’lerin ortalarinda Ringsdorf tarafindan ortaya atilmistir. Bu modelden
uyarlanarak gilinlimiizde, kanser tani ve tedavi yontemlerinin iyilestirilmesi igin
genel kullanim kemoterapi ilaglarma alternatif olarak polimer-ilag giftleri
gelistirilmektedir. Biyoaktif polimerler olarak da bilinen bu makromolekiillerin
ilag etken maddeleri ile etkilestirilerek gelistirilmesiyle kanser tedavisinin yani
antitimor aktivitenin artirilmasi, diisiik kan diizeyi saglanarak yan etkilerin
azaltilmas1 amaglanmaktadir [7,8].

Meme kanseri tedavisinde siklikla kullanilan ve polimer-ilag konjugatlari ile
ilgili calismalarda sikca karsimiza ¢ikan Doxorubicin ve Gemcitabine ilaglarinin
kisa yarilanma Omriine sahip olmalar1 ve dokulardaki toksik etkilerinin fazla
olmasi klinik uygulamalarini sinirlandirmaktadir [11,103,104].

Amethopterin, Cytarabine, Melphalan, Hydroxyurea gibi meme kanseri
tedavisine spesifik olmayan genel kullanim kemoterapi ilaglarimin da yan
etkilerinin fazla olmasi ve tiimor dokusuna karsi seciciliklerinin diisiik olmasi
nedeniyle kopolimerlere baglanarak toksisitelerini diisiirmek ve segiciliklerini
artirmak hedeflenmektedir [105-108].

Calismamizda kullanilan Maleik Anhidrit (MA), fonksiyonel o6zelligi
nedeniyle oldukg¢a fazla tepkime verme yetenegine sahip olmasiin yani sira,
polifonksiyonel maddeler ile de etkileserek ¢ok sayida fonksiyonel 6zellige sahip
yeni makromolekiillerin sentezlenmesini saglayan bir monomerdir. MA, halkali
bir yapiya sahiptir. Bu halkanin kimyasal maddelerle etkileserek agilmasi farkli
ozelliklere sahip maddelerin sentezlenmesine yol agar ki, bu da kullanim amacina
gore ¢ok farkli 6zelliklere sahip yeni bircok maddenin sentezlenmesine imkan
tanir [14,15,16].
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Yiiksel B., yaptigi tez calismasinda maleik anhidrit monomeri igeren
Poli(NVP-co-MA) kopolimeri sentezlemis ve antimikrobiyal aktivitesini
arastirmistir. Buna gore sentezlenen kopolimerin artan derisimine bagli olarak
antimikrobiyal aktivitenin de arttig1 disk difiizyon yontemi ile géstermistir [109].

Uzluk E. ise, yine tez ¢alismasinda sentezledigi maleik anhidrit igeren baska
bir kopolimerin Poli(NVIM-co-MA) antimikrobiyal aktivitesini arastirmistir. Bu
kopolimerin antimikrobiyal aktiviteyi, gram pozitif bakteriler>gram negatif
bakteriler>mantarlar seklindeki siralama ile artirdigini ispatlamistir [110].

Biz ¢alismamizda maleik anhidrit kullanarak 3 farkli kopolimer iirettik ve
bunlarin antimikrobiyal etkilerini inceledik. Kopolimerleri 6 farkli derisimde
DMSO ig¢inde ¢oziip, viicut igin kullanilabilecek en yiiksek dozu kullanmamiza
ragmen herhangi bir aktivite tespit edemedik. Kaynak taramasinda bizim
trettigimiz MAVA, MAST ve MAMMA kopolimerlerinin antibakteriyel ve
antifungal aktivitesinin incelenmesi ile ilgili bir bulguya rastlanmamistir. Ancak
Fanq ve ark., bir seri Poly(styrene-alt-maleic anhydride) amidleri olusturmuslar ve
bunlar1 mikrobisit olarak diisiinmiis ve in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda bu
amidlerin HIV-1 enfeksiyonunu etkili bir sekilde azalttiklarin1 gdstermislerdir
[111].

Vandana ve Sahoo, yaptiklar1 ¢alismada Gemsitabin ilacint Poly(ethylene
glyco)=PEG molekiiliinii modifiye ederek olusturduklari maddeye baglayarak
polimer-ilag konjugati elde etmislerdir. Bu konjugatin antitimér aktivitesinin
gemsitabine gore daha yiliksek oldugunu ve apoptoza ugrayan hiicrelerin arttigini
bildirmislerdir [112].

Greco ve ark., antitimor aktivitesi oldugu  bilinen = N-(2-
Hydroxypropyl)methacrylamide (HPMA) copolymer—doxorubicin kopolimer-ilag
konjugatina aminoglutethimide (AGM) inhibitériinii baglayarak MCF-7 meme
kanseri hiicre serilerindeki antitimor aktivitenin belirgin bir sekilde arttigini
gostermislerdir [113].

Lammers ve ark., hem doxorubicin hem de gemcitabine igeren polimer-ilag
konjugatina belli oranda tyrosinamide molekiilii eklemislerdir. Bu sekilde toksik
etkiyi artirmadan, kanser hiicrelerinin gelisimini azalttiklarin1 bildirmislerdir

[104].
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Cavallaro ve ark., gemcitabin ilacina poly(N-2-hydroxyethyl)-dl-
aspartamide (PHEA) baglayarak olusturduklar1 makromolekiiliin insan
nazofaringeal epidermal karsinoma hiicrelerinde antitiimor aktiviteyi artirdiklarini
gostermislerdir [114].

She ve ark., bir nanopartikiil olan dendritik polimerlere doxorubicin
baglayarak olusturulan mPEGylated (polietilen glikol ile tiirevlendirilmis) peptide
dendronedoxorubicin (dendrone-DOX) konjugati ile yapilan in vitro ve in vivo
caligmalar sonucunda fare meme kanseri tiimor dokusunu inhibe ettigini
saptamiglardir [115].

Pawar ve ark., PEG-Doxorubicin molekiiliine N-asetil glikozamin (NAG)
molekiinii baglayarak elde ettikleri polimer-ilag konjugatint MCF-7 ve MDA-MB-
231 meme kanseri hiicreleri iizerinde denemislerdir. NAG molekiiliiniin
baglanmasiyla saf doxorubicine oranla meme kanseri hiicreleri iizerinde daha
fazla antitiimor aktivite olustugu bildirilmistir [116].

David ve ark., bazi polimer-metotreksat konjugatlarinin (25 adet) sitotoksik
davraniglarin1 karsilastirmali olarak Hela insan servikal kanseri ve insan kolon
kanseri hiicrelerinde incelemistir. Sonu¢ olarak her iki kanser hiicresi iizerine
polimer baghh MTX konjugatlarinin daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu
gosterilmigtir [117].

Sahin ve ark., Uziim c¢ekirdegi yaginin metotreksatin toksik etkilerini
azaltmak amaciyla insan kronik miyeloid 16semi hiicreleri tizerindeki koruyucu
etkisini belirlemek amaciyla bir ¢alisma yapmiglardir. Sonuglara gore {izlim
cekirdegi yagmin loseminin tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmasini
onermislerdir [118].

Bartyik ve ark.,, daha Onceki c¢alismalarinda metotreksatin glikolaz
mekanizmasin etkileyerek antitiimor aktivite gosterdiklerini bildirmislerdir.
Metotreksat tedavisi uyguladiklar akut 16semili 10 ¢ocuk ile yaptiklar1 ¢alismada,
MTX in alfaoxoaldehit metabolizmasini etkileyerek glikolazi inhibe ettiklerini ve
metotreksatin  bu  sekilde antitimor aktiviteye katkida  bulundugunu

gostermislerdir [54].
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Wang ve arkadaslarina gore, kombinasyon tedavileri sitotoksisiteyi
artirmakta ve bazi diren¢ mekanizmalarim1 bertaraf etmektedir. Siterabin ve
florodeoksiiiridin antineoplastik ajanlarini nanopartikiillere baglayarak multi-drug
konjugati elde etmisler ve bu konjugatin insan hepatoseliiler karsinoma hiicreleri
tizerindeki antitimar aktiviteyi artirdigini gostermislerdir [119].

