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PLGA NANOPARTIKULLERI VE CESITLI KARBONHIDRATLARLA
BIRLESMESINDEN OLUSAN TUREVLERININ HUCRE ICINE GIiRiS$
YOLAKLARININ INCELENMESI

OZET

Kanser hastaligi, hiicrelerin kontroliinii kaybederek asir1 sekilde boliinmesidir.
Kontrolsiiz olarak ¢ogalan bu hiicreler bulundugu bolgede birikmeye baslarlar ve
timor denilen yapiyr olustururlar. Nano tasiyict kullanarak geleneksel tedavilere
nazaran daha iyi tedavi sonuglar1 elde edilmisken, nano tasiyicinin iginde tasidigi
kemoterapi ajaniyla birlikte hiicre i¢ine girisi biiyiilk 6nem tagimaktadir. Bu tezde
hiicrelerin maddeleri hiicresel ige alim yolaklarindan ve kanser hiicrelerinin hizli
metabolizmalarindan  yararlanilarak  laboratuvarda hazirlanan PLGA  nano
tagtyicisinin kanserli hiicreler tarafindan nasil alindigi incelenmistir. Boylelikle
ileriki calismalarda tespit edilen hiicre igine giris yolagi daha ¢ok kullanarak daha
etkin tedaviler elde edilebilir. Kanser hiicreleri beslenmek agisindan alternatif enerji
kaynaklar1 bulsa da one c¢ikan en biiylik degisiklik glikoliz mekanizmasindaki
degisikliklerdir. Kanser hiicreleri Warburg etkisi ile hizlica glikoz kaynagina
ulagsmak ister. Bu istegi kullanarak nano tasiyici sistem olarak kullanilacak olan
PLGA (poli laktik asit ko glikolik asit), glikoz ve friiktoz tiirevi olan seliiloz ve levan
ile kaplanarak MCF-7 meme kanserli hiicre ortamina verilmistir. Boylelikle MCF-7
meme kanseri hiicrelerinin PLGA nano tasiyicisina olan ilgisinin arttirilmasi
planlanmistir. Ayrica, nano tastyict hiicre giris yolaklar1 olan Klatrin aracilikli
endositoz, klatrinden bagimsiz endositoz, makro pinositoz ve fagositoz yolaklarini
inhibe edecek gerekli inhibitorlerle beraber verilerek nano tastyicinin giris yollari
incelenmistir. Her bir hiicre igin giris yolaginin literatiirde mevcut olan farmakolojik
veya kimyasal inhibitorii mevcuttur. Bu amag i¢cin MCF-7 meme kanseri hiicreleri
kullanilmigtir. PLGA nano tasiyicisi FITC isaretli olacagindan floresan mikroskopu
ile takip edilebilmistir, detayli oOlgtimler ELISA cihaz1 ile gergeklesmistir.
Kullanilacak seliiloz kaplt PLGA, levan kapli PLGA, FITC isaretli PLGA ve PLGA
nano tastyicilarinin boyut analizleri DLS cihaziyla ve yiikleri Zeta potansiyeli ile
analiz edilmistir. InhibitSr ve nano tasiyicilarin toksisite ¢aligmalar1 da
Sulforhodamine B canlilik testi ile kontrol edilmistir. Tlim nano tasiyici sistemler,
buharlastirma ve ¢oktiirme yontemiyle hazirlanmistir. FITC isaretli PLGA levan ve
seliiloz ile kaplanmistir ve bunun FITC isaretli ve isaretsiz kaplanmamis PLGA nano
tastyicilart hazirlanmistir. Inhibitérlerin ve nano tastyicilarin toksik olmayan dozlari
Olclilmiistiir. Hiicreler 6nce inhibitdrlere maruz birakilmig, aha sonra nano tasiyicilar
ile muamele edilmistir. Inhibitore maruz kalmayan hiicreler kontrol olarak
kullamilmistir. Inhibitorler en ¢ok, kaplanmamis PLGA nano tasiyicilarinin hiicre
icine girisini etkilemistir bu da kaplanmamis nano tasiyicinin hiicre i¢ine girisi i¢in
daha ¢ok yolak kullandigin1 gostermektedir. Seliiloz ile kaplanmis PLGA ve levan ile
kaplanmis PLGA acisindan, chlorpromazine en yiiksek oranda hiicre igine giris
engellemistir bu da kaplanan nano tasiyicilarin hiicre igine giris i¢in klatrinden
bagimsiz endositozu kullandigin1 gostermektedir.

Anahtar kelime: PLGA, MCF-7, ELISA READER, levan, seliiloz
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STUDYING THE CELL INTERNALIZATION PATHWAYS OF PLGA
NANOPARTICLES AND THE DERIVATIVES OBTAINED FROM ITS
INCORPORATION WITH CARBOHYDRATES

SUMMARY

Cancer is a disease that cells lose control of division and have excessive division due
to the mutations. These cells that reproduce uncontrollably begin to accumulate in
the region where they are located. While using the nano carrier, better treatment
results are obtained compared to traditional treatments. It is very important to enter
the cell with the chemotherapy agent it carries in the nano carrier. In this thesis, it
was investigated how the PLGA nano carrier which is prepared in the laboratory
uptaken by cancerous cells due to the the fast metabolism of cancer cells. Thus, more
effective treatments can be obtained by knowing more about the relationship between
cellular uptake pathway and nano carriers. Although cancer cells find alternative
energy sources in terms of nutrition, the major change is the changes in the
glycolysis mechanism. Cancer cells want to quickly reach the source of glucose with
the effect of Warburg. Using this request, PLGA (polylactic acid co glycolic acid),
which will be used as a nano carrier system, is coated with cellulose and levan,
which is a derivative of glucose and fructose, and introduced into the MCF-7 breast
cancer cell environment. Thus, it is planned to increase the interest of MCF-7 breast
cancer cells to PLGA nano carrier. In addition, the cellular uptake pathways of the
nano carrier were examined by giving nano carrier and inhibitors together. With
usage of inhibitors, clathrin independent endocytosis, macropinostosis and
phagocytosis pathways are inhibited. There is a pharmacological or chemical
inhibitor of the entry pathway available in the literature for each cell. For this
purpose, MCF-7 breast cancer cells have been used. Since the PLGA nano carrier
will be fluorescently labeled, it can be followed with a fluorescence microscope,
detailed measurements were made with the ELISA device. Dimensional analysis of
cellulose PLGA, levan PLGA, fluorescent PLGA and PLGA nano carriers were
analyzed with DLS device and their loads with Zeta potential, and toxicity studies of
inhibitors and nano carriers were checked with Sulforhodamine B viability test. All
nano carrier systems are prepared by evaporation and precipitation method. The
fluorescence labeled PLGA is covered with levan and cellulose, and its fluorescence
labeled and unmarked PLGA nano carriers are prepared. Nontoxic doses of inhibitors
and nano carriers were measured. Cells were first exposed to inhibitors, then treated
with nano carriers. Cells that are not exposed to the inhibitor were used as a control.
Inhibitors mostly affected the penetration of uncoated PLGA nano carriers into the
cell. That suggests that the uncoated nano carrier could easily uptaken by the cells. In
terms of PLGA coated with cellulose and PLGA coated with levan, chlorpromazine
prevented the highest rate of entry into the cell, indicating that the coated
nanocarriers use clathrin independent endocytosis for entry into the cell.

Key words: PLGA, ELISA, MCF-7
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1. GIRIS VE AMAC

Nanoteknoloji, giiniimiizden 20 yil dncesinden bu yana hizla gelismeye baglamis
olup, egitimden sagliga, iletisimden savunma ve lretime bir¢cok alanda Snemli
degisikliklere neden olmustur. Bu alanlarin disinda ilag ve tip alanlar1 da biiytlik
Olclide paylarin1 almislardir. Nanoteknoloji, araclar ve sistemler kullanilarak
nanometre boyutunda maddelerin {iretilmesi ve kullanilmasidir [1]. Yunanca ‘nanos’
yani ‘clice’ anlamina gelmektedir. Bu anlamdan yola ¢ikilirsa, nanoteknolojide ¢ok
kiiciik yani nanometre boyutundaki maddelerin bilimi olarak adlandirilabilir [1].
Nanoteknoloji alan1 multidisipliner bir alandir. Fizik, biyoloji, biyokimyasal
toksikoloji, ilag bilimi, miihendislik gibi bir¢ok farkli alanin bir arada calismasini
gerektirir [2]. Boylelikle bircok farkli alandan uzman kisiler bir araya gelebilir. Bu
bir araya gelis, farkli bakis agilarinin ortaya ¢ikmasina ve nanoteknolojinin ilgili
alanlarma daha iyi ve verimli sekilde uygulanmasina vesile olabilir. Boylelikle
eksikliklerin giderilmesi daha verimli ve daha etkili sekilde gergeklestirilebilir.
Nanoteknoloji alaninda geleneksel olarak boyutlar, 1 nanometre(nm) ile 100
nanometre(nm) arasindadir. Bu boyutlarin anlasilabilmesi i¢in su sekillerde
kiyaslama yapilabilir; bir protein molekiiliiniin boyutu 1-20 nm arasinda
degismektedir. DNA’nin genigligi ise yaklagik 2,5 nm’dir. 1 nm de metrenin
milyarda biri kadardir [1]. FDA (Food and Drug Administration), NNI (National
Nanotechnology Initiative) ve OECD (Organisation for Economic Co-operation and
Development) kuruluslari, nano biiyiikliik i¢in alt siir1 1 nm ve st sinir 100 nm
olarak fikir ortakligina gitmislerse de baz1 Avrupali kuruluslar, tipta kullanim amagh
kullanilacak maddelerin biiyiikliik araligin1 1-1.000 nm olarak kabul etmislerdir. Her
ne kadar yaygin olarak 1-100 nm aras1 biiyiikliikteki maddeler kabul edilse de bu
aralikta olan biitlin maddelere “nano” demek dogru bir tutum degildir. Zira
biiytikliigiin yani sira maddenin kazandigi 6zelliklerde 6nemlidir [3]. Nanoteknoloji,
var olan bir¢ok alana uygulanabilmektedir. Egitimden sagliga, iletisimden savunma
ve iiretime bir¢ok alanda kadar cesitli birgok alanda kullanimi vardir. Ornegin nano
boyutla yapilan bazi ilk aletlerden bir tanesi de biyoloji alaninda, viriisleri hiicresel

yasamlardan ayirabilmek amaci ile kullanilan seramik filtrelerdir. Ayrica



nanoteknoloji, hiicresel sinyallesme, hiicre dongiisii gibi olaylar agisindan tip ile
biiyiik bir baglant1 icerisindedir. Nano boyut anlaminda dokularin analiz edilmesini
saglayacak cihazlarin yapilmasi, tedavi ve replasman agisindan yeni biyosentetik
maddelerin yapilmasinin saglanmasi bunlara drnektir. incelememiz gereken bir diger
terim olan nanofarmasétik, ilag tasiyici sistemlerini, bu sistemlerin araglarini ve nano
boyutta olan toz ilact kapsar [4]. llag tasiyic1 sistemlere nanopartikiiller,
nanokapsiiller, kati-lipit nano partikiiller, nano lipozomlar ve bunlar gibi bir¢cok
madde 6rnek olarak verilebilir. Nano aygit olarak nano robotlar, nano ilag kaph
stentler ve nano sensorler 6rnek verilebilir [4]. Nano boyutta biiyiiklige sahip ilag
partikiillerinin kullaniminda elde ettigimiz avantajlar vardir. Bunlardan bir tanesi;
nano partikiiller boyutlar1 geregi damarlardan kolaylikla gecebilir ve bdoylelikle
sirkiilasyona Kkatilabilir [5]. Kullanilan partikiillerin boyutu nanometre olunca,
partikiillerin ylizey alanlar1 ile ¢oziliniirliikleri arasinda dogru orantili bir iligki vardir.
Yani, nanometre boyutta partikiillerin ylizey alanlar1 arttikga ¢oziiniirlikleri de
artmaktadir [5]. Nano boyutta hazirlanan partikiil formiilasyonlarin ¢oziiniirliikleri
artmaktadir. Boylelikle partikiiliin absorbsiyonu artmaktadir. Absorbsiyonun artmasi
biyoyararlanimi arttirir. Bir nano tasiyiciya sadece bir tane degil birden fazla etkin
madde yiiklenebilir [2]. Nano partikiillere PEG (Poly ethylene Glycole) veya baska
bir adiyla POE (Poly oxyethylene) molekiilii baglayarak dolasimda daha uzun siire
kalabilmeleri miimkiin hale getirilebilir [2]. Nanofarmasétikler temelde yukaridan
asagt metodu ve asagidan yukart metodu olmak {izere iki yontem ile
hazirlanmaktadir. Yukaridan asagi metodu, maddenin biiyiik halinden yola ¢ikarak
nano boyuta ulagsmaktir. Yani biliyllk madde kiiciiltiliyor. Asagidan yukar
metodunda ise en kii¢iik nano boyuttan yola ¢ikilarak yeni bir nano madde elde
edilmektedir. Yukaridan agsag1i metodunda, elde var olan ilaglarin boyutu kiiciiltiilerek
ve viicuda verilis sekillerinde degisiklige gidilerek denemeler yapilmis ve olumlu
sonuglar elde edilmistir. Bu metotta 6giitme, yiiksek enerji uygulama, litografik
yontemler, kimyasal yontemler gibi farkli yontemler kullanilabilir. Boylelikle biiyiik
boyuttaki maddelerimiz nano boyuta getirilebilir. Asagidan yukart metodunda ise
kimyasal sentez, kolloit kimya, supramolekiiler sentez gibi farkli yontemler
kullanilarak nano boyuttaki maddelerden farkli nano maddeler elde edilebilmektedir.
Her ne kadar nanoteknoloji, nanobilim gibi alanlarda 6nemli ve {imit vadeden
gelismeler ve ¢aligmalar olsa da olay nanofarmasotik kismia geldiginde dnemli bir

sikinti goziikkmektedir. Bu sikinti toksik etkidir. Solunum ve deri yollari, oral