Rzayev ve ark., carboxyl-trithiocarbonate molekiiliiniin var olan antitimor
aktivitesini artirmak amaciyla maleik anhidrit kopolimeri ile birlestirerek, daha az
yan etkilere sahip etkili bir antikanser ajani elde etmislerdir. Olusturduklar
polimerin Hela insan servikal karsinoma hiicreleri {izerindeki aktiviteyi
artirdigin1 ve L929 fare fibroblast hiicreleri tizerindeki toksik etkiyi azalttigini
gostermiglerdir [120].

Liang ve ark., paclitaxel isimli kanser ilacinin ila¢ salimini artirmak
amactyla ilaca polimerik nanopartikiiller baglamuslardir. ilag salim ve
sitotoksisite testleri sonucunda polimer-ilag konjugatinin saliminin arttigi ve 1929
fare  fibroblast hiicre serileri  {izerine toksik etkisinin  olmadigim
kanitlamiglardir [121].

Siew ve ark., sentezledikleri poly(3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate)
[P(3HB-c0-4HB) kopolimerinin karakterizasyonunu yaptiktan sonra Cin hamster
akciger fibroblast (V79) ve fare adipoz doku fibroblast (L929) hiicreleri lizerinde
sitotoksisitelerini ve genotoksisitelerini incelemislerdir. Deney sonuglarina gore,
sentezlenen kopolimerin her iki hiicre i¢in de biyouyumlu oldugunu
gostermisglerdir [122].

Kaplan ve Baysal, siyanoakrilit kopolimerlerinin (ethyl 2-cyanoacrylate)
fare fibroblast (L929) hiicre serileri lizerindeki sitotoksisitelerini géstermek icin
elusyon (elution) test yontemi denilen, materyalin ekstrakte edilerek
kiiltiir ortamma eklendigi bir yontem kullanmislardir. Buna gore, ilk
diliisyonda hiicrelerin sayisinda belirgin bir artis goriildiigii, ekstrakt miktarinin
artirtlmasiyla biyomateryallerin toksik etkisinin ortadan kaldirilabilecegi
bildirilmistir [123].

Kaneda ve ark., divinil eter maleik anhidrit (DIVEMA) kopolimerine tiimor
nekroz faktor alfa (TNF-a) baglayarak tiimor iizerindeki terapdtik etkisini
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in vivo olarak Olgmeyi amaclamislardir. Fare sarkoma solid tiimorleri
tizerinde  yaptiklar1  ¢alisma  sonucunda  DIVEMA  kopolimerinin
antitiimor aktiviteyi artiran iyi bir polimerik tasiyict olabilecegini bildirmislerdir
[124].

Saito ve ark., E.coli’ den elde edilen ve antitimor Ozellik gosteren
L-asparajinaz enzimini kimyasal olarak poli etilen glikol ve maleik anhidrit ile
modifiye etmislerdir. Bu modifiye enzimi fare lenfoma hiicreleri iizerinde
denemisler ve antitiimor aktiviteyi, anti-asparajinaz antikor tiretimini baskilayarak
artirdigin1 gostermislerdir [125].

Yadav ve ark., siterabine PEGylated PLGA ( poly(lactic-co-glycolic acid) )
nanopartikiillerini baglamislar, fare lenfoid 16semi hiicreleri lizerinde yaptiklari
salim ¢aligmalarinda ilacin kandaki konsantrasyonunu saf ilaca gore artirdiklarini
bildirmislerdir [126].

Stella ve ark., gemsitabinin plazmada metabolize olmasini hizlandirmak
amaciyla, bu antikanser ilacina poly(H(2)NPEGCA-co-HDCA) kopolimerini
baglamiglardir. Elde ettikleri bu konjugatin sitotoksisitesini insan serviks
karsinoma hiicre serileri (KB3-1) ve insan meme kanseri hiicre serileri (MCF-7)
tizerinde denemisler ve belli konsantrasyonda toksik etkiyi azalttiklarin
bildirmislerdir [127].

Akinboye ve ark., emetini tiyoiire, ire, siilfonamid, dithiokarbamat,
karbamat ve maleik anhidrit amidleri ile tiirevlendirmisler ve bu analoglarin
prostat kanseri hiicre serileri (LNCaP ve PC3) {izerine sitotoksik aktivitesini
incelemislerdir. Calismanin sonucunda 6zellikle maleik anhidrit igeren analoglarin
prostat kanseri hiicreleri lizerine sitototoksik etkisini artirdigini ortaya
koymuslardir [128].

Kamada ve ark., bir polimerik ilag tasiyici olan polyvinylpyrrolidone-co-
dimethyl maleic anhydride [poly(VP-co-DMMAnN)] sentezlemislerdir. Tedaviden
96 saat sonra proksimal tiip epitelyum hiicreleri iizerinde sitotoksik
etki olmadigint ve yiliksek dozlarin bobrek ya da diger dokular {izerinde
toksik etki olusturmayacagini, dolayisiyla molekiiliin renal ila¢ salim sistemleri

i¢in uygun bir tasiyici oldugunu gostermislerdir [129].
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Karasulu ve ark., metotreksatin MCF-7 meme kanseri hiicreleri {izerine
durdurucu etkilerini arastirmak amaciyla MTX ilacina ait bir mikroemiilsiyon
(M-MTX) hazirlamislardir. In vitro sitotoksisite sonuglarina gore M-MTX in, saf
ilaca oranla daha yiiksek antitiimor aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica
gastrointestinal hiicre serileri ilizerine yapilan testlerde ise M-MTX’in toksik
etkisinin bulunmadigini tespit etmislerdir [130].

Ayla, yaptig1 calismada, dogal bir polifenolik bilesik olan ve {iziim
¢ekirdeginden elde edilen resveratrol etken maddesi ile Gemsitabin ve
Parasetamolun ayr1 ayr1 ve bir arada kullanildiklarinda MDAH-2774 over timorii
hiicre soyu ftizerine etkilerini incelemistir. Sonugta, gemsitabin, resveratrol ve
parasetamol kombinasyonunun MDAH-2774 over tiimorii hiicreleri tizerine, hiicre
siklusunda, sentez fazindaki hiicrelerin sayisini azalttigi, hiicre proliferasyonunu
onledigi ve hiicre yapisinda bozulmaya yol agtigint gdzlemistir [131].

Numanoglu, yaptig1 ¢aligmada Genistein ve Hipertemi’ nin MCF-7 meme
kanseri hiicreleri lizerinde kombine etkisini ¢esitli yontemlerle arastirmistir.
Toksik etkiyi ise fetus fibroblast hiicre serilerinde (WI 38) arastirmustir. Ozellikle
lclinci glinde genistein ve hiperteminin sitotoksik ve apoptotik etkiyi
artirdigin1 gozlemistir. Toksik etki ise ikinci giinden itibaren azalmaya baslamistir

[91].

Sonug olarak, suda ¢oziinmeyen ¢esitli kopolimerlere antineoplastik
ajanlarin baglanarak biyoaktif kopolimerlere doniistiiriilmesi ile suda ¢dziinebilir
hale getirilerek olusturulan bu kopolimer-ila¢ konjugatlarinin ¢esitli kanser
hiicreleri  lizerine antitimdr aktivitelerinin  artirildigl, ilgili c¢aligmalarda
bildirilmistir. Biz de c¢alismamizda sentezledigimiz {ii¢ farkli kopolimer-ilag
konjugatindan iki tanesinde MCF-7 meme kanseri hiicreleri {izerinde
antitimor aktivitenin, saf ilaca gore anlamli derecede arttigini tespit ettik ve
literatlir arastirmamizda da, elde ettigimiz sonuglarin diger arastirmalarin

sonuglariyla ayn1 dogrultuda oldugunu gérmekteyiz.
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Sentezledigimiz kopolimer-ilag konjugatlarinin L929 fare fibroblast hiicre
serileri iizerine toksik etkilerini saf ilaca gore Kkarsilastirmali olarak
arastirdigimizda, olusturulan kopolimer-ilag  konjugatlatinin  toksik etkiyi
azalttigin1 gostererek, literatiirle ayn1 dogrultuda sonuglara ulastik.