2



enjeksiyon gibi yollarla verilen nanofarmasétikler, immiinotoksik etki, genotoksik ve
sitotoksik etki gosterebilmektedir. Bu etkilerin kaynagi nano tasiyici sistemlerden, bu
sisteme ylklii olan nano ilaglardan ve yardimci maddelerden kaynaklaniyor olabilir.
Bu sebeple ki nanofarmasotik sistemlerin ve bu sistemleri olusturan tiim maddelerin
toksisitelerinin incelenmesi biiyiikk énem arz etmektedir [2]. Uygulanan ilaglarin
etkili olmasi ig¢in, istenen etki bdlgesine ulasabilmeli, istenilen ve belirlenen
konsantrasyonlarda o bdlgede istenilen siire boyunca kalabilmelidir. Ancak, ilag
etkin maddenin kimyasal 6zelliklerine bagli olarak pargalanmasi, zor penetrasyon
gibi bazi kisitlamalar sebebiyle yeni formiilasyonlar arastirilmaktadir. Boylelikle
ilactan daha yiiksek etki elde edilebilsin. Bunun i¢inde en yaygin yaklagim nano
tagtyicilardir. Kanser, gene ifadesinde meydana gelen bircok mutasyonun sebep
oldugu ve bu mutasyonlarin hiicre ¢ogalmasi ve Oliimiindeki dengesizliklerin
meydana gelmesi olayidir. Bu dengesizlik sonucu hiicreler gereginden fazla boliiniip
cogalarak baska bolgelere yayilmasiyla sonuglaninca konagin Oliimiine sebep
olmaktadir. Baslangi¢ yerine gore carcinoma ve sarcoma olarak iki baglikta
degerlendirilir. Carcinoma’nin baslangici epitel doku iken sarkoma’nin baglangici ise
mazankimal dokudur. Kanserli hiicrelerin 6 farkli 06zelligi vardir. Bunlar,
giiclendirilmis c¢ogalma, biiylime baskilayicilardan kag¢inma, hiicre O6liimiinden
kacinma, anjiyogenez, metastaz ve Oliimsiizliiktiir. Anjiyogenez; kanserli hiicrelerin
gerekli besin ve oksijene ihtiyact oldugu gibi atiklarimi da sisteminden uzaklagtirma
ihtiyaglar1 i¢in damarlagsma yapmasidir. Metastaz; kanserli hiicrelerin kan sistemine
karigsarak baska bolgelere go¢ etmesidir ki bu 0Ozelligi gosteren tiimor cesitleri
tehlikeli olanlardir ve ‘malignant’ olarak adlandirilirlar. Apoptoz olaymdan
kacabildikleri i¢in kontrollii olarak 6lememektedirler. Biiylime baskilayici genlerden
kacabilmesi ve bir nevi kendi biiyiime sinyallerini {iretmesi de onun normal
hiicrelerden daha fazla ¢ogalmasinda etki gostermektedir [6]. Bu tezin amaci, PLGA
gibi uluslararas1 kabul goren bir nano tasiyicinin hiicre i¢ine giris yolagimi MCF-7
hiicre hattina vererek tespit etmek, miimkiin olursa hiicre igine giris oranini
arttirmaktir. Kanser hiicresinin yasamini siirdiirmek i¢in glikoz ve friiktoz gibi bazi
maddelere 06zel reseptorleri yiizeyinde saglikli hiicrelere nazaran daha fazla
bulundurmaktadir. Bu reseptorlerin ligandin1 yani karbonhidratlart misellerin
yiizeyinde bulundurmak, misellerin hiicre i¢ine girisini arttirabilir. Ancak, baglica
karbonhidratlar olan glikoz ve friktozun bu acidan etkinliginin farks

bilinmemektedir. Bu tezin ikincil amaci bu farki agiga ¢ikarmaktir.
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2. GENEL BILGILER

Tezde hiicre hatt1 olarak MCF-7 yani meme kanseri hiicreleri nano tasiyici olarak da
PLGA kullanilacaktir. Biyouyumluluk, uygun ¢oziinme orani, FDA tarafindan
onaylanmis olmasi gibi birgok 6zellik PLGA’nin kullanilmasinda tercih nedenidir.
Ayrica PLGA hidrofilik yapidadir. Bdylelikle sulu ortamlarla temasinda ilag
molekiillerini igerisine hapsedebilecektir [7]. Kanserli hiicrelerinin normal hiicrelere
kiyasla daha hizli metabolizmaya sahip olmalari, onlarin enerjiye daha ihtiyach
olmalarin1 saglamaktadir. Enerji kaynagi olarak karbonhidrat kullanacak olan
kanserli hiicreler, hizlica genel olarak seker tiirevlerine ulasmak isteyeceklerdir [8].
Ayrica normal hiicrelerde seker kullanimi normal dongiilerde yikilarak kullanilsa da
kanserli hiicrelerde bu dongiiniin baz1 etaplar1 es gecilmektedir. Bu olaya “Warburg
etkisi” denmektedir [9]. Kanserli hiicrelerin seker kaynaklarina olan zaafindan
yararlanilarak nano tasityictmizin daha kolaylikla hiicre icine alinmasi i¢in nano
tastyicimiz glikoz ve friiktoz tlirevi ile kaplanacaktir. Hiicre i¢ine madde alimi
yolaklarinin gerekli inhibitdrler ile inhibe edilmesi sonucu nano tastyicinin kanserli
hiicrelere  giris olaylar1 incelenecektir. Nano tasiyimiz, FITC etiket ile
etiketleneceginden floresan mikroskopu ile takibi yapilabilecektir. Hiicrenin madde
aligverisi Klatrin aracilikli endositoz, klatrinden bagimsiz endositoz, makropinositoz
ve fagositoz olarak 4 ana baslikta olmaktadir [10]. Bunlardan klatrin bagimli
endositoz da kendi iginde 3 g¢eside ayrilmaktadir. Bunlar vakuol, vezikiil ve
Klatrin’dir. Vakuol; bazi protistlerde, hayvansal ve bakteriyal hiicrelerde, fungal
hiicrelerde ve tiim bitki hiicrelerinde bulunan membran bagli organeldir [11]. Klatrin,
Klatrin kapli ¢ukurlarda toparlanan proteinlerdir ve 3 agir 3 hafif zincir olmak iizere
toplam 6 zincirden olusur (64). Vezikiil, lipid tabakanin kaplamis oldugu akigskan
maddenin olusturdugu keseciktir ve disar1 atim ve hiicre igine giris gibi yollarda
dogal olarak olusabildigi gibi, laboratuvar ortaminda da olusturulabilir. Laboratuvar

ortaminda olusturulan bu yapilara da lipozom denmektedir.



2.1.  Nano Tasiyici Sistemler

Tastyic1 sistemlerin  hazirlanmasinda bitkiler ve hayvanlarda bulunan dogal
polimerler ya da sentetik polimerler kullanilmaktadir. Dogal polimerler protein ya da
polisakkaritlerdir ve c¢ogunlugu hidrofilik yani suyu seven oOzelliktedirler. Suda
¢Oziinmeyen bir ag olusturmak, capraz baglanma yapilarak olusturulabilir. Bu ¢apraz
baglanmanin derecesine bagli olarak ilacin salim o&zellikleri degismektedir.
Kullanilacak polimerler, “akilli polimerler” yani bir uyariya cevap verebilen
polimerler, yapay olarak olusturulmus sentetik polimerler, biyopargalanir polimerler
ve dogal polimerler olarak cesitlendirilebilir. Akilli polimerlerin kullanimi, hastaligin
oldugu bolgenin kimyasal yapisi, sicakligi, asit seviyesi yani pH’1 gibi 6zelliklerden
yola cikilarak hedefli tedavi alaninda kullanilabilir. Boylelikle tasarlanan polimer,
istenilen bolgenin 6zelliklerine tepki verecek, bu vesile ile de tasidigi ilact o bolgeye
salacaktir. Nano tagiyict kullanilarak tedavi, kemoterapi gibi viicudun tamamini
etkilemek yerine sadece hedeflenen bdlgeyi etkileyecektir. Bu bize kemoterapinin
hastalikli bolgelere etkisinin diginda kalan kimyasallarin viicuda verecegi zarari en
aza indirmemize vesile olacaktir. Ilag tasiyici sistemlerde geleneksel ydntemler
yerine nano partikiil kullanim1 birgok agidan daha istiinliik saglamaktadir. En 6nemli
istiinliiklerden biri de ilag tasiyici sistem olarak kullanilan nano partikiillerin
boyutlarinin istenilen oranda ayarlanabilir olmasidir ki ilag tasiyici sistemlerde
partikiillerin boyutlar1 bayagi onemlidir. Bu boyut, kan damarlarindan kolaylikla
sizmayacak kadar biiylik, fagositik sistemlerden kacabilecek kadar da kiiciik
olmalidirlar [12]. Eger yeteri kadar kiigiik olmazlarsa kan damarlarini tikayarak kan
dolagimini bozarak sisteme zarar verebilir. Olmasi1 gerekenden kiigiik olurlar ise de
fagositik elemanlar tarafindan fagosite edilerek sistemden atilir. Partikiil
biiyiikliigiindeki farklilik, tasiyict sistemlerin viicutta farkli organ ve dokularda
birikmesine neden olmaktadir [13]. Ayrica kanser hiicreleri, ¢ok hizh
bliylimelerinden dolay1 kanserli bolgelerdeki kan damarlarimin dengesizce yeniden
sekillenmesine ya da yeni damarlanmalar olugsmasina gerek duyarlar. Bu dengesizce
anjiyojenik diizenleyicilerin sonucu olarak tiimdér damarlarinin karisik sekillenmesi
ve ara baglantilarin biiylimesi gergeklesir ve bu olay Enhanced Permeability and
Retention (EPR) yani giiglendirilmis gegirgenlik ve alikonum etkisi olarak
adlandirilir [20]. Kanser terapisinde de ulasilmak istenilen amag en az yan etki ile en

fazla ilag etkin maddesini hedefli bolgeye ulastirmak oldugundan, uygun sekilde



tasarlanmig nano tasiyicilarin bu etki sayesinde kanserli bolgelere gegisi saglanabilir.

Sekil 2.1 de gosterildigi {izere nano tasiyict sistemler tasarlanmasina ve kullanim

alanlarina gore farkli boyutlara sahip olabilirler.
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2.1.1. Nano kiireler

Nano kiire tagiyict sistemlerini olusturan matriksler polimerik bir matrikstir ve
goriiniim olarak ipten olugsmus bir yumaga benzemektedirler. Bu sistemde ilaglar
kiire icerisinde farkli sekillerde bulunabilmektedir. Bu bulunma sekilleri kiire igine
dagilmis ya da ylizeye adsorbe yani yiizeyine yapismis sekildedir. Nano kiireler,

yapilmas1 bakimindan farkli c¢esitlere sahiptir. Polimerik nano kiireler, dogal




polimerlerden olusan nano kiireler, sentetik polimerlerden hazirlanmis nano kiireler
bu cesitlere ornektir. Dogal polimerlerden hazirlanan nano kiirelerde kullanilan
maddeler, genellikle protein bazli veyahut polisakkarittir. Alblimin, jelatin, agaroz,
dekstran, siklodekstrin gibi maddeler kullanilarak hazirlanan bu nano kiireler,
genellikle biyopargalanir ve yliksek seviyede biyouyumlu olduklari ve ayrica toksik
olmamalari, nano kiirelere oldukca tistiinliik saglamaktadir. Ancak nano kiireler
hakkindaki az sayida sikintilarindan bazilari, kendi i¢inde fazla cesitlilige sahip
olmas1 ve bazi1 polimerlerin, tagimasi i¢in verilen ilaglar ile ¢capraz bag yapmalaridir
[15]. Sentetik polimerler kullanilarak hazirlanan nano kiirelerde kullanilan sentetik
polimerler,  biyoparcalanabilir = sentetik  polimerlerdir.  Biyopar¢alanmayan
polimerlerle hazirlananlar olsa da biyouyumluluk miktarinin fazla olmasi ve
sitotoksik etkilerinin yeterince az olmasi biyoparcalanabilir polimerleri tercih
sebebidir. PLA, PLGA ve poli-e-kaprolakton (PCL), FDA onayli olup tibbi anlamda
siklikla tercih edilen polimerler, nano kiirelerin bu alt sinifina dahil olmaktadirlar

[15, 16].

2.1.2. Dendrimerler

Dendrimer yapilar, kendisini olusturan monomerlerin birbirlerini tekrarlamasi ve bu
monomerlerin basamak halinde birbirlerine eklenmeleriyle olugur. Polimer linear
cekirdek kisminda veyahut kiiclik molekiil etrafinda dallanan kisimlar barindiran ve
neredeyse monodispers yap1 gosteren makro yapilardir [17]. Ayrica monomerler, i¢
kisimdan yani merkezden ylizey kisma dogru eklenirler. Simetrik dallanma yapisi
gosteren, dendrimerler; dallar, c¢ekirdek ve reaktif ve fonksiyonel gruplar olmak
tizere Ui¢ gruptan olusur. Dendrimerler, sentezlenme bakimindan bakilinca hem
molekiiler hem de polimerik kimyada yer alir. Kendini tekrar eden monomerlerin bir
araya gelmesinden dolayi polimerik kimya da degerlendirilmesine ragmen adim adim
kontrol edilmesi bakimindan da molekiiler kimyaya da dokunmaktadir [17].
Dendrimerlerin sentezlenmesinde izlenilen iki 6nemli yontem vardir. Bunlar; iraksak
yontem ve yakinsak yontemdir. Iraksak yontemde iiretim islemi ¢ekirdek kismindan
baslar ve adim adim dallanmalar yerlestirilir. Yakinsak yaklasiminda ise digerinin
tam tersi yol izlenir. Sentez bittiginde dallanmalarin olmasini istenilen sekilde
olusturacak yapi taslarini disaridan birlestirerek g¢ekirdege ulasilir [17]. Dendrimer
yapilarin, insan yapisi iizerinde kullanilmasina dair pek bilgi bulunmamasina karsin

birgok sagladigi yarar bulunmaktadir. Bu yararlardan bazilari; stabiliteleri, istege



gore islevsellestirilebilmesi, ila¢ yiikleme kapasitelerinin yiiksek olmasidir. Ayrica
dendrimer yapilar proteinlerin kiiresel sekillerde olanlarina benzerlikleri, onlar1 tercih
edilebilir olmasindaki etkenler igerisinde yer almaktadir. Ayrica bunlara ilaveten
farmakokinetik Ozellikleri agisindan degerlendirilmesi dendrimerlerin uygulanmasi
bakimindan 6nemli rol oynar. Farmakokinetik agidan bakildiginda ilag tasimasi,
fotodinamik terapi, nétron yakalama terapisi gibi alanlari igerebilir. Bu 6zelliklerin
yaninda elektrostatik etkilesimleri dendrimerleri daha da ilgi ¢ekici hale getirebilir.
Fazla uclara sahip olmasi ve her bir ucun farkli sekilde yliklenebilmesi
dendrimerlerin baska maddelerle etkilesimini de etkileyecektir [17]. Ayrica Roberts
ve arkadaglarinin PAMAM yani Poliamidoamin dendrimerleri {izerinde yaptigi
calismalarda, sadece jenerasyon dendrimerlerde ve maddenin yiiksek
konsantrasyonlarinda sikintilar gézlemlemislerdir [18]. Buna karsi yapilan bagka
calismada PAMAM dendrimerlerinin yiizey modifikasyonlar1 ile daha da
gelistirilebilecegi ve boylelikle dendrimerlerin sitotoksitesinde kayda deger
azalmalar gergeklestigi bildirilmistir [19]. Dendrimerlerin uygulama alanlarinin
belirlenmesi, onlarin fonksiyonel gruplarinin veyahut dallar1 arasindaki bogluklarin
yapisina goredir. Ornegin tasidiklar1 pozitif yiikler sebebiyle DNA molekiilleriyle
fiziksel olarak uyumlu olmalarindan ve yapisi geregi peptit ve proteinler gibi
yasamsal 6dnemli molekiillere benzemelerinden dolayr PAMAM’lar, gen tasimasinda
kullanilma potansiyeline sahiptirler. Dendrimerler, ila¢ tasiyici sistemler olarak
kullanildiginda ilag ile dendrimer etkilesiminde {i¢ farkli yaklasim vardir. Birinci
olarak, ila¢ etki yerinde serbestleserek etkinlesmesi amaciyla dendrimerin ylizeyine
kovalent olarak baglanarak inaktif duruma getirilir. ikinci olarak ilag maddesi,
dendrimerin yiizey gruplart ile iyonik olarak bag kurar. Ucgiincii olarak ise
dendrimerler, ilag molekiillerini icerisine alarak igerisinde hapseder ve bir
molekiilmiisgesine hareket eder kompleks bir yapi1 olustururlar [5]. Yiiksek aktiviteye
sahip biyolojik bilesikler i¢in hidrofobik yani suyu sevmeyen enkapsiilasyon ile
tastyan dendrimerler digerlerine gére daha yiiksek potansiyele sahip tasiyicilardir.
Bunlarin yani sira dednrimerleri énemli ve kullanislt kilan 6zelliklerden biri de
kiiresel proteinleri taklitgilik Ozelligidir. Bu ozelliklerini de baska biyomimetik
ozellikleri, elektroporetik ve boyutsal uzunluk yelpazesine bor¢ludur. Bundan dolay1
yapay proteinler olarak da isimlendirilirler [20]. Ayrica PAMAM ailesi sitokrom,
hemoglobin ve insiiline olduk¢a benzemektedir [20]. Sadece PAMAM dendrimeri

degil genel anlamda dendrimerler birgok farkli alanda kullanilmaktadir.
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Sekil 2.3: Dednrimer yapisi [21].
2.1.3. Miseller

Miseller, biyouyumlulukta gosterdigi milkemmellik ve partikiil boyutunun
kiigiikliigii ile onem seviyesini oldukca arttirmigtir. Ayrica kan dolasiminda uzun
stire kalabilen bu nano boyuttaki tasima sistemleri, lipozomlarda oldugu gibi
cekirdek ve kabuk kisimdan olusmaktadir. Ancak lipozomda cift katman varken
miselde tek katman vardir. Miseller, ortamin degisen degerlerinden dolay1 ortamdaki
amfifilik yapiya sahip tasiyict maddelerin toparlanarak bir yap1 olusturmasi sonucu
meydana gelir. 5-100 nm boyut araliginda olan miseller, hidrofobik i¢ kisim ve
hidrofilik dis kisimdan olusur. Dis kisim, hidrofilik 6zelliginden dolayr sulu
ortamlarda ¢6ziinebilme 6zelligi saglarken, hidrofobik i¢ kisimlar ise hidrofob ilaglar
icin bir korunma alam1 ve depo gorevi gormektedir [22, 23]. Kritik misel
konsantrasyonu (CMC), misellerin olusumunda ve kararli stabilite tayini igin
kullanilan ana parametredir. CMC noktasinda, misellerin kendiliginden olustugu
stirfaktan konsantrasyonudur [24]. Siirfaktant maddeler yiizey gerilimini azaltmakta
onemli rol oynarlar. Boylelikle ila¢ maddeleri ortama daha kolaylikla verilebilir ve
miseller ilact igerisine alabilirler. Bu konsantrasyondan sonra ortama verilen
amfifilik maddeler misel olusumu igin birleserek sistemin yiizey gerilimini
disiiriirler. Misellerin ¢esit olarak tercihinde CMC 6nemli bir rol oynar. CMC degeri

yiikksek miseller, daha diigiik degere sahip misellere nazaran kanda daha ¢abuk



sekilde birimlerine ayrilir ve istenmeyen yerlerde ¢okelek olusturarak emboli riski
olustururlar. Ancak CMC degeri diigiik miseller daha fazla kan miktarinda
¢oziilmektedirler. Boylelikle kanda daha uzun siireli stabil kalabilmektedirler [24,
25]. Miseller olusturulurken dikkat edilmesi gereken bazi konular vardir. Viicut
savunmasinda rol oynayan Retikiilloendotelyal Sistem (RES) tarafindan
yakalanmayacak ve hiicrelere giris yapabilecek kadar kiiclik boyutlara sahip
olmalidirlar. CMC degeri diisiik olan miseller tercih edilerek kan dolasiminda daha
uzun siire kalabilmeli ve yapisinin yavas yavas bozulmasi vesilesiyle ilact daha uzun

stirede gerekli bolgeye salmalidir [5].

Q&W‘ﬁ% ﬁ%&?’g

m m YAG

s f?%ﬁ‘“

Ters Misel(W/O) Normal Misel(O/W)

Sekil 2.4: Misel yapisi [26].

2.1.4. Polimerik Miseller

Polimerik misellerin tanimim1  yapmadan Once, blok kopolimerin bilinmesi
gerekmektedir. Blok kopolimer, su ortaminda kendiliginden toparlanarak misel
yapisini olusturmaktadirlar. Polimerik miseller ise, boyutlar1 20 ile 50 nm arasinda
degisen caplara sahip yiizlerce kopolimerlerden meydana gelirler. Normal misellerde
de oldugu iizere polimerik misellerde de dis taraf hidrofilik kabuktan ve i¢ kisim da
hidrofilik kistmdan olusmaktadir [27, 28]. Boyutlarindan dolayr emboli riski azdir,
dis tarafinda bulunan hidrofilik yapidan dolay1 icerisinde tasidigi suda ¢oziiniirliigii
pek iyi olmayan ilaglarin biyoyararlanimini arttirirlar. Ayrica hedefli tedavi
anlaminda kabuk kismina, oOzellestirilmis ligantlar eklenerek istenilen bolgeye
hedefleme yapilabilir [5]. Polimerik miseller konvansiyonel, poliiyon kompleks ve
kovalen olmayan miseller olmak {izere ii¢ ¢esittir. Konvansiyonel misellerin i¢

kisinda bulunan ¢ekirdek kisim ile sulu ortamla temas halinde bulunan kabuk kismi1
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arasinda bulunan baglar hidrofobik baglardir [27, 29]. Zit elektriksel yiiklere sahip
olan polielektrolitlerin arasindaki elektrostatik etkiler vesilesiyle olusan misellere
poliiyon kompleks miselleri denir. Bu misellerin, ortama zit yiiklere sahip
polimerlerin ortama eklenmesi sonucu polimerlerin kabuk kisma niifuz ederek kabuk
kismint olusturmasi sonucu olusan baglardir [27, 29]. Nonkovalen yani kovalen
olmayan miseller ise destek¢i ya da itici gii¢c olarak hidrojen bagini kullanilarak
homopolimer, oligomer ya da rastgele polimerlerin kendi kendilerine toplanmasiyla

olusurlar.