Bu kopolimer-ilag konjugatlarinin farkli kanser hiicreleri iizerine antitiimor
aktivitesinin yine saf ilagla karsilastirmali olarak incelenmesinin faydali
olacagi kanisindayiz. Ayrica tedavi amaciyla kullanilmasi Ongoriilen bu
molekiillerin hayvan deneyleri yapilarak desteklenmesinin, klinik uygulamaya

gecis i¢in gerekli oldugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda; antineoplastik Ozellik gosteren ila¢ etken maddeleri ile
fonksiyonel o6zellikleri nedeniyle bir¢ok farkli biyolojik aktivite gdsteren
kopolimerler etkilestirilerek, suda ¢oziinebilen yeni polimer-ila¢ konjugatlari elde
edilmesi, bu polimer-ilag ¢iftlerinin karakterize edildikten sonra biyolojik
aktivitelerine  (Antibakteriyel, Antifungal) bakilmasi, kontrollii salinim
davraniglar1 ve sitotoksisitelerinin incelenmesi ve antitimér aktivitelerinin
arastirtlmas1 amaclanmistir. Bu c¢alisma kapsaminda asagidaki sonuglar elde
edilmistir:

Calismamizda On arastirmalara bagli olarak, iki tanesi meme kanseri
tedavisinde kullanilan (Doxorubicin, Gemcitabine), dort tanesi genel kullanim
kemoterapi ilaglarindan olan (Amethopterin, Cytarabine, Hydroxyurea,
Melphalan) toplam 6 antineoplastik ilaca, 2 farkli kopolimer (MAVA ve
MAAFE) baglanmastyla 12 kopolimer-ilag ¢ifti elde edilmesi planlandi. Ancak
elde edilen tim iriinler icin FTIR, "HNMR, suda c¢ziiniirliik, fosfat tamponlu
¢ozeltideki (PBS) davranislart gibi 6zelliklerin tiimiiniin ayni anda birbiri ile
uyumlu ve tutarli oldugu 3 adet kopolimer-ilag ¢ifti sentezlenmis, karakterize
edilmis ve toksik etkisi ile antitimor aktivitesi incelenmistir.

MAVA kopolimerinin yapisal karakterizasyonu igin yapilan FTIR ve
"HNMR analizleri sonucunda anhidrit halkasina ait ve oldukca karakteristik olan
pikler tespit edilmistir.

Kopolimerlerin biyolojik aktiviteleri S. aureus, E. faecalis, Meticillin-
Resistant Staphylococcus aureus; E. coli ve P. aeruginosa, C. albicans
mikroorganizmalar1  iizerinde Disk Diflizyon Yontemi ile arastirildi
Anitbakteriyel ve antifungal etki, MAVA, MAST ve MAMMA kopolimerlerinin
6 farkli konsantrasyonunda incelendi. Pozitif kontrol olarak kullanilan
antibiyotiklerin etrafinda inhibisyon zonu olugmustur. Ancak 3 kez tekrarlanan
caligmalarda kopolimerlerde herhangi bir aktivite tespit edilememistir.

MAVA kopolimerinin tek olarak sitotoksik ve antitimor etkisinin tespiti
i¢in kopolimeri PBS’ de ¢6zmeyi denedik. Ancak tek basina iken suda ¢oziiniir
ozelligi bulunmayan kopolimer sadece DMSO’ da ¢oziilebildi. Ilk ¢dziinmesi
DMSO’ da yapildiktan sonra diger sulandirimlar ig¢in PBS ¢dzeltisi
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kullanildiginda maddenin tekrar ¢oziinmez hale geldigi goriildii. Hiicre duvar
olmayan hiicreler i¢in DMSO’ nun toksik olmasi nedeniyle, sulandirimlarin
DMSO’ da yapilmasi miimkiin olmadi. Bu nedenle tek basina MAVA
kopolimerinin sitotoksik ve antitiimor aktiviteleri tespit edilemedi.

U¢ farkli antineoplastik ilagla tiirevlendirilen maleik  anhidrit
kopolimerlerinin FTIR ve 'HNMR ile yapisal karakterizasyonu sonucunda
oldukea iyi sonuglar alinmistir. Kopolimer-ilag ¢iftlerinin FTIR sonuglarina gore
anhidrit halkasina ait karakteristik pikler kaybolmus yani anhidrit halkas1 ilag
etken maddeleri ile agilmistir. Bu durum kopolimere ilaglarin baglanmis
olabileceginin gdstergesi olarak kabul edildi. Baglanmanin gergeklestiginin
dogrulanmast icin, yapisal karakterizasyon icin daha gecerli olan "HNMR analizi
yapildi. "HNMR spektrumunda ilag etken maddelerine ait pikler tespit edildi.
Analiz sonuglarina gore, ilag etken maddeleri kopolimerlere basarili amidlesme
mekanizmalar1 ile baglandig1 gosterildi. Ozellikle MAVA-MTX cifti FTIR ve
'"HNMR spektrumundaki sonuclarda diger ¢iftlere oranla daha ¢ok halka acilma
tepkimesi vermesi, daha fazla sayida pik olusturmasi ve dolayisiyla tiim gruplara
MTX molekiiliiniin baglandiginin dogrulanmasi nedeniyle 6ne ¢ikmaktadir.

Kopolimerlerin tek basina suda ¢oziinmemesi insan viicudunda kullanim
acisindan sorun olusturmaktadir. Antineoplastik ilaglarla tiirevlendirilen
kopolimer-ilag ¢iftlerinin suda ¢oziinebilmeleri, viicut sivilarinda da ¢6ziinerek
ilgili dokuya ve hiicrelere taginabileceklerinin 6n gostergesidir. Sentezlenen tiim
kopolimer-ilag ¢iftlerinin baslangigc olarak suda olduk¢a iyi ¢ozildigi
gozlenmistir. Sonraki asamada kopolimer-ilag ciftlerinin viicut benzeri bir
ortamdaki davraniglarini belirlemek amaciyla yapay viicut sivisi olarak kabul
edilen PBS tampon ¢6zeltisi kullanildi. Bu ¢6zelti igerisinde, viicut sicakligi olan
37° C’de inkiibe edilen kopolimer-ilag ¢iftlerinin 1 saat igerisinde, 24.saatte ve 48.
saatte davraniglar1 gozlendi. MAVA-CYT cifti 1 saat igerisinde neredeyse
tamamen ¢oziinmiistiir. MAVA-MTX cifti 24. saatin sonunda neredeyse tamamen
¢Oziinmiistiir. MAVA-GEM ise 48. saatin sonunda hala tamamen ¢oziinmemistir.
Kopolimerlere baglanmis antineoplastik ilaglarin viicuda verildikten sonraki salim
davranisi birbirlerinden farkli olabilir. Ornegin MAVA-siterabin (CYT) icindeki
ila¢ derhal ¢oziinerek daha kisa siireli etki yaptigi, MAVA-gemsitabin (GEM)’in
icerdigi ilacin ise yavas yavas ¢Oziinerek uzun siireli bir etki yaptig1 dngiiriilebilir.
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Calismamizin  sonraki asamasinda kopolimerlerden ilaglarin  salim
davraniglarinin degerlendirebilmesi i¢in farkli cihaz ve yontemlerin kullanilmasi,
ayrica salim davraniglarinin artirilmasi ve/veya diizenlenmesi amaciyla farkli
kontrollii salim sistemleri gelistirilmesi onerilebilir.