2.15. PLGA

PLGA agilim olarak Poly lactic-co-glycolic Acid’i temsil etmektedir ve poly lactic
acid (PLA) ile poly glycolic acid (PGA) polimerlerinin birlesmesi sonucu meydana
gelir. Dolayisiyla kendisini olusturan polimerler hakkindaki bilgiler kendisinin
anlasilmasina yardimci olacaktir. PLA ag¢isindan bakildiginda, yapisinda asimetrik a-
C atomu vardir ve D veya L formlarinda bulunabilmektedir [30, 31]. Yani
enantiyomer olarak PLDA ve PLLA olarak bulunabilirler. Yapisinda diizensiz olarak
bulunan polimer zincirlerinden dolay1r PLLA olarak yiiksek kristalik form ve PLDA
olarak amorf formda bulunabilmektedir [30]. Ote yandan PGA tarafindan bakilirsa,
yapisinda metil yan gruplarina sahip degildir. Boylelikle PLA’ya kiyasla yiliksek
kristalik yap1 gosterir. PLGA, sekil ve boyut anlaminda bir¢ok farkli tiirevde
olusturulabilir. Hidrofobik 6zellige sahiptir ve yapisindaki ester baglariin hidrolize
ugramasi sonucu biyo¢oziinirdiir [30]. Bunun yani sira genel ¢oziicii ailesinde
bulunan genis yelpazedeki bircok ¢oziicliye rahatlikla ¢ozlinebilmesi biiylik kolaylik
ve yarar saglamaktadir. Toksisite anlaminda ilimandir ve oldukga giivenlidir [30].
Viicutta hidroliz islemine maruz kalarak kendisini olusturan laktik asit ve glikolik
asit monomerlerine ayrisirlar ve bu monomerler, Krebs dongiisii ile karbondioksit ve
suya dontstiiriiliir [4, 31]. Dolayisiyla viicuttaki toksisite bakimindan yiiksek tehlike
icermez ve FDA tarafindan kullanim onaylidir [31]. Bu 6zelliklere ek olarak, hiicre
icine giris olaylarinda maddenin sahip oldugu yiik, girise etkili olan baska
etkenlerden biridir. Madde katyonik ise alimda daha tercih edilebilir olmaktadir ve
PLGA yapisinda negatif yiiklii elemanlara sahiptir. Ancak PEGilasyon veya chitosan
kaplama gibi farkli yontemler kullanilarak PLGA nin yiik degisimi yapilabilmektedir
[31, 32].
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2.16. PEG

Poly-ethylene glycol (PEG), polieter grubuna ait olup olduk¢a biyouyumlu bir
maddedir. Anyonik polimerizasyon mekanizmasiyla etilen oksid’in bir araya
gelmesiyle meydana gelmistir [33].  Ayrica sulu soliisyonlarda ve organik
¢oziiciilerde oldukga ¢oziiniir yapiya sahiptir. Bu 6zellikler, PEG’in biyouyumlu ve
islenebilir 6zelliklerine destek olmaktadir. Molekiiler agirliginin az olmasi ve
toksisite seviyesinin diisiik olmasi, PEG’in popiiler seceneklerden biri haline
getirmistir [34]. Hidrofilik yapiya sahiptir. Yapisinda etilen oksid gibi baz1 toksik
maddeler ihtiva ettiginden potansiyel toksisite icermektedir. Baska tasiyici
sistemlerle baglanabilirler. Eger protein veya peptitlerle baglanarak yiiksek dozajda
verilirse renal tubular ephitelial vakulasyona neden olabilmektedirler [35]. Farkli
molekiiler agirliklarina sahip formlarda {iiretilebilmektedir. Ayrica geometrik yap1
olarak da Y sekilli, ¢ok kollu, ¢izgisel gibi farkli sekillerde de sentezlenebilmektedir
[18]. Birgok teropatik maddenin PEG ile kaplanmasi, canli yapisinin igerisinde
gecirdigi zamanin uzatilmasinda ve in vivo olarak potansiyellerinin arttirilmasina
vesile olur. Ayrica PEG’in bu kadar tercih edilebilir olmasi, sahip oldugu hidrofilite,
kan bilesenleriyle temasa girmesinin diisiik olmasi ki boylelikle immiin sistemi
uyarmaz ve yiksek seviyede biyouyumlu olmasidir [36]. Kristalite seviyesi,
yapisinda bulunan capraz baglanmalarin kontrolii ile ayarlanabilmektedir [37].
Toksik anlamda FDA onay1 almis oldugundan kullanilmasi pek sikint1 yaratmaz [37].
PEG’in zincir uzunlugu, kaplanildig: tasiyict ya da maddenin hiicre i¢ine girisinde
etkilidir [38]. Ayrica PEG tasiyict maddesinin tercih edilme nedenleri olarak,
kokusuz olmasi toksik etkisi olmayan ve insana zararl etki bulundurmamasi ve en

onemlilerinden biri olan suda ¢6ziinebilir olmas1 gosterilir [39-41].

2.1.7. Nano Kristaller

Son zamanlardaki ¢aligmalara ve gelistirilen goriintiileme metotlariyla bakildiginda
az ¢Ozilinebilen ilaclar artmis bulunmaktadir. Suda az ¢6ziiniirliik, ilaglarin viicuttaki
biyoyararlanimi1 ile dogrudan alakalidir ki yararlanimin artmasi igin suda
¢cOziinmesinin artmast gerekmektedir. Cesitli yollarla ilaglar ¢oziinebilir hale
getirilebilir olsa da ilaglarin bazi 0Ozelliklerinden dolayr bu metotlar sinirhdir.
Bunlarin yani sira stirfaktant gibi maddeler de eklenebilir ve ¢dziinme oram

arttirilabilir ancak bu da bazen yan etkilerin artmasma sebep olabilmektedir. ilag
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tozlarmin mikrometre seviyesine kiigiiltiilerek yiizey alanimin arttirilmasi ve
boylelikle ¢oziinmesi saglanmasi uygulanabilse de biyofarmasotik spesifikasyon sinif
2 de yer alan ilaglarin ¢oziinmesinde ¢ok etkili degildir. Bu yiizden mikrometre
yerine nanometre boyutu tercih edilmektedir. 90’11 yillarda Elan Nano sistemler
firmasi, mikro kristaller yerine nano kristalleri biyoyararlanimi arttirmak ve
intravendz veya akcigerle ilgili ila¢ tasima da kullanim amaciyla yaymaya basladi.
Bunlarin disinda mikrometre boyutunda caligmalar ile nanometre boyutunda
caligmalar karsilastirildiginda nanometrik boyutlara inildiginde boyut bir hayli
kiigiileceginden temas edilen yilizey alani da artmis olacaktir. Yiizey alani ile
¢oziinme hizi arasindaki iligki Noyes-Whitney denklemiyle ele alindiginda, ters
orant1 ¢iktig1 anlagilmaktadir. Yani yiizey alani azaldik¢a ¢éziinme hizi artmaktadir
[41]. Kitapsal bilgilere bakildig1 zaman Cg’in ¢oziiniirligi, ¢oziicii ortam, sicaklik ve
bilesenlere baghidir. Bu olay giinlik zamanda kullandigimiz toz haline getirilmis
tozlar igindir ki bu tozlar mikro boyut yelpazesi i¢erisindedir. Ancak anlatildig1 gibi,
mikro boyuttan nano boyut seviyesine inildiginde yani 1-2 mikrometrenin altina
inildigi zaman doymus c¢oziiniirlik par¢acik boyutunun da bir fonksiyonu
oldugundan nano kristallerin ¢oziiniirliigii artmaktadir [41]. Bunu formiilasyon olarak
gostermeye calisirsak Sw=6/p d olacaktir. Burada Sw spesifik yiizey alani, p
partikiillerin gercek yogunlugunu ve d ise partikiillerin ¢apini simegelemektedir.
Nano kristaller, kullanilan diger formiilasyonlarla karsilastirildiginda pek c¢ok
uistiinliiklere sahiptir. Bu {stiinliiklerden en 6ne ¢ikanlardan biri yiizey alaninin ¢ok
daha kiiciik olmasindan dolayr c¢oziiniirligliniin yiiksek olmas1 digerinin de
coziinlirliige bagli olarak biyoyararlanim bakimindan ¢ok daha iyi olmasidir.
Biyoyaralanimin arttirilmas: kullanilacak ilacin dozunu azaltmamiza olanak saglar.
Boylelikle viicuttan atilacak maddeler azalacaktir. Nano kristal forlmiilasyonu
kullanilarak hazirlanildiginda etkin madde, etkisini ¢ok daha hizli sekilde
gosterebilecektir. Sterilizasyon bakimindan termal, 1sin gibi farkli sterilizasyon
teknikleri kullanilarak steril hale getirilebilen nano kristaller, oral yolun disindan da
pulmoner ve parenteral gibi farkli yollarla alinmasi i¢in hazirlanabilmektedir [5].
Ayrica kullanom bakimindan ilag nano kristallerinin genellikle gilivenli seviyede

oldugu ve verilen canlinin nanokristali iyi tolere edebildigi bildirilmistir [42].
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2.1.8. Nano Tiipler

Karbon nano tiipler, yapisal olarak silindirik olan ve karbon plakalarinin
yuvarlanmasindan olusturulurlar. Ayrica proteinler, ilag, niikleik asit gibi farkl
maddelerle farkli islevsel hale getirilebilirler. Bu sekilde terapotik molekiillerin
tasinmasinda kullanilabilirler. Karbon nano tiipler tek duvarl, ¢ift duvarli ve ¢ok
duvarl olarak ti¢ farkli formda bulunabilmektedirler. Tek duvarli karbon nano tiipler,
tek tabaka karbonun yuvarlanmasi sonucu elde edilir ve tekli grafen tabakadan olusur
[43]. Adlarindan da anlasilabilecegi {izere iki duvarli ve ¢ok duvarli olan karbon
nano tiipler, iki veyahut ¢ok daha fazlasindan meydana gelir. Farkli maddelerle
islevsel hale getirilen nano tiipler, antibiyotik ile bagli hale getirilerek viicuda
verilebilir. Bunun yararlar1 herhangi bir toksik etki gostermeden ve kolaylikla
memeli hiicresi tarafindan alinabilmesidir [44]. Bunun yan1 sira DNA ve protein biyo
sensorleri yapiminda kullanilabilmektedir. Nano tiiplerin bir diger yarar1 ise hiicre
membranlarindan daha fazla gegme egilimleridir [45]. Nano tiip basliginin altinda
sadece karbon nano tiip degil ayrica nano lifler ve nano kafesler de bulunmaktadir.
Karbon disinda titanyum nitrit, titanyum dioksit, alminyum oksit gibi farkli maddeler
kullanilarak olusturulan nano lifler, tipta ve yapay organ liretiminde destek materyali
olarak tercih edilmektedirler. Nanokafesler ise inorganik maddeler kullanilarak
yapilmis olup pordz ve bos altin nano pargaciklarindan hazirlanmigtir. 10 ile 100 nm
arasinda degisen boyutlara sahiptirler. Toksisite bakimindan hiicre kiiltiirii ve in vivo
caligmalar1 yapildiginda, eger karbon nano tiipler diizgiin ve uygun sekilde

fonksiyonel héle getirilirse agikca bir toksik olaya rastlanmayacagini belirtmistir
[46].

2.1.9. Nano Emiilsiyonlar

Emiilsiyonlar, yag ve su gibi birbirleriyle ortak yere konulsa da birbirlerinde
¢oziilmeyen yapilardir. Su ve yag fazlarmin yiizey etkin ve/veya yardimer yilizey
etkin maddelerinin varliginda olusan yapilardir. Nano emiilsiyon yapilarinda olusan
yag ve su fazli ortamda dagilan fazin nanometre boyutunda damlalar halinde
bulunur. Adindan da anlagilacagi iizere damla boyutlar1 1.000 nm’nin altinda
boyutlara sahiptir [47]. Her ne kadar 1.000 nm’nin altinda bir boyuta sahip denilse de
literatiir taramasi yapildiginda bilim camiasi tarafindan kabul edilebilir boyutlara

sahip degildirler. Buna ragmen damla boyutu olarak 20-200 nm arasindaki boyutlar
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kabul edilebilir boyutlardir [48]. Damla boyutlar1 agisindan bakildiginda goriilen
benzerlik, nano emiilsiyonlar ile mikro emiilsiyonlar terimlerinin birbirleri yerine
kullanilabildigi goriilmektedir. Her ne kadar adlandirilmasinda ‘mikro’ ifadesi gegse
de mikro emiilsiyonlar da nano boyutlarda olabilmektedir [49]. Bu terimlerin
birbirleri yerine kullanilsa da birbirleri arasinda onemli farkliliklar vardir. Nano
emiilsiyonlar i¢in, seyreltme, pH ve sicaklik meseleleri etkili degildirler. Bu
etkilenmeme nano emiilsiyonlarin 6zellikle damar igine uygulanmalarinda 6nemli
destek saglamaktadir. Nano emiilsiyon damlalari, fizyolojik ortamlarin degisen pH
ve sicaklik gibi etkilerinden etkilenmeyerek ve damarlarda seyrelmesine karsin
biitiinliiklerini korurlar. Bu da hedefli ila¢ tasinmasi agisindan 6nemlidir. Ancak her
ne kadar avantajli bir tasiyici sistem olsa da, faz ayrigsmalari goriinmesi dolayisiyla
stabilite bakimindan sikinti arz etmektedirler [19, 48]. Stabilite bakimindan
dezavantajli olsa da nano emiilsiyon damlalarinin boyutlar1 dolayisiyla sterilizasyon
filtrelerinden kolaylikla gecebilir ve steril hale getirilebilir. Seffaf veyahut yar1 seffaf
cesitliliklerinde olmalar1 bakimindan estetik bir yap1 kazanmaktadirlar. Ayrica krem,
koptik gibi farkli farli sekillerde sunulabilmektedirler. Mikro emiilsiyonlarla
karsilastirildiginda hazirlanma asamasinda ¢ok daha az miktarda ylizey aktif madde
gerektirmektedirler. Cok genis bir yilizey alanina sahip olmalart nano emiilsiyonlarin

tasidig ilac etkin maddelerin emilim oranini arttirmaktadir.

2.1.10. Nano Jeller

Nano jeller, belirli polianyonlarin katyonik polimerlerle baglanmasi veyahut ¢apraz
bag kurmasi ile olusan polimerik yapili tasiyici sistemlerdir. Sisme 6zelligi olan agsi
yapiya sahip bu tastyict sistemler, molekiiller arasinda fiziksel ya da kimyasal bag
olusturur. Boylelikle biyolojik yapilarin i¢inde ¢oziinmeden kendi kuru agirliklarinin
yaklasik %10-20 kadarindan fazla miktarda su emebilen suyu seven yani hidrofilik
yapilar meydana gelir. Nano jel tasiyici sistemlerinin en énem arz eden Ozellikleri
sisme Ozellikleridir. pH, sicaklik, yapilari, polimerik kimyasal yapist gibi yapisal ve
cevresel etkenler, nano jellerin sisme ozelligine etki etmektedirler. Sadece sisme
ozelliginden dolayr degil, ayn1 zamanda ilag tasima kapasitesi ve stabilitesi
bakimindan da tercih sebebidir [50]. Diger sistemlerde oldugu gibi nano jeller de
dezavantajlara sahiptir. Ancak ¢okmesi, birbirlerine yapisarak agregat olusturmalari
gibi dezavantajlar, nanojel siispansiyonu igerisinde PEG gibi suyu seven maddeler

kullanilmasi gibi yontemler ile giderilebilmektedir [5]. Ayrica bu polimerik yapilar,
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ilag-nano jel yapisinin etrafini sararak partikiiliin etrafinda koruyucu bir tabaka
olusturmaktadirlar. Boylelikle faz ayrigmasinin Oniine ge¢ilmektedir. Nano jeller,
boyutlar1 sebebiyle hiicre igerisine alinabilmekte ve hiicre i¢i ilag salinimi
yapabilmektedirler. Ila¢c etkin maddeleri, dis mekanizmanin etkilerine kars
korunabilmektedirler. Yapisina ligantlar yani kovalent bagli yapilar eklenerek hedefli
ilag tasima sistemleri olarak kullanilabilmektedirler. Bunlarin yani sira taginmalari

istenilen ilaglarin kan beyin bariyerini agsmalarini kolaylastirabilmektedirler [51].
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Sekil 2.5: Nano jel [52].
2.1.11. Niozomlar

Niozomlar, yapisinda bulunan fosfolipitlerin pahali olmasi, oksidasyon gibi kimyasal
stabilite acisindan problemlere sahip olmalari, etkin maddelerin sizmasi gibi
olaylarin yani sira fosfolipazlara ve safra tuzlarina karsi dayaniksiz olmalarindan
dolayr oral yolla uygulanmada ¢ikan sikintilara sahip olan lipozomlara alternatif
olarak gelistirilmistir [53, 54]. Niozomlar, iyonik olmayan yiizey etkin maddelerin
sulu ortamlarda kapal ¢ift tabakali olarak meydana getirdigi nanometrik yapilardir
[55]. Tanimda ¢ift tabakali olarak anlatilmis olsa da hazirlanma sekline gore tek
tabakali ve c¢ok tabakali olarak olabilirler. Hidrofilik, hidrofobik yani lipofilik ve
amfifilik ozelliklere sahip ¢esitli etken maddeleri tagiyabilmektedir. Hazirlanma
asamasinda diisiik sicaklik gibi 6zel kosullara ihtiyag duymamasi ve kimyasal olarak
stabil olmasi tercih edilmesinde etkendir. Biyouyumlu ve biyopargalanir olmalarinin

yaninda nantoksiktirler. Hazirlanmasinda ¢ok sayida noniyonik yiizey etkin madde
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secenegine sahip olmalari, endiistriyel anlamda {iretim agisindan uygundur. Her ne
kadar boyle avantajlara sahip olsa da niozomlarin sulu siispansiyonlarinda raf
Omiirlerinin siirlt olmalarina neden olacak agregasyonlar ve tutulan etkin maddenin
sizmasi ve hidrolize ugramasi dezavantajlar1 olabilir. Ayrica ¢ok tabakali
niozomlarin sonikasyon gibi hazirlama yontemleri zaman alicidir ve &zel aletlere
ihtiya¢ duyulabilir. Niozomlarin hazirlanmasi i¢in etkin maddenin olmasinin yaninda
sulu ortaminda olmasi gerekmektedir. Bu sulu ortammn pH degeri, niozomun

igerisinde tutulacak maddenin ¢dziiniirliigiine baglidir.

2.1.12. Lipozomlar

Lipozomlar, temel bilesen olarak fosfolipitlerden olusan cift tabaka lipit ve bu iki
tabaka arasinda sulu faza sahip kapali yapilardir. Lipozomlarin O6nemli
ozelliklerinden biri amfifilik yapilardir. Bunun nedeni yapisini olusturan
fosfolipitlerin hem suyu seven hidrofilik bas kisimlarimin olmasi hem de suyu
sevmeyen diger deyisle hidrofobik ug¢ kisimlara sahiptir. Hidrofobik kisimlar,
lipofilik yani yag1 seven ya da yagda c¢oziinen kisimlar olarak karsimiza g¢ikabilir.
Kuyruk kisim yani u¢ kisim agil zincir, tekli bagdan baska bag barindirmiyor ise
doymus fosfolipit, eger yapisinda en az bir adet ¢ift bag bulunduruyorsa, bu fosfolipit
doymamig fosfolipit olarak adlandirilmaktadir. Lipozomlarin hazirlanmasinda
kimyasal ac¢idan daha dengeli olmasindan otiirii doymus fosfolipitler tercih
edilmektedirler [56]. Ayrica lipozomlar, nanometreden mikrometre boyutuna kadar
farkli farkli boyutlarda hazirlanabilmesine karsin, nanometre boyutundaki lipozomlar
artmis biyoyararlanim ve hedeflendirilebilme gibi 6zelliklerinden dolayr mikrometre
boyutundakine goére daha tercih edilmektedirler. Bunlarin yani sira lipozomlarin
tercih sebepleri arasinda ¢ok iyi stabiliteye sahip olmasi, tiimorlii bolgelerde ytliksek
miktarda birikebilmesi, toksisite bakimindan giivenli olmasi gibi 6zellikler sayilabilir

[38].
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Yag asidi

@ Lipofilik ilaglar

M Hidrofillik ilaglar
Makromolekiiller

Sekil 2.6: Lipozom sekli.
2.1.13. Nano Siingerler

Genellikle topikal yani cilt {izerine siiriilerek tedavi edilmesi amacglanan uygulama
kolloidal ilag tastyici sistemlere dahildir. Nano siingerler, hastaya verilmek istenen
ilaglarin 6zelliklerini arttirmak amaciyla kullanilir ki bu 6zellikler ilaglarin sudaki
¢Oziinilirliglinii arttirmak, salinim siiresi uzun sistemler olusturulmasi, ilaglarin
parcalanma gibi etkilere karsi korunmasi, biyoyararlanimin arttirilmasi ve yan
etkilerin azaltilmasidir. Inorganik ve organik maddelerden hazirlanilan nano
stingerler, Ium altinda boyutlara sahiptirler. Nano siingerlerin tercih edilme
sebeplerinden en Onde geleni nano boyutlu gozeneklerinin olmasidir ki bu
gozenekler sayesinde hidrofobik ve hidrofilik maddeleri hapsetme 6zelligine sahip
olmaktadirlar. Nano siingerler, yapisina farkli molekiillerin katilmasiyla daha
elverisli ve daha yararli hale gelebilmekte ve toksik ve alerjik olmamasi, yan
etkilerinin azalmasi ve stabilitesinin artmasi gibi avantajlara sahip olabilmektedirler

[57, 58].
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Sekil 2.7: Nano siinger [59].

2.2. Hedefli Kanser Tedavisi

Hedefli kanser tedavi yontemleri, hali hazirda kullanilan kemoterapi gibi tekniklere
alternatif ve daha iyi bir yontem olarak gelismekte ve saglik alaninda yerini
almaktadir. Kemoterapide kanserli dokular1 yok etmek amagli viicuda verilecek
kimyasallar yan etkiler gosterebilir. Kemoterapi uygulanmasi ila¢ vasitasiyla
bliyliyen ve boliinme yetene8i gosteren hiicrelere karsi etki gosterip onlart
oldiirdiigiinden, saglikli hiicrelere de saldirip zarar verme olanag: yiiksek hale gelir
[31, 60]. Ureme ve sindirim sistemine etki edebildigi gibi kemik iligi gibi farkl
alanlara da zarar verebilmektedir. Diger 6nemli bir etkisi de bagisiklik sistemine de
etki edebilecegi i¢in viicut baska hastaliklara da agik hale gelebilmektedir. Bu ve
diger tedavi cesitlerinin yan etkileri sebebiyle tedavi ederken baska hastaliklara
sebep olabilecek tedaviler yerine daha aza zararli ve hedefe yonelik tedavi cesitleri
gelistirilmektedir. Bu yiizden hedefli kanser tedavi yontemleri 6nem kazanmaktadir.
Nanoteknoloji, kimya ve baska bir siirii alanlardan elde edilen tecriibeler ve bilgiler,
daha verimli kanser tedavileri gelistirilmesine ve saglikli bolgelere de zarar
verilmesine engel alinmada rol oynamaktadir [61]. Hedefli kanser tedavisi, igerisinde

bircok farkli metot barindirmaktadir. Kanserli hiicrelerin metabolik yasantilarim
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kendilerine karst kullanilmasina dayanarak, ilag etkin maddenin karbonhidrat gibi
maddelerle kaplanarak ortama verilmesi, monoklonal antikorlarla konjuge hale
getirilip ortama verilmesi gibi olabilecegi gibi, tezin 6nceki kisimlarinda anlatildig
gibi PEG ile kaplanan ila¢ maddeleri de ortama verilebilir [61]. Bunlarin disinda
kanserli hiicreler anjiyogenez yani damarlanma yapacagindan ilaglarin bu damarlara
verilerek kanserli hiicrelere ulasmasi da saglanabilir. Bunlarin disinda ilaglar 1s1ya ve
asitlik bazlik seviyesine duyarli nano tasiyicilar, PEG, antikor baglanmasi gibi
eklemeler yapilmis nano tasiyicilar gibi farkli 6zelliklere sahip nano tasiyicilar
kullanilarak hedeflenen bolgeye ulastirilabilirler [61]. Boylelikle kemoterapi veya
radyoterapi gibi farkli metotlarin gosterecegi yan etkilerden uzaklasilmig, nano
tastyicilar kullanilarak da kullanilan ilaglarin toksik etkileri daha az hale getirilebilir.
Ayrica, Beachy ve arkadaglarinin tartigmalarina gore kanserli hiicreler, kok hiicre
benzeri bir ana hiicreden koken almaktadirlar [62]. Hedefli kanser tedavisi
yontemleriyle bu koken alinan hiicreler hedeflenerek tedavi gelistirilebilir. Kanserli
hiicrelerin ihtiya¢c duydugu kan maddeleri, antianjiyogenik ajanlar vesilesiyle
yapilabilmektedir. Bu olay, monoklonal antikorlarin vaskiiler endotelyal biiyiime

faktorleri (VEGF) ne hedeflendirilmesiyle olmaktadir [62].