MCF-7 meme kanseri hiicreleri lizerindeki antitiimor aktivitenin artirilmasi
amaciyla hazirladigimiz kopolimer-ilag giftlerinin aktiviteleri, ilaglarin tek bagina
olusturdugu antitiimor aktiviteleriyle karsilastirildi. Buna gore; MAVA-MTX ve
MAVA-GEM iftleri, saf MTX ve GEM ilaglarina gore daha yiiksek antitimor
aktivite gosterdi. Ancak MAVA-CYT cifti saf CYT ilacina gore daha diisiik
antitimor aktivite gosterdi. Buna ragmen MAVA-CYT ciftinin kanser hiicrelerini
6ldiirme oran1 oldukca yiiksek (% 60,64) bulundu.

Kopolimerlere antineoplastik ilaglar baglamamizin nedenlerinden biri de
ilaglarin viicuttaki toksik etkilerini ve yan etkilerini azaltmaktir. Kopolimer-ilag
ciftlerinin kanser hiicrelerini 6ldiirme etkileri kanitlandiktan sonra, viicutta
bulunan saglikli hiicreler lizerine toksik etkilerinin olup olmadigini gostermek
amactyla, L929 fibroblast hiicreleri kullanilarak kopolimer-ilag ciftleri ve ilaglarin
sitotoksisitesi belirlendi. Buna gore; ilaca gore daha az antitimor etkisi olan
MAVA-CYT ciftinin neredeyse hi¢ toksik etkisinin bulunmadigi tespit edildi.
MAVA-MTX ve MAVA-GEM ciftlerinin ise birbirlerine yakin ve oldukca diisiik
miktarda toksik etkilerinin bulundugu gosterildi. Ancak MAVA-MTX cifti
yiiksek antitiimor aktivite gdstermesine ragmen, saf ilaca gore daha yiiksek toksik
etki olusturdu.

Saf ilaca gore daha diisiik antitiimor aktivite gostermesine ragmen,
MAVA-CYT giftinin L.929 hiicreleri iizerindeki % canlilik oraninin % 99,97
olmasi ve saf ilaca gore (% 89,86) ¢ok daha az toksik etki géstermesi de oldukga
Oonemli bir sonugtur.

MAVA-MTX ve MAVA-CYT kopolimer-ilag ¢iftleri, i¢erdikleri ilaglarin
meme Kkanserinden baska kanser tiirlerinin tedavisinde de kullanilmalari
nedeniyle, farkli caligmalarda diger kanser hiicreleri {izerindeki antitiimor

aktivitelerinin arastirilmasi onerilebilir.
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Sonug olarak; MAVA-MTX ve MAVA-GEM cifti, antikanser tedavilerinde
alternatif bir iriin olarak kullanilabilecek kapasiteye sahip maddeler olarak
karakterize edilmistir. Ileriki asamada bu iki maddenin hayvan deneylerinde test
edilmesi ve sonrasinda klinik aragtirmaya yoneltilerek kemoterapi ilacit olarak

gelistirilmesi onerilebilir.

124



KAYNAKLAR

[1] Yazihan, N., Yilmaz H. Tiirkiye’de Meme Kanseri. (2006).
www.ukdk.org/pdf/Kitap/32.pdf.

[2] Okyay, P., Meme Kanseri Epidemiyolojisi. (2010)
www.pitt.edu/~super4/34011-35001/34841.ppt

[3] Tirkiye’ de En Cok Goriilen Kanser Tiiri Meme Kanseri. 10.08.2010.

http://www.t24.com.tr

[4] Tyler, T., (2010). Drug Interactions in Metastatic Breast Cancer. Journal of
Oncology Pharmacy Practice. 17(3):236-45.
[5] Li, C., Wallace, S. (2008). Polymer-Drug Conjugates: Recent Development in
Clinical Oncology Advanced Drug Delivery Reviews. 60- 886—-898.
[6] Duncan, R. (May 2003). The Dawning Era of Polymer Therapeutics, Drug
Discovery, Nature Reviews .VVolume 2, 347-360.
[7] Young, B. L., Deog, J. K., Chang H. A. (2010). HPMA-Docetaxel or
Gemcitabine Conjugates and Uses Therefore. US Patent Application Publication.
[8] Karakus, G. (2011). Baz1 Maleik Anhidrit Kopolimerlerinin Antineoplastik
Ajanlarla Tirevlendirilmesi ve Karakterizasyonu. Doktora tezi, Cumhuriyet
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Ana Bilim Dali, Sivas.
[9] Pack, D.W., Hoffman, A.S., Pun, S. ve Stayton, P.S., (2005). Design and
Development of Polymers for Gene Delivery, Nature Rev. Drug Discov., 4: 581
593.
[10] Abe, A., Albertsson, A.C., Duncan, R., Dusek, K., de Jeu, W.H., Joanny, J.F.,
Kausch, H.H., Kobayashi, S., Lee, K.S., Leibler, L., Long, T.E., Manners, 1.,
Moller, M., Nuyken, O., Terentjev, E.M., Voit, B., Wegner, G. ve Wiesner, U.,
(2006). Advances in Polymer Science, Vo0l:189,190, Springer-Verlag, Berlin
Heidelberg.
[11] Cao, N., Feng, S. (2008). Doxorubicin conjugated to D-a-tocopheryl
polyethylene glycol 1000 succinate (TPGS): Conjugation chemistry,
characterization, in vitro and in vivo evaluation. Elsevier, Biomaterials 29: 3856-
3865.
[12] Denizli, A., Kiremit¢i, M., (1988). Kontrollii Salinim Teknolojisinin
Kemotreapdtik Uygulamalari. ANKEM Dergi 2 (No 1): 77-85.

125


http://www.ukdk.org/pdf/kitap/32.pdf
http://www.pitt.edu/~super4/34011-35001/34841.ppt
http://www.t24.com.tr/

[13] Langer, R. (1980). Polymeric Delivery Systems For Controlled Drug
Release, Chemical Engineering Communications 6: 1.

[14] Jeong, J. H., Byoun, Y. S., Ko, S. B., Lee, Y. S. (2001). Chemical
Modification of poly(styrene-alt-maleic anhydride) with Antimicrobial 4-
aminobenzoic acid and 4-Hydroxy benzoic acid, 7: 310-315.

[15] Zengin, H. B. (1999). Baz1 maleik anhidrit kopolimerlerinin degisik amid ve
imid tiirevlerinin sentezi ve 1sisal bozunmasi. Doktora tezi, Cumhuriyet
Universitesi Fen-Bilimleri Enstitiisii Kimya Ana Bilim Dal1, Sivas.

[16] Liu, H. Y., Cao, K., Yao, Z., Li, B. G., Hu, G. H. (2007). Variations of the
Glass-transition Temperature in The Imidization of Poly(styrene-co-maleic
anhydride), 104: 2418-2422.

[17] Spridon, D., Panaitescu, L., Ursu, D., Uglea, C. V., Popa, U., Ottenbrite, R.
O. (1997). Synhesis and Biocompatibility of Maleic Anhydride Copolymers:
Maleic Anhydride-Vinyl Acetate, Maleic Anhydride-Methyl Methacrylate and
Maleic Anhydride-Styrene 43: 175-181.

[18] Chouhan, R. and Bajpai, A. K. (2009). Real Time in vitro Studies of
Doxorubucin  Release  From  PHEMA  Nanoparticles, Journal  of
Nanobiotechnology. Vol: 7, 1-12.

[19] Franks, L. M., Knowles, M. A. (2005). What is cancer?, Knowles, M. A,,
Selby, P. J., Introduction to The Cellular and Molecular Biology of Cancer,
Oxford University Press, USA, 1,4.