2.3. Hiicre i¢ine Giris Yolaklar

Nanoparcaciklarin sisteme verilmesinden sonra epitel doku ile olan etkilesiminin
anlasilmas1 6nem arz etmektedir ¢iinkii epitel doku viicuda giris i¢in bir kap1 vazifesi
gormektedir. Nano boyuttaki tastyicilarin kullanilmast da son zamanlarda 6nemli
miktarda artmaktadir. Nano boyuttaki maddelerin etkilesime girecek yiizey alam
daha genis olacagindan ve daha birgok Ozelliginden dolayr biyolojik bariyerleri
gecebilme ve tasidigi etkin maddeleri hedeflenen bélgede biriktirebilmesi, tercih
edilmesinde biiyiikk etkenlerdendir [63]. Nano tasiyicilarin 6nem kazanmasinda
karsin, hiicrenin maddeleri igerisine alma mekanizmalarinin bilinmesi gerekmektedir.
Boylelikle nano tastyicilar, hiicre igerisine giris mekanizmalarinin isleyis sekillerine
uygun olarak tasarlanabilir. Hiicre i¢ine giris derisimin farkina gore difiizyonla ya da
baz1 proteinler yardimiyla aktif tasima gibi yollarla ve yiiksek boyutlara sahip
maddelerin endositoz yolula alinmalar1 gibi yollarla hiicre igine alimabilmektedir.
Nano boyuttaki maddeler, bagirsak epitelyumu, pulmoner epitelyumu, makrofajlar ve

endotel hiicreleri gibi yollarla alinabilmektedir [10]. Endositoz, hiicre diginda
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bulunan maddelerin sitoplazmik membranindan kopan vezikiiller veya vakuollerle
icerisine aldig1 ve enerjinin harcandigi bir mekanizmadir [10]. Bu enerji harcanarak
hiicre igerisine alinma mekanizmasi kendi igerisinde fagositoz, pinositoz, kaveola

aracilikli veyahut klatrin aracilikli olmak tizere dort dala ayrilir [64, 65].

2.3.1. Fagositoz

Fagositoz, 500 ya da 750 nm boyutundan daha biiyiilk molekiilleri, makrofaj ve
notrofil gibi 6zellesmis yapilarin vesilesiyle lizozoma verilmesi olayidir ve c¢ok
hiicrelilerde fagosit adi verilen Ozellesmis hiicrelerde olur [10, 65, 66]. Kati
maddelerin alinmasinin disinda mikropsal patojenleri de igeri alinmasi gorevini
istlenmistir, boylelikle bir nevi savunma mekanizmasi olarak da is gormektedir [67].
Fagositler, ¢ok fazla ve farkli ¢esitlerde maddeler tanimasi gerekmektedir. Bu
tanimalar1, yapisinda sahip oldugu ayrik reseptorler vesilesiyle yapmaktadir. Bu
reseptorler opsonik ve opsonik olmayan reseptor olarak ikiye ayrilir ve her iki
reseptor ¢esidi de farkli sekilde tanima islemini gergeklestirir [67]. Opsonik olmayan
reseptorler, fagositik hedeflerin yiizeyinde bulunan molekiiler gruplardan tanima
yaparlarken, opsonik olan reseptorler, konak tarafindan tiiretilmis opsoninlerin
hedefe baglanmasi sonucu tanirlar. Tanima sonucu olusan sinyaller ile membran
tekrardan sekillenmeye baslar. Tekrardan sekillenmeye baslayan membran ile
taninan molekiil igeri alinmaya baslar [67]. Sonug olarak fagositoz, patojenlerinde
dahil oldugu ve belirli boyuttan biiyiik olan maddeleri hiicre igerisine alinmasinda rol
almaktadir. Boylelikle alinan maddeler gerekli yerlere gonderilerek sindirilir ve

savunma mekanizmasit olarak da kullanilabilir.

2.3.2. Pinositoz

Pinositoz ve fagositoz arasinda, disaridan alinan maddelerin lizozoma aktarilmasi ve
disaridan igeriye madde alinmasi i¢in membran diizeninin yeniden sekillenmesi gibi
baz1 ortak oOzellikler vardir. Ancak fagositoz kati maddelerin alinmasinda gorev
alirken, pinositoz ¢Oziinlir ve jelatinimsi maddelerin igeri alinmasinda gorev
yapmaktadir ve bu soliisyonumsu maddeleri membrana adsorbsiyunu veya akiskan
halde igeri alabilmektedir. Bunu yan1 sira fagositoz gibi bir uyaran almasina genel
anlamda gerek duymaz. Bu anlamda da kendi aralarinda farkliliklar géziikmektedir
[66]. Onemli farkliliklardan biri de fagositoz, makrofaj gibi daha o6zellesmis

hiicrelerde de olmaktadir.
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2.3.3. Kaveola Aracilikhh Endositoz

Kaveola, kolesterol ve spingolipit a¢isindan zengin olan yapilardir ve diger plazma
membran iyelerinden daha fazla yag yogunluguna sahiptir [68, 69]. Boyut
bakimindan yaklasik 50 ile 100 nm boyutlara sahip bu yapilar flask seklide olabilirler
[70, 71]. Aktin sitoiskeletin bozulmasi, starosparin ve genistein ile baskilanan ve
okadaik asit ve vanadat ile fosfataz inhibitorleri yardimiyla giiclendirilmesiyle iceri
alinir [68]. Her bir kaveola yaklasik 144 adet kaveolin igermektedir [72]. Endositoz
yapmalar1 vesilesiyle hiicre sinyallesmesinden yag diizenlenmesine bir¢ok farkli
gorevde yer almaktadir ve birgok hastalikla iliskilendirilmistir [70]. Kaveolin-1,
kaveolin-2 ve kaveolin-3 olarak 3 proteinde sahiptir ve kaveolin-1 digerlerine goére
daha 6n plandadir ve kaveolin-1 morfolojik olarak kaveola’nin olusumunda 6nemli
rol oynar [71, 73]. Daha oOnce de bahsedildigi iizere kaveolin-1 kaveola’nin
morfolojik olusumunda 6nem arz etmektedir ¢linkii membranin yer tayininde ve
kaveolin-2’nin stabilizasyonunda etkilidir [69]. Ancak kaveolin-2’nin detayli olarak
ne is yaptigi agiklanamamis olsa da kaveolin-1 i¢in destek¢i bir yapir gorevi
gormektedir ve diger sonuglara gore kaveolaya bagli membranlarin olusmasinda rol
oynar. Endoplasmik retiklum organelindeyken kaveolin-1 ve kaveolin-2 birleserek
daha yiiksek molekiiler kiitleye sahip heterooligomerik yapi olusturmaktadirlar ancak
kaveolin-2’nin tek basina ifadesi oligometrik yapi olusturmamaktadir [69, 70].
Bunun yani sira, kaveole’nin toplanmasinda, sekil ve boyut bakimindan
ayarlanmasinda da kaveolin-2 goérev almaktadir [69]. Ayrica kaveolin-1 ve 2 ayni
zamanda her yerde bulunan ama fibroblastlarda, adipsitlerde, endotel hiicrelerinde ve
pnemositlerde daha fazla bulunan proteinlerdir [69]. Kaveolin 1 ve 2’den bagimsiz
olarak ifade edilen kaveolin 3, iskeletsel kaslarin fiberlerinde ve kalp miyositlerinde
ifade edilir [69]. Kaveolin-1, 21 kDa agirliginsa sahip olup hem C hem de N
terminalleri sitoplazmik olarak yonlendirilmis ve hidrofobik alan ile birbirlerine
baglanmis sekildedir [69]. Bunun disinda kaveolin-1 ile karmasik bir iligskiye sahip
olan kolestrol, kaveolin-1’in transkripsiyonel ve translasyonel ifadesel seviyelerini
ayarlamakta gorev alir. Bu ayarlamay1 da ya proteinin kendisine baglanarak ya da
kaveolin-1 promoterindeki steroid diizenleyici elementlere baglanarak yapmaktadir
[69]. kaveole ile yapilan endositoz, ¢oklu alanda etki gosteren GTPaz olan
dynamin’e biiyiik oranda dayanmaktadir [69]. Bunun yani sira kaveolin-1 baska

maddelerle iletisime gegse de diger dnemli bir eleman da filaminlerdir. Filaminler,
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aktin sitoiskeletin diizenlenmesinde rol aldigindan kaveola aracilikli endositozda ve
haberlesmede 6nemli rol oynamaktadir [69]. Madde girisinin yani sira bu yolagi
kullanan viriislerde bulunmakta olup bu viriislerden ismi duyulmus ve baska
caligmalarda da kullanilan SV40 yani simian viriis 40tir. Sadece SV40 degil son
zamanlarda {izerlerine ilgi ¢ekmeye baglayan poliyoma viriisleri de bu yolag: tercih
edenler arasindadir [69, 70]. Kaveole, endositozun 6nemli yanlarindan biri de ligand
tetikli oldugundan belirli maddeleri alimda daha segici ve daha diizenli alim
saglamasidir [74]. Bunun yami sira kaveola aracilikli endositozu kinazlar ve
fosfatazlar tarafindan diizenlenmekte olup, kaveolin-1’in tirosin fosforilasyonu

tomurcuklanmayi ve kaveolanin alimini baslatabilmektedir [74].

2.3.4. Klatrin Aracilikli Endositoz

Klatrin aracilikli endositoz, klatrin kapli vezikiiller kullanilarak maddelerin hiicre
icerisine alinmast olayidir. Ancak yanlis veyahut farkli anlasilmalarin Oniine
gecilmesi igin soyle bir bilgi verilmelidir; klatrin kapli vezikiiller, membranin baska
bilesenlerinden de olusturulabilse de Klatrin aracilikli endositozdaki terimi sadece
Klatrin kapli vezikiillerle maddenin igeriye alinmasini anlamina gelmektedir [75, 76]
. Bu yolak, bilinen biitiin 6karyotik hiicreler tarafindan kullanilmaktadir. Hiicre
icerisine madde alimi ilk kez elektron mikroskopu kullanilarak goriintiilendiginde,
farkli birgok dokuda protein kapl vezikiiller goriinmiistiir. Bundan sonra Klatrin,
vezikiillerin etrafinda kafes gibi goriiniimlii kilif halini alan asil protein olarak
tanimlanmustir [76]. Transmembran proteinleri, olusan ¢ukurlarin etrafindaki bu kilifi
olusturmak icin Klatrin adaptérlerine veya diger kilifla baglantili proteinlere
baglanarak ise alinir. Daha sonra olusan bu kilifli gukur membrandan kopar ve kilifli
vezikiilleri olusturarak hiicrenin igine girer [75]. Polihedral kafes seklinde olan
Klatrin, 3 ayakli sekilde yani triskelyon yapida olup, birbirlerine baglanan 192 kDa
agirhiga sahip 3 agir ve 25 ile 29 kDa arasinda degisen 3 hafif zincirden olusur [77].
Bazi bakteriler, kaveola aracilikli endositozda oldugu gibi klatrin aracilikli endositoz
yolunu kullanarak hiicre igerisine girebilmektedirler. Onceden de bahsedildigi iizere
3 agir zincir ve 3 hafif zincirden olusan Klatrin, triskelyon yapi olusturmaktadir ve
plazma membran iizerine Klatrin kapli ¢ukurlar olusturmaktadir. Membranin dis
yiizeyinde olusan bu kilif, AP proteinleri adli bir dizi baska proteinlerden destek
almaktadir. AP2, epsin, AP-180, endofilin, auxilin, intersectin, amphiphysin,

syndapin gibi bir¢ok proteinin gorev aldigt AP proteinlerinin kendilerine uygun
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gorevleri vardir. Bunlardan AP2, membranin i¢ kismi ile klatrin arasinda baglanti
gorevini Ustlenirken, epsin, AP180 ve diger proteinler de protein-protein ve protein-
ligant diizenleyen katlanir alanlardan olusmaktadir. Klatrin kapli vesikiiliin olusma
stireci Klatrin kapl ¢ukurlarin olusmasi ve bu gukurlarin tomurcuk halini almasiyla
baglar. Daha sonra dynamin GTPaz1 bu tomurcugun membrandan kopmasini saglar.

Son olarak da auxilin ve Hsc70 enerji harcanarak Klatrin kilifi katalizler [78].

2.3.5. Hiicre icine Giris Yolaklarmim Onemi

Hiicre igine giris yolaklarinin bilinmesi ve gozlemlenmesi, hangi maddelerin hangi
yolaklarla hiicre icine alindigin1 anlamak acisindan Onem arz etmektedir. Bu
yolaklarin ve iligkili maddelerin anlasilmasi gerekli tedavilerde ve c¢alismalarda
onemli bir yol gosterici gorevi gorecektir. Onceki boliimlerde anlatildig: iizere 4
farkl hiicre i¢ine giris yolagi mevcuttur ve her bir yolak benzerlik gdsterse de madde
ve alim sirasinda kullanilan sekiller agisindan farkliliklar géstermektedir. Hiicre icine
giris yolaklarinin iyl anlasilmasi, tercih edilecek olan nano tasiyicilarin
tasarlanmasinda onem arz eder. Boylelikle hedefli tedavilerde daha etkin ¢oziimler
gelistirilebilir. Nano partikiillerin hiicre igerisine alimi, kullanilan yontem ve
hedeflenen ¢aligmaya gore farkliliklar gosterebilmektedir. Jayanth Panyam ve Vinod
Labhasetwar’in yaptig1 ¢calisma PLGA nano tasiyici iizerine yaptigi bir ¢aligmada,
nano tastyicilart  goriintiileyebilmek i¢in transmission electron micrscopy
kullanmiglardir [79]. Azzah M. Bannunah ve arkadaslarinin nano partikiillerin hiicre
igerisine girislerini inceleme lizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, nano partikiillerin boyut
ve yiiklerin hiicre i¢ine giriste etkisi lizerine yaptiklari ¢alismada goriintiileme amaclh
konfokal mikroskopu ve floresan mikroskopu kullanmislardir [63]. Raman Preet
Singh ve Poduri Ramarao’nun giimiis nano partikiillerinin sitotoksisitesi ve hiicresel
trafiginin  incelenmesi {izerine yaptiklari ¢alismada floresan mikroskopu
kullanmiglardir [80]. Feng Zhao ve arkadaslarinin nano malzemelerin toksisitesi ve
hiicre i¢ine girisleri lizerine yaptiklar1 ¢alismada konfokal floresan goriintiileme,

konfokal mikroskopuyla goriintiileme gibi farkli yontemlerle gozlemlemislerdir [10].
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2.4.  inhibitorler

Inhibitér isleyis mekanizmalarini engelleyerek gerekli islemlerin yapilmasini dnleyen
maddelerdir. Farkli inhibitorlerin kullanilmasiyla hiicrelerin giris yolaklari
incelenecek ve nano tasiyicinin giris mekanizmasi incelenecektir. Deneylerde
inhibitér olarak dynasore, genistein, EIPA, chlorpromazine, methyl-p-cyclodextrin
kullanilmistir. Her bir inhibitoriin farkli etkileri vardir. Sogukta tiim endositoz

yolaklarinin inhibe edildigi bilinmektedir [63, 81].

2.4.1. Dynasore

Dynasore; dinamin’in GTPaz aktivitesini etkileyerek hiicre icine giriste inhibator
gorevi goren maddedir [82, 83]. Dinaminin inhibe edilmesi Kklatrin aracilikli
vezikiillerin olusmasini engelleyeceginden keseler olusamayacaktir. Bu sekilde

klatrin aracilikli endositoz inhibe edilecektir.

2.4.2. Genistein

Genistein; tirozin kinaz inhibitorii olup, dinamin 2’nin toplanmasini engeller. Ayrica
aktin filamentlerin bolgesel bozulmalarma neden olur. Boylelikle kaveolalarin

olusumunu inhibe ederek endositozu azaltacaktir. [84, 85].

2.4.3. EIPA

5-(N-ethyl-N-isopropyl) amiloride, Na+/K+ degisimini inhibitoriidir. Kisaltilmig
sekilde EIPA olarak gegmektedir [86]. Kanser hiicrelerinin anormal
metabolizmalarindan dolay1 ¢ok miktarda asidik metabolit liretmektedir. Dolayisiyla
sitosilik anlamdaki pH degeri olduk¢a yiiksektir. Bu degeri normal seviyede
tutabilmeleri i¢in  hidrojen ekspresyonu ve etkinligi normal hiicrelerle

kiyaslandiginda oldukca fazla olacaktir.

2.4.4. Cyclodextrin

Methyl-B-cyclodextrin; plazma mebranindaki kolestrolii ¢ikararak klatrin aracilikli
endositozu ve sivi girisi engellemektedir [87]. Kolesterol, hiicre membraninin
mekaniksel dengesini ve biitiinliiglinii saglamakta gorevlidir. Bu inhibitor vasitasiyla
kolestrol ~mekanizmasin1  bozmak klatrin  aracilikli  keselerin  olusmasini

engelleyeceginden klatrin aracilikli endositoz gerceklesemeyecektir.
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2.4.5. Chlorpromazine

Chlorpromazine; klatrinden bagimsiz endositozu inhibe etmekte olup, Klatrin ve
AP2’yi membrane yiizeyinden alarak hiicre i¢indeki endozoma yerlestirmektedir [87,
88]. Bu inhibitor katyonik ve ampifatik yapida olup, adaptor proteinlerin ve klatrin’in
endozomal membranda toplanmasina neden oluyor. Boylece klatrin plazma
membranindan uzakta kalmasina ve Klatrin cepgiklerinin olusmasina engel

olmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Geregler

3.1.1. Inhibitorler

Tez asamasinda kullanilan inhibitorler olarak Sigma Aldrich G6649-5MG marka
Genistein, SIGMA-ALDRICH D7693-6MG marka dynasore, SIGMA-ALDRICH
A3085- 25MG marka EIPA, SIGMA-ALDRICH C0982-5G marka chlorpromazine
ve SIGMA-ALDRICH 332615-5G marka methyl- B-cyclodextrin inhibitor

kullanilmastir.

3.1.2. Kimyasallar

Tez asamasinda Sigma Aldrich P2192-5G marka PLGA, PHOSPHOREX 25221
marka FITC isaretli PLGA, siirfaktan olarak SIGMA-ALDRICH P1754-1L marka
Tween 80, seliiloz kaynag1 olarak SIGMA-ALDRICH MO0262-100G marka seliiloz
ve Marmara Universitesi, Biyomiihendislik Fakiiltesi, Sn. Prof. Dr. Ebru Toksoy
Oner laboratuvarinda iiretilmis olan levan kaynagi kullamlmgtir. MCF-7
hiicrelerinin kaldirilmasi igin tripsin, canlilik testleri i¢in siilforadamin B ve BD

559759 marka cell lysis buffer kullanilmistir.

3.1.3. Cihazlar

PLGA miktar1 tayini i¢in hassas terazi olarak Precisa ve AND marka tartilar
kullanilmistir.  PLGA’nin  aseton ¢oOziilmesi i¢in Bandelin Sonorex marka
ultrasonikator kullanilmistir. Nanopartikiillerin boyutlarinin 6lgiilmesinde Zetasizer
Nano ZS cihazi (Malvern Instruments), makro kiivetler (Isolab, UV-Transparent
disposable cuvettes) ve zetasizer kiivetler (Malvern Instruments, disposable capillary
cells DTS1070) kullanilmistir. Nanopartikiil hazirlama ve Ol¢lim ¢alismalarinda
otomatik pipetlerden (Thermo, Eppendorf) yararlanmilmistir. ELISA &lciimleri icin
Biotek Synergy H1 Hybrid Reader marka cihaz kullanilmistir. DLS Slgiimleri i¢in
Malvern Instruments ZS90 cihazi, floresan mikroskopu olarak da Zeiss Observer.Z1

cihaz1 kullanilmistir. Asetonda c¢oziilmiis PLGA nano tasiyicilarin sulu fazlara
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aktarilirken karismasinda ve Distile su ve Tween 80 karisimi sonucu elde edilen sulu
fazin homojen hale getirilmesinde manyetik karistirict olarak IKA marka karistirict
kullanilmistir.  Well plate’lerden toplanan hiicrelerin vortekslenmesinde VWR

International marka vorteks cihazi kullanilmistir.

3.1.4. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirinde MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 kullanilmistir. 48 kuyulu plate
icin 25x10° kadar hiicre ekimi yapilmistir. Besi yeri olarak da %15-20 oraninda FBS,
%1 oraninda primicin igeren DMEM/f12 besi yeri kullanilmistir. Hiicrelerin

yikanmasi i¢in PBS ve kaldirilmasi i¢in Thermo Fisher marka tripsin kullanilmistir.
3.2. Yontemler

3.2.1. PLGA Hazirlanis1

19 ml su ve 1 ml Tween 80 karisimli stok hazirlanmistir. Bu stoktan 0,25 ml alinarak
4,75 ml distile su ile kangstirilmistir. 20 mg PLGA tartilmis ve 1,25 ml asetonla
karistirilarak ultrasonik banyoda ¢oziilmesi saglanmistir. Coziillen bu karisim,
manyetik karistiricida bulunan Tween 80°li suya siringa yardimiyla damlatilmistir.
Asetonun u¢masi ve ortamda sadece istenilen gerekli maddelerin kalmasi i¢in bir
gece manyetik karistiricida bekletilmistir. Tween 80 kullanilmasinin amaci, bu
maddenin siirfaktant ve emiilsifier olmasidir. Siirfaktant 6zelliginden yararlanilarak
maddelerin katilacagi suyun ylizey gerilimi azaltilmaktadir. Boylelikle sulu ortama
verilecek maddeler daha rahat karisabilmektedir. Ayrica amfifilik 6zellige sahip
olmasindan dolay1 PLGA’nin agik zincir halinde daha uzun siire kalmasi

saglanacaktir.

3.2.2. FITC isaretli PLGA Hazirlamsi

Tween 80 ve su karisimi kaynagindan 0,25 ml alinarak 4,75 ml distile suyla
karigtirilmistir. 19 ml PLGA ve 1 mg FITC isaretli PLGA tartilarak 1,25 ml asetonla
karistirilmis ve ultrasonik banyo yardimiyla ¢oziilmiistiir. Coziilen bu nano tasiyici,
manyetik karistiricida bulunan Tween 80’li su karigimina eklenmistir. Asetonun
ucmast i¢in bir gece boyunca manyetik karigtiricida bekletilmistir. Tween 80
kullanilmasimnin amaci suyun yiizey gerilimini azaltarak sulu ortama verilecek
PLGA’nin daha rahat niifuz etmesini saglamaktir. Ayrica amfifilik 6zellige sahip

PLGA’nin agik zincir halinde daha uzun siire kalmasina yardime1 olacaktir.
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3.2.3. Levan Kaph PLGA Hazirlamsi

Tween 80 ve su karisimi kaynagindan alinan 0,25 ml madde 4,75 ml distile su ile
karistirilmis ve bu karsima 20 mg levan eklenmistir. 1 mg FITC isaretli ve 19 mg
normal PLGA tartilarak kanstirnllmis ve 1,25 ml asetonda ultrasonik banyoda
¢cOziilmiistiir. Coziilen nano tasiyict manyetik karistiricida olan su kaynagina siringa
yardimiyla damlatilmig ve asetonun ug¢masi i¢in bir gece boyunca manyetik
karistiricida bekletilmistir. Bu hazirlama asamasinda da Tween 80 kullanilmasinin
amaci sulu ortamin ylizey gerilimini azaltarak PLGA’nin daha rahat bir sekilde
ortama girmesine ve girdikten sonra acik zincir halini daha uzun siire korumasina

destek olmasidir.