[20] Alican, F. (1993). Kanser, AFA Matbaacilik, Izmir, s10-33.

[21] Tomatis, L. (1990). Cancer: Causes, Occurrence and Control, IARC
Scientific Publications No. 100, Lyon, p15-121.

[22] Zhang, J., Lu, A., Beech, D., Jiang, B., Lu Y. (2007). Suppression of Breast
Cancer Metastasis Through the Inhibition of VEGF-mediated Tumor
Angiogenesis. Cancer Ther.5:273-286.

[23] https://apss.who.int.infobase/report.aspx

[24] Kiltie, A. (2005).Radiotheraphy and molecular radiotheraphy, Knowles, M.

A.Selby, P. J., Introduction to The Cellular and Molecular Biology of
Cancer,Oxford University Press, USA, 414.

126


https://apss.who.int.infobase/report.aspx

[25] Baloglu, E. (2001). Synthesis and Biological Evaluation of Paclitaxel
Analogs, Doctor of Philosophy in Chemistry, Virginia Polytechnic Institute and
State University.

[26] Rose, P. G. (2002). Chemoradiotheraphy for Cervical Cancer, European
Journal of Cancer, 38, 270-278.

[27] Sagak, M. (2006). Polimer Kimyasi, Gazi Kitabevi, Ankara, 525s.

[28] Duncan, R. (2003). The Dawning Era of Polymer Therapeutics, Nat. Rev.
Drug Discov., 2: 347-60.

[29] Harris, J.M. ve Chess, R.B. (2003). Effect of Pegylation on Pharmaceuticals,
Nat. Rev. Drug Discov. 2: 214-221.

[30] Morawetz, H. (1985). Polymers: The Origins and the Growth of a Science.
Wiley, New York.

[31] Ringsdorf, H. (2004). Hermann Staudinger and the Future of Polymer
Research: Jubilees — Beloved Occasions for Cultural Piety, Angew. Chem. Int.,
43:1064-76.

[32] Breslow, D.S. (1976). Biologically Active Synthetic Polymers, Pure Appl.
Chem., 46:103-13.

[33] Maeda, H., Konno, T., Iwai, K., Maki, S. ve Tashiro, S. (1984).
Tumor  Selective Drug Delivery with  Lipid Contrast Medium
(SMANCS/Lipiodol): Sustained Antitumor Effect, Enhanced Diagnostic Value
and Quantification of Dosage Regimen, Gan To Kagaku Ryoho, 11(4): 814-26.
[34] Maeda, H. (1998). Recent Advances in Research on SMANCs, Gan To
Kagaku Ryoho, Suppl 1:1-9.

[35] Richard, D.K., Bradley, J.C., Fred, C.K., Wigdahl, B. ve Schengrund, C-L.
(2004). Novel Polysulfated Galactose-Derivatized Dendrimers As Binding
Antagonists of Human Immunodeficiency Virus Type 1 Infection, Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, 48(5): 1614-1623.

[36] Satchi-Fainaro, R., Puder, M., Davies, JW., Tran, H.T., Sampson, D.A.,
Grene, A.K., Corfas, G. ve Folkman, J. (2004). Targeting Angiogenesis with a
Conjugate of HPMA Copolymer and Tnp-470, Nature Med., 10: 255-261.

[37] Ferbitz, J. and Mormann, W. (2002). Copolymerisation of Maleic Anhydride
with Electron-Acceptor Monomers, Macromol. Symp., Vol: 181, 63-71.

127



[38] Jain, J. P. Modi, S. Domb, A. J. And Kumar, N. (2005). Role of
Polyanhydirdies as Localizaed Drug Carriers, Journal of Controlled Release, Vol:
103, 541-563.

[39] Kaplan Can, H., Dogan, A. L., Rzaev, Z. M. O., Uner, A. H. and Giner, A.
(2005). The Dissplution of Copper in Commen Solvents Used for Low Dielectric
Polymers, Journal of Applied Polymer Science, VVol: 96, 2352-2359.

[40] Derbentli, S. (2003). Antimikrobiyal Maddelerin Genel Ozellikleri,
Antimikrobiyal Maddeler, , Gazi kitapevi, Ankara, 141-142.

[41] Bokesoy, T.A. (2000). Cakici, I. ve Melli, M., Farmakoloji Ders Kitabi ,
Tiirk Farmakoloji Dernegi, 521-635.

[42] Levinson, W. ve Jawetz, E. (1997). Mikrobiyoloji Ceviri Kurulu ; Diindar,
LH., Erken, E., Kili¢, B., Memisoglu, H.R., Ozcan, K., Ozgiinen, T. ve Yarkin, F.
Tibbi Mikrobiyoloji ve Immunoloji, Baris Kitabevi, Istanbul.

[43] Ulusoylu, M., Soyogul, U., Giirkan, E. ve Tuzlaci, E. (2001). Centaurea
iberica bitkisinin biyolojik aktivite tayinleri, XIII. Bitkisel flac Hammaddeleri
Toplantisi, Bildiri Kitabi, 670 (17), 287-290.

[44] Murray, P., (2009). Klinik Mikrobiyoloji, Atlas Yayinevi, (Ceviri Editor:
Basustaoglu, A.) 390-443s. http://www.gata.edu.tr/infkom/MRSA.pdf.

[45] Bese, M. (1989). Mikrobiyolojide Kullanilan Antibiyotik Duyarlilik ve

Deneme Yontemleri, 45-47.

[46] Foster, W.J. ve Woodruff, H.B. (1943). Microbiological Aspects of
Penicillin: I. Methods of Assay. J Bacteriol. 46(2):187-202.

[47] CLSI M7- A7. (2006). Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility
Tests for Bacteria That Grow Aerobically.

[48] Kahlmeter, G., Brown, DF., Goldstein, F.W., MacGowan, A.P., Mouton,
J.W., Odenholt, I., Rodloff, A., Soussy, C.J., Steinbakk, M., Soriano, F.,
Stetsiouk, O. (2006). European Committee on antimicrobial susceptibility testing
(EUCAST) technical notes on antimicrobial susceptibility testing. Clin Microbiol
Infect; 12: 501-503.

[49] Page, C.P., Curtis, M.J., Sutter, M.J., Walker, M.J., Hoffman, B.B. (eds),
(1997) Pharmacology, (Second Edition), Barcelona, Mosby.

[50] http://www.drugbank.ca/drugs/DB00563.

128


http://www.gata.edu.tr/infkom/MRSA.pdf
http://www.drugbank.ca/drugs/DB00563

[51] SIGMA-ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-biology/cancer-research/cancer-
research-products.html?TablePage=14938470.

[52] Gorlick, R., Goker, E., Trippett, T., Waltham, M., and Banerjee, J. R. (1996).
Intrincis and Acquired Resistance to Methotrexate in Acute Leukaemia. Drug
Therapy, 335(14):1041-1047.

[53] Anta, J. M., Real, F. X., and Mayol, X. (2005). Lowtumor cell density
environment yield survival advantage of tumor cells exposed to MTX in vitro.
Biochimi. Biophys. Acta, 1721:98-106.

[54] Bartyik, K., Turi, S., Orosz, F., and Karg, E. (2004). Methotrexate inhibits
the glyoxalase system in vivo in children with acute lymphoid leukaemia. Eur. J.
Cancer, 40:2287-1192.

[55] Kurtz, J. E., Andres, E., Natarajan-Am’e. S., Noel, E., and Dufour, P. (2003).
Oral chemotherapy in colorectal cancer treatment: review of the literature. Eur. J.
Inter. Med. 14:18-25.

[56] Moutardier, V., Tosini, F., Vlieghe, P., Cara, L., Delpero, J. R., and Clerc, T.
(2003). Colloidal Anticancer Drugs Bioavailabilities in Oral Administration
Models. Int. J. Pharmaceut. 260:23-38.

[57] http://structures.wishartlab.com/molecules/DB00563/image.png

[58] Galmarini, C.M., Mackey, J.R., Dumontet, C. (2001): Nucleoside analogues:
Mecanism of Drug Resistance and Reversal Strategies, Leukemia; Jun; 15(6):
875-90.

[59] http://www.drugbank.ca/drugs/DB00441

[60] http://structures.wishartlab.com/molecules/DB00441/image.png

[61] Freshney, R.l. (1994), Culture of Animal Cells, A manual of Basic
Technique, USA.

[62] Ustagelebi, S. (1991), Genetic Virology, Hacettepe Tas Kitapgilik,
ANKARA.

[63] Koneman, W.E., Allen, S.D., Janda, W.M., Schreckenberger P.C. ve Winn,
W.C., (1992), Diagnostic Microbiology, J.B. Lippincott Company, Philedelphia.
[64] Ryan, K.J., (1994). Medical Microbiology, Printice-Hall International Inc,
USA, 231-32.

129


http://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-biology/cancer-research/cancer-research-products.html?TablePage=14938470
http://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-biology/cancer-research/cancer-research-products.html?TablePage=14938470
http://structures.wishartlab.com/molecules/DB00563/image.png

[65] Boyd, R.F., (1995). Basic Medical Microbiology, Little Brow and Company,
USA.

[66] Tanya, L.H., Leibowitz, G. ve Levine, F. (1998). Telomerase Activity is
Sufficient to Allow Transformed Cells to Escape from Crisis, Molecular and
Cellular Biology, 19(3): 1864-1870.

[67] Rheinberger, H.J. (2007). Cultures of Experiment, Ber. Wiss., 30(2):135-44.
[68] Komori, K., Nada, J., Miyajima, S., Ono, Y., Tatsuma, T. ve Sakai, Y.,
(2008). Development of New Cytoxicity Testing Systems That Include
Toxicokinetic Processes, Takugahu Zasshi, 128(1):29-35.

[69] Fuchs, W., Veits, J., Helferich, D., Granzow, H., Teifke, J.P. ve Mettenleiter,
T.C. (2007). Molecular Biology of Avian Infectious Laryngotracheitis Virus, Vet.
Res., 38(2):261-79.

[70] Akbaba, G., Sunay, C. (2000). Hayvan Deneyleri Yararsiz ve Acimasiz
Calismalar m1, Saghgmiz igcin Onemli Bir Gereksinim mi? Bilim ve Teknik,
Mayzis.

[71] Davis, J.M. (1994). Basic Cell Culture, Oxford Uni. Pres.

[72] Dickson, R.B., Bates, S.E., Mc Manaway, M.E. ve Lippman, M.E. (1986).
Characterization of Estrogen Responsive Transforming Activity in Human Breast
Cancer Cell Lines, Cancer Res, 46: 1707-1713.

[73] Soule, HD; Vazquez J, Long A, Albert S, Brennan M. (1973). A human cell
line from a pleural effusion derived from a breast carcinoma. Journal of the
National Cancer Institute, 51 (5): 1409-1416. PMID 4357757.

[74] Tong, D., Czerwenka, K., Sedlak, J., Schneeberger, C., Schiebel, I., Concin,

N., Leodolter, S. ve Zeillinger, R. (1999). Association of In Vitro Invasiveness

and Gene Expression of Estrogen Receptor, Progesterone Receptor, pS2 and
Plasminogen Activator Inhibitor-1 in Human Breast Cancer Cell Lines. Breast
Cancer Res Treat, 56: 91-97.

[75] Mukhopadhyay, R., Theriault, R.L. ve Price, J.E. (1999). Increased Levels of
Alpha6 Integrins are Associated with the Metastatic Phenotype of Human Breast
Cancer Cells, Clin Exp Metastasis, 17: 325-332.

130


http://en.wikipedia.org/wiki/Journal_of_the_National_Cancer_Institute
http://en.wikipedia.org/wiki/Journal_of_the_National_Cancer_Institute
http://en.wikipedia.org/wiki/Journal_of_the_National_Cancer_Institute
http://en.wikipedia.org/wiki/PubMed_Identifier
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4357757

[76] Zange, R. ve Kissel, T. (1997). Comparative in vitro biocompatibility testing
of Polycyanoacrylates and Poly(D,L-Lactide-Co-Glycolide) using different mouse
fibroblast (L929) biocompatibility test models, European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 44: 149-157.

[77] Sakaguchi, S., Furusawa, S., Wu, J. ve Nagata, K. (2007). Preventive Effects
of a Biscoclaurine Alkaloid, Cepharanthine, on Endotoxin or Tumor Necrosis
Factor-Alpha- Induced Septic Shock Symptoms: Involvement of from Cell Death
in L929 Cells and Nitric Oxide Production in Raw 264.7 Cells, Int
Immunopharmacol, 7(2):191-7.

[78] Reis, R.L. (2005). Biodegradable Systems in Tissue Engineering and
Regenerative Medicine, CRC Pres LLC, Florida, 339-349.

[79] Berridge, M.V., Tan, A.S. (1993). Characterization of the Cellular Reduction
of MTT: subcellular localisation, substrate dependence and involvement of
Mitochondrial Electron Transport in MTT Reduction, Archiv. Biochem. Biophys.,
303, 474-82.

[80] Berridge, M.V., Tan, A.S., Kathy, D.M., (1996).The Biochemical and
Cellular Basis of Cell Proliferation Assays That Use Tetrazolium Salts,
Biochemica, 4, 14-19.

[81] http://bioantares.com/Cytotoxicity Screening.html.

[82] Mossman, T. (1983). Rapid Colorimetric Assay for Cellular Growth and
Survival: Application to Proliferation and Cytotoxicity Assay. Journal Immunol
Methods, 65:55-63.

[83] Berridge, M.V., Tan, A.S., Kathy, D.M. (1996). The biochemical and cellular
basis of cell proliferation assays that use tetrazolium salts. Biochemica, 4, 14-19.
[84] Alley, M.C., Scudiero, D.A., Monks, A., Hursey, M.L., Czerwinski, M.J.,
Fine, D.L., Abbott, B.J, Mayo, J.G., Shoemaker, R.H. ve Boyd, M.R. (1988).
Feasibility of Drug Screening With Panels of Human Tumor Cell Lines Using a

Microculture Tetrazolium Assay, Cancer Res, 48:589-601.
[85] Van de Loosdrecth, A.A., Nennie, E., Ossenkoppele, G.J. ve Belen, R.H.,
(1991). Langenhuijsen and Macrophages in a Modified Calorimetric MTT Assay,
a Methodological Study. J Immunol Methods, 141: 15-22.

131


http://bioantares.com/Cytotoxicity_Screening.html

[86] Wilson, J.K., Sargent J.M., Elgie A.W., Hill J.G. ve Taylor C.G. (1990). A
Feasibility Study of The MTT Assay for Chemosensitivity Testing in Ovarian
Malignancy”, Br J Cancer, 62:189-194.

[87] Abe, K. ve Matsuki, N. (2000). Measurement of Cellular 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-Y1)-2,5-  Diphenytetrazoliumbromide (MTT) Reduction
Activity and Lactate Dehydrogenase Release Using MTT, Neurosci Res, 38:325-
329.

[88] Ilbars, N. (2007). Yeni Nesil Metal Desteksiz Seramiklerin ve
Yapistirlmasinda ~ Kullanilan ~ Rezin  Simanlarin  Biyouyumlulugunun
Degerlendirilmesi, Dishekimligi Bilimleri Merkezi Protetik Dis Tedavisi
Programi Doktora Tezi, GATA Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

[89] http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233311001974.

[90] Roche Diagnosis Manual. (2013).

[91] Numanoglu, S. (2008). Ostrojen Bagimli Meme Kanseri Hiicrelerinde
(MCF-7) Genistein ve Hiperteminin Kombine Etkisinin Arastirilmasi, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ege Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, zmir.

[92] Marshall, N.J., Goodwin, C.J., Holt, S.J. (1995). A critical Assessment of
The Use of Microculture Tetrazolium Assays to Measure Cell Growth and
Function, Review, Growth Regulation, 5, 69-84.

[93] http://www.hanasc.co.kr/beckman/vicell.html.

[94] Giirtiirk, S. (1977). Viroloji, Ankara Universitesi Basimevi, 64-73, Ankara.
[95] Brain, W., Kangro, M. ve H. O. (1996). Virology Methods Manual, 35-37.

[96]http://www.eplantscience.com/botanical _biotechnology biology chemistry/al

gae/algal_culturing/quantitative_determinations_of algal_density _and_growth.ph
p.

[97] Pal, J., Singh, H. and Gosh, A. K. (2004). Modification of LLPDE Using
Esteirfied Styrene Maleic Anhydride Copolymer: Study of Its Properties and

Environmental Degradability, J Applied Polymer Science, VVol:92, 102-108.

[98] Qiao, Z., Xie, Y., Chen, M., Xu, J., Zhu, Y., Qian, Y. (2000). Synthesis of
Lead Sulfide/Polyvinyl Acetate Nanocomposites with Controllable Morphology,
Chemical Physics Letters, Vol: 321, 504-507.

132


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233311001974
http://www.hanasc.co.kr/beckman/vicell.html
http://www.eplantscience.com/botanical_biotechnology_biology_chemistry/algae/algal_culturing/quantitative_determinations_of_algal_density_and_growth.php
http://www.eplantscience.com/botanical_biotechnology_biology_chemistry/algae/algal_culturing/quantitative_determinations_of_algal_density_and_growth.php
http://www.eplantscience.com/botanical_biotechnology_biology_chemistry/algae/algal_culturing/quantitative_determinations_of_algal_density_and_growth.php
http://www.eplantscience.com/botanical_biotechnology_biology_chemistry/algae/algal_culturing/quantitative_determinations_of_algal_density_and_growth.php

[99] Nemtoi, G., Beldie, C., Ticolea, C., Popa, I., Cretscu, I., Humelnicu, 1. and
Humelnicu, D. (2001). Behavior of The Poly(maleic anhydride-co-vinyl acetate)
Copolymer in Aqueous Solutions, European Polymer Journal, VVol:37, 729-735.
[100] Popa, I., Offenberg, H., Beldie, C. and Uglea, C. V. (1997). Benzocaine
Modified Maleic Anhydride copolymers-l. Synthesis and Caracterization of
Benzocaine Modified Poly(maleic anhydride-co-vinyl acetate), Poly(maleic
anhydride-co-methyl methacrylate) and Poly(maleic anhydride-co-styrene),
European Polymer Journal, Vol:3, 1511-1514.

[101] Skoog, D.A., Holler, F. J. and Nieman, T.A. (1998). Enstriimantal Analiz
flkeleri, Bilim Yaymecilik (Ceviri: Kili¢ E., Késeoglu F. ve Yilmaz H.), Ankara,
850s.

[102] Lin Jia, Jian-Jun Zheng, Shu-Man Jiang, Kai-Hong Huang. (2010).
Preparation, physicochemical characterization and cytotoxicity in vitro of
Gemcitabine-loaded PEG-PDLLA nanovesicles. World J Gastroenterol,
Vol: 16(8): 1008-1013

[103] Lammers T., Vladimir S., Ulbrich K., Peschke P., Huber P.E.,. Hennink
W.E, Stormb G. (2009). Simultaneous delivery of doxorubicin and gemcitabine
to tumors in vivo using prototypic polymeric drug carriers: Biomaterials VVol: 30
3466-3475.

[104] Liang, L.S., Jackson J., Min W., Risovic, V., Wasan, K.M., Burt, H.M.
(2004). Methotrexate loaded poly(L-lactic acid) microspheres for intra-articular
delivery of methotrexate to the joint, J Pharm Sci., Apr;93(4):943-56.

[105] Choi, Y., Kim, M., Cho, Y. Yun, E., Song, R. (2013). Synthesis,
characterization and target protein binding of drug-conjugated quantum dots in
vitro and in living cells. Nanotechnology. Vol: 22;24(7) :075101. doi:
10.1088/0957 - 4484/24/7/075101.

[106] Cavallaro, G., Pitarresi, G., Licciard,i M., Giammona, G. (2001). Polymeric
prodrug for release of an antitumoral agent by specific enzymes. Bioconjug
Chem. J, Mar-Apr;12(2):143-51.

[107] Ajazuddin, Alexander, A., Amarji, B., Kanaujia, P. (2012). Synthesis,
characterization and in vitro studies of pegylated melphalan conjugates. Drug Dev
Ind Pharm. Jul 11. (Epub ahead of print).

133


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liang%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14999731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jackson%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14999731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Min%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14999731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Risovic%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14999731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wasan%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14999731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Burt%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14999731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14999731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Choi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23358444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23358444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cho%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23358444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yun%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23358444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Song%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23358444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23358444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cavallaro%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11312674
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pitarresi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11312674
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Licciardi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11312674
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Giammona%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11312674
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11312674
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11312674
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11312674
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ajazuddin%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22779444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Alexander%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22779444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Amarji%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22779444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kanaujia%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22779444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22779444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22779444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22779444

[108] Yiiksel, B. (2008). Baz1 Polimerlerin Sentezi ve Biyolojik Aktivitelerinin
Olgiilmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya
Ana Bilim Dal1, Ankara.

[109] Uzluk, E. (2008). Bazi1 Polimerlerin Sentezi, Karakterizasyonu
Ozelliklerinin Belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Gazi Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Kimya Ana Bilim Dali, Ankara.

[110] Fang, W., Cai, Y., Chen, X, Su, R.,Chen, T., Xia, N., Li, L., Yang,
Q., Han, J.,, Han, S. (2009). Poly(styrene-alt-maleic anhydride) derivatives as
potent anti-HIV  microbicide candidates. Bioorg Med Chem Lett.
Vol:1;19(7):1903-7.

[111] Vandana M., Sahoo S.K. (2010). Long circulation and cytotoxicity of
PEGylated gemcitabine and its potential for the treatment of pancreatic cancer,
Biomaterials Vol: 31, 9340-9356.

[112] Greco, F., Vicent, M.J., Penning, N.A., Nicholson, R.I., Duncan, R. (2005).
HPMA copolymer—aminoglutethimide conjugates inhibit aromatase in MCF-7
cell lines, Journal of Drug Targeting, Vol:13(8-9): 459-470.

[113] Cavallaro G., Mariano L., Salmaso S., Caliceti P., Gaetano G. (2006).
Folate-mediated targeting of polymeric conjugates of gemcitabine, International
Journal of Pharmaceutics 307, 258-269.

[114] She W., Luo K., Zhang C., Wang G., Geng Y., Li L., He B., Gu Z. (2013).
The potential of self-assembled, pH-responsive nanoparticles of mPEGylated
peptide dendronedoxorubicin conjugates for cancer therapy, Biomaterials VVol: 34,
1613-1623.

[115] Pawar, S.K., Badhwar, A..J, Kharas, F., Khandare, J.J., Vavia, P.R. (2012).
Design, synthesis and evaluation of N-acetyl glucosamine (NAG)-PEG-
doxorubicin targeted conjugates for anticancer delivery, International Journal of
Pharmaceutics 436, 183— 193.

[116] David, D. N’Da, Eberhard Neuse, Margo Nell and Constance E.J. van
Rensburg S. (2006). Carrier-bound Methotrexate. 111. Antiproliferative Activity of
Macromolecular MTX Conjugates Against the Human HelLa and Colon
Carcinoma Cell Lines, Afr. J. Chem., Vol: 59, 33-42.

134


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fang%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19269820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cai%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19269820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19269820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Su%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19269820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19269820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xia%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19269820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19269820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19269820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19269820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19269820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Han%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19269820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Han%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19269820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19269820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Greco%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16332571
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vicent%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16332571
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Penning%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16332571
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nicholson%20RI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16332571
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duncan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16332571
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pawar%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22721850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Badhwar%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22721850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kharas%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22721850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Khandare%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22721850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vavia%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22721850

[117] Sahin N.O., Berkdéz M., Derici Eker E., Pomierny B., Przejczowska K.
(2012). Cytotoxic and antioxidant effects of grape seed oil on the treatment of
leukemia with methotrexate, European Journal of Chemistry Vol: 3 (2) 147-151.
[118] Wang J., Yin C., Tang G., Lin X., Wu Q. (2013). Glucose-functionalized
multidrug-conjugating nanoparticles based on amphiphilic terpolymer with
enhanced anti-tumorous cell cytotoxicity, International Journal of Pharmaceutics
441, 291 298.

[119] Rzayev, Z.M., Tiirk, M., Soylemez, E.A. (2012). Bioengineering functional
copolymers. XXI. Synthesis of a novel end carboxyl-trithiocarbonate
functionalized poly(maleic anhydride) and its interaction with cancer cells, Bioorg
Med Chem. Aug 15;20(16):5053-61.

[120] Liang, Y., Xiao, L., Li, Y., Zhai, Y., Xie, C., Deng, L., Dong, A. (2011).
Poly(ester anhydride)/mPEG amphiphilic block co-polymer nanoparticles as
delivery devices for paclitaxel. J Biomater Sci Polym Ed. ;22(4-6):701-15.

[121] Siew, E.L.,Rajab N.F.,Osman, A.B., Sudesh, K., Inayat-Hussain, S.H.
(2007). In vitro biocompatibility evaluation of poly(3-hydroxybutyrate-co-4-
hydroxybutyrate) copolymer in fibroblast cells. J Biomed Mater Res A.
May;81(2):317-25.

[122] Kaplan, M., Baysal, K. (2005). In vitro toxicity test of ethyl 2-
cyanoacrylate, a tissue adhesive used in cardiovascular surgery, by fibroblast cell
culture method. Heart Surg Forum. 8(3):E169-72.

[123] Kaneda, Y., Yamamoto, Y., Kamada, H., Tsunoda, S., Tsutsumi,
Y., Hirano, T., Mayumi, T. (1998). Antitumor activity of tumor necrosis factor
alpha conjugated with divinyl ether and maleic anhydride copolymeron solid
tumors in mice. Cancer Res. J Vol: Jan 15;58(2):290-5.

[124] Saito, T.,Ueno, T., Sekine, T., Kodera, Y., Hiroto, M., Matsushima,
A., Nishimura, H., Inada, Y. (1997). Chemical modification of L-asparaginase
with comb-shaped copolymer of poly(ethylene glycol) derivative andmaleic
anhydride. Leukemia. J, Apr;11 Suppl 3:408-9.

[125] Yadav, K.S., Jacob, S., Sachdeva, G., Chuttani, K., Mishra, A.K., Sawant,
K.K. (2011). Long circulating PEGylated PLGA nanoparticles of cytarabine for
targeting leukemia. Microencapsul.J, Vol: 28(8):729-42.

135


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rzayev%20ZM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22796348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=T%C5%B1rk%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22796348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=S%C3%B6ylemez%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22796348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22796348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22796348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22796348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566053
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xiao%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566053
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566053
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhai%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566053
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xie%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566053
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Deng%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566053
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dong%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566053
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20566053
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Siew%20EL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17120221
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rajab%20NF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17120221
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Osman%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17120221
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sudesh%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17120221
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Inayat-Hussain%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17120221
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17120221
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaplan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15936999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baysal%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15936999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15936999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaneda%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9443407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamamoto%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9443407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kamada%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9443407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tsunoda%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9443407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tsutsumi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9443407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tsutsumi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9443407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hirano%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9443407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mayumi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9443407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9443407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saito%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9209407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ueno%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9209407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sekine%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9209407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kodera%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9209407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hiroto%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9209407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matsushima%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9209407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matsushima%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9209407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matsushima%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9209407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nishimura%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9209407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Inada%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9209407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9209407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yadav%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21970655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jacob%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21970655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sachdeva%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21970655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chuttani%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21970655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mishra%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21970655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sawant%20KK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21970655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sawant%20KK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21970655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sawant%20KK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21970655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21970655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21970655

[126] Stella, B., Arpicco, S., Rocco, F., Marsaud, V., Renoir, J.M., Cattel,
L., Couvreur, P. (2007). Encapsulation of gemcitabine lipophilic derivatives into
polycyanoacrylate nanospheres and nanocapsules. Int J Pharm. Vol: 1;344(1-
2):71-7.

[127] Akinboye, E.S., Rosen, M.D., Denmeade, S.R., Kwabi-Addo, B., Bakare,
O. (2012). Design, synthesis, and evaluation of pH-dependent hydrolyzable
emetine analogues as treatment for prostate cancer. J Med Chem.
Vol:13;55(17):7450-9.

[128] Kamada, H., Tsutsumi, Y., Sato-Kamada, K., Yamamoto, Y., Yoshioka,
Y., Okamoto, T., Nakagawa, S., Nagat,a S., Mayumi, T. (2003). Synthesis of a
poly(vinylpyrrolidone-co-dimethyl maleic  anhydride) co-polymer and its
application for renal drug targeting. Nat Biotechnol. Apr;21(4):399-404.

[129] Karasulu, H.Y., Karabulut, B., Goker, E., Giineri, T., Gabor, F. (2007).
Controlled release of methotrexate from w/o microemulsion and its in vitro tumor
activity, Drug Deliv. Apr;14(4):225-33.

[130] Ayla, S. (2007). Parasetamol ve Resveratrol’ {in MDAH-2774 Insan Over
Kanseri Hiicreleri Kiiltiirlerinin Gemsitabin’le Sitotoksisiteleri ile Proliferasyon
Uzerine Etkileri. Uzmanlik tezi, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Istanbul.

136


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stella%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17651931
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arpicco%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17651931
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rocco%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17651931
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marsaud%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17651931
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Renoir%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17651931
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cattel%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17651931
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cattel%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17651931
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cattel%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17651931
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Couvreur%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17651931
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17651931
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Akinboye%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rosen%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Denmeade%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kwabi-Addo%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bakare%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bakare%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bakare%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22867001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kamada%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12612587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tsutsumi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12612587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sato-Kamada%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12612587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamamoto%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12612587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoshioka%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12612587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoshioka%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12612587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoshioka%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12612587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Okamoto%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12612587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakagawa%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12612587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nagata%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12612587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mayumi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12612587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12612587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karasulu%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17497355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karabulut%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17497355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=G%C3%B6ker%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17497355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=G%C3%BCneri%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17497355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gabor%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17497355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Controlled+Release+of+Methotrexate+from+W%2FO+Microemulsion+and+Its+In+Vitro+Antitumor+Activity

Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadi

Dogum Yeri ve Tarihi
Medeni Durumu
Yabanci Dil

[letisim Adresi

E-posta Adresi

OZGECMIS

Tutku TUNC

Ankara-1977

Bekar

Ingilizce

Cumbhuriyet Universitesi Egitim Fakiiltesi
Ortadgretim Biyoloji Egitimi Boliimii - SIVAS
ttunc@cumhuriyet.edu.tr

Egitim ve Akademik Durum

Lise
Lisans
Yiiksek Lisans

Unvan

Is Tecriibesi
Milli Egitim Bakanligi

Cumhuriyet Universitesi

Sivas Selguk Anadolu Lisesi, 1995
Marmara Universitesi, 2000
Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, 2004

Ogretim Gorevlisi

Biyoloji Ogretmeni, 2002-2008
Ogretim Gérevlisi, 2008-

137


mailto:ttunc@cumhuriyet.edu.tr