3.2.4. Seliiloz Kaph PLGA Hazirlanisi

Tween 80 ve su karisimi kaynagindan alinan 0,25 ml sivi, 4,75 ml distile su ile
karistirllarak igerisine 7,5 mg selilloz eklenmis ve manyetik karistiriciya
konulmustur. 1 mg FITC isaretli PLGA ve 19 mg PLGA tartilarak 1,25 ml asetonun
icerisinde ultrasonik banyoda ¢ozlilmiistiir. Daha sonra PLGA’ll sivi siringa
yardimiyla su kaynagina damlatilmistir. Barindirdigi asetondan kurtulmak igin
karisim bir gece boyunca manyetik karistiricida bekletilmistir. PLGA’nin uzun zincir
hélini daha uzun siire koruyabilmesi ve sulu ortamin yiizey gerilimini azaltarak
PLGA’nin sulu faza daha rahat girisine neden olmasindan dolayr Tween 80

kullanilmistir.

3.2.5. Inhibitor Hazirlamsi

Oncelikli olarak kullanilacak bitin inhibitérlerin toksik olmayan en uygun miktarmin
tayin edilmesi gerekmektedir. Bunun icin farkli derisimlerde inhibitér hazirlanarak
ve hiicrelere verilmistir. Daha sonra siilforodamin B yontemi ile canliliga bakilmistir.
96 kuyucuklu well plate kullanilarak derisimleri farkli olan maddeler farkli
kuyucuklara ekildi. Plate’in her kuyusuna 100 ul TCA eklenerek 30 dakika boyunca
+4 Celcius derecede bekletilmistir. 30 dakika bittikten sonra 3 kez distile su ile
kuyucuklar yikandiktan sonra ¢eker ocakta 10 dakika kurumaya birakilmistir.
Kuruma islemi bittikten sonra her kuyuya siilforodamin eklenmis, plate 151k almayan
bir yerde oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. %1°lik asedik asit soliisyonu
hazirlanmistir. Bekleme siiresi bittikten sonra asedik asit sollisyonu ile 3 kez yikama

yapilmis ve c¢eker ocakta 10 dakika boyunca bekletilmistir. Son olarak da her
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kuyucuga Tris eklenerek ELISA testine gotiiriilmiistiir. Boylelikle ¢ikan sonuglara
gore inhibitorlerin toksisitesine bakilmis ve uygun degerler hesaplanmigtir. Bunlarin
disinda inhibitorlerin  hangi maddelerde 1iyi ¢0ziindigiiniin  belirlenmesi
gerekmektedir. Dynsaore, genistein ve EIPA inhibitdrleri DMSO (di metil siilfoksit)

kullanilarak, chlorpromazine ve cyclodextrin ise PBS kullanilarak ¢oziilmiistiir.

3.2.6. Nano Tasiyici Sistemlerin Hiicre Icine Giris Miktar Tayini

Boyut tayini yapilmasinin disinda ortama ne kadar madde verecegimizi anlamak i¢in
de kuyucuklara degisik derisimlere sahip nano tasiyici sistem ekilmistir. Ilk olarak
ilk kuyucuk hari¢ sonraki 5 kuyucuga su konuldu. Nano tasiyicilardan 1 ml g¢ekilerek
ilk kuyucuga konulmus ve bu kuyucuktan da 0.5 ml alinarak bir sonrakine
eklenmistir. ikinci kuyudan da 0.5 ml alinarak bir sonrakine konuldu seklinde
gidilerek birinci kuyudan son kuyuya dogru seyrelen derisimlerde maddeler elde
edilmistir. Kuyucuklarda 300 pl besi yeri ve MCF-7 hiicreleri varken iizerlerine 60
ul tastyict maddelerden ekilmistir. Floresan mikroskobuyla bakilarak maddelerin
hangi derisimdekileri nasil etki etmis incelenerek hiicre igine girig tayini yapilmaistir.
Bu islemler yapilirken 48’lik well plate kullanilmistir. Sonug olarak seliiloz i¢in 7,5

mg, levan i¢in 20 mg olarak tayin edilmistir.

3.2.7. ELISA

Bu deneylerde ELISA cihazi, ortamdaki maddelerin varliin1 anlamak amach
kullanilmistir. Floresan 6l¢iimii yapilacak olan plate cihaza yerlestirildikten sonra,
bilgisayar kisminda yer alan programindan yeni protokol olusturularak floresan
okuma segenegi secilmis, plate ¢alkalama kismi igaretlenerek 8 saniye orbital sekilde
plate’in  g¢alkalanmast ayarlanmistir.  Boylelikle ortamdaki  kabarciklardan
kurtulunmustur. Floresan dalga boyu olarak excitation degeri 485 nm ve emission
degeri olarak 528 nm ayarlanmigtir. Plate ekiminde ka¢ kuyu ekimi yapildiysa
protokol kisminda da o kadar kuyu secilerek protokol kaydedilmistir. Daha sonra
yeni gorev sekmesi segilerek kaydedilmis olan protokolii secerek islem baslatilmistir.
Islem tamamlandiktan sonra ¢ikan sonuglar degerlendirilmistir. Deneylerde 48 ve 96

kuyucuklu well plate kullanilmistir.
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3.2.8. DLS

DLS, o6lgiilmesi istenilen maddelerin boyutlarii tayin etmekte kullanilan bir
yontemdir. Cihaza verilen sivi ya da siispansiyonun igerisindeki parcacik ya da
polimerlerin boyutsal olarak dagilimim1 gosterir.  Ortama gonderilen 1sinlarin
ortamdaki maddelere carparak yansimasi sonucu madde boyutunun O&lgiilmesi
seklinde calisir. PLGA’nin ve karbonhidrat destekli PLGA’nin en uygun boyutunun
bulunmasi, maddeler hazirlandiktan sonra DLS Ol¢iimii ile boyut analiziyle
olmaktadir. Maddelerin DLS sonuglarinda ortamdaki parcaciklarin boyutlarina ve
cesitliliklerine gore farkli grafikler ¢ikmaktadir. Eger ortamdaki tiim maddeler aym
boyuttalar ise monodispers grafik ¢ikmaktadir. Ortamda farkli boyuttaki maddelerin
bulunmasi polidispers grafik olusmasina neden olur. Normal PLGA nin 20 mg
6lciilmesi sonucu DLS 6l¢iimlerinden monodispers grafik elde edilmistir. Ayni1 islem
levan ve seliilloz icinde kullanilmis ve monosipers yapi elde edilinceye kadar
denemeler yapilmistir. Levan i¢in 20 mg, seliiloz i¢in 7,5 mg en uygun miktar olarak
tayin edilmistir. DLS Ol¢iimii alinirken, oncelikli olarak File sekmesinden New
measurement sekmesini segerek yeni bir dosya olusturulur, Measurement
sekmesinden manuel sekmesine girilerek cikan sekmeye calismanin adi verilir.
Agilan pencerede Ornek ismi verilir, bu pencerede deneyde istenilen ozellikler
secilmelidir. Bu sekmede malzeme segenegi polystyrene latex, dispersent olarak su
secilecektir. Cihaza hangi cesit kiivet konulduguna gore hiicre sekmesinden se¢im
yapilacaktir. Bu deneylerde dispoable cuvettes secilecektir. Bu sayfa igerisinde
measurement sekmesinden kag tekrar yapacagi secenekleri ayarlanacaktir. Protokol
olusturulmasi bittikten sonra sayfada onaylama tusuna basildig1 zaman agilacak yeni
pencerede baslatma tusuna basildig1 zaman cihaz 6l¢iime baslayacaktir. Bu yontem
kullanilarak PLGA ve levan ve seliiloz destekli PLGA boyutlarinin tayini yapilmistir.
Olgiim islemi bittiginde degerler, volume (hacim), intensity (yogunluk) ve number
(say1) olarak belgelenmektedir. Bu belgelerin degerleri  dogrultusunda
degerlendirilmeler yapilmaktadir. Boyut 6l¢limii yapilmak istenen maddeler uygun
kiivetlere aktarildiktan sonra DLS cihazina uygun sekilde yerlestirilmektedir.
Boylelikle cihaz kiivet igerisindeki siviya 1sin gondererek olusan 1sik sagilimlarini

Olgmektedir.
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3.2.9. Zeta Potansiyel Teknigi

Zeta potansiyeli, dispers sistemlerin yiik stabilitesini belirlemek icin kullanilir.
Ortamin bir ucundan elektrik akimi verilerek ortamdaki maddelerin sahip olduklari
Zeta potansiyeline sahip olan maddeler zit ylikteki elektroda gideceklerdir. Hiz ve
Zeta potansiyeli birbirleriyle dogru orantiya sahiptirler. Hiz1 ve yonii analiz etmekte
kullanilan Doppler anemometry teknigi vasitasiyla analiz edilir. Lipozom ve nano
kristal gibi sistemlerin stabilitesini kontrol amagli kullanilabilmektedir. [89, 90].
Levan kapli PLGA, FITC isaretli PLGA, PLGA ve selilloz kapli PLGA nano
tagtyicilarinin - hazirlanmasindan sonra Zeta potansiyellerine bakilarak yiik
stabiliteleri incelenmistir. Boylelikle deneylerde kullanilacak nano tasiyici miktar

tayini dogrulanmis olmustur.

3.2.10. Nano Tasiyici ve Inhibitérlerin Hiicrelere Verilmesi

Deneylerde sadece nano tastyicilarin 1, 4, 6 ve 24 saat giris miktarlar1 kiyaslanmistir.
Bu degerlendirmeler sonucu grafiklerin 6 saate yaklastikca arttifi ve 24 saatte
doyuma ulastigi gozlemlenmistir. Bu yiizden sonraki deneylerde 24 saat bekleme
siiresi seg¢ilmistir. Hazirlanan nano tastyici sistemler, farkli derisimlerde olacak
sekilde ayarlanarak MCF-7 hiicreleri barindiran 48 kuyucuklu well plate’e ekim
yaptlmistir. Farkli derigsimlerde nano tasiyict kullanilmasinin amaci toksisite
anlammda en uygun derisimi bulmaktir. Kuyucuklarda 300 pl besi yeri
bulunmaktadir. Bu kuyucuklara 60 pl nano tasiyici eklenmistir. Daha sonra nano
tastyicilarin hiicre igine girislerinin olup olmadigimi kontrol etmek i¢in floresan
mikroskopu ile bakilmistir. Bu islem yapilirken ortamdaki tiim sivi cekilmistir.
Ancak hiicreler kurumasin diye 100 pul PBS eklenmistir. Goriintiileme islemi
bittikten sonra kuyucuklara PBS eklenerek yikanmis ortam temizlenmistir.
Hiicrelerin kalkmasi i¢in de 500 pl tripsin eklenerek hiicreler kaldirilmis ve 500 pl
cell lysis buffer eklenerek hiicreler patlatilmistir. Olusan karisim ependorflara
aktarilarak vortekslenmis ve kaldirilmistir. Inhibitdrlii deneylerde ise, hazirlanan
inhibitorlerden 50 pl MCF-7 hiicrelerine verildikten 30 dakika sonra her kuyucuga
60 pl nano tasiyict eklenmistir. 24 saat beklenildikten sonra ortamdaki besi yeri
cekilip atilmis, 3 kere PBS ile yikama yapilmistir. Daha sonra ortama 500 pl tripsin
eklenerek hiicreler kaldirilmistir. Bu hiicreler alinarak ependorfa konulmus ve 500 pl

cell lysis buffer eklenerek vortekslenmistir. Ependorfta bulunan maddelerden bir
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miktar alinarak temiz bir well plate’e aktarilarak ELISA testi yapilmis ve sonuglar
degerlendirilmistir. Degerlendirmeler hem ayni inhibitorlerin farkli nano tasiyicilar
tizerindeki etkisi hem de farkli inhibitorlerin ayni nano tasiyicilar tizerindeki etkisi
olarak degerlendirilmistir. Deneyler 3 ayr1 tarihte tekrarlanmistir. Alinan degerlerin

birbirleriyle kiyaslanmasi sonucu ¢ikarilan elde edilen veriler degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Nano Tasiyic1 Sistemlerin Madde Miktar Tayini

4.1.1. Bos PLGA Nano Tasiyicisinin Karakterizasyonu

Bos PLGA nano tasiyicist 20 mg olarak belirlenmis ve DLS analizleri yapilmistir.
Analiz sonuglar1 20 mg PLGA nano tasiyicisinin uygun oldugunu gostermis ve
deneylerde bos PLGA nano tasiyicisi olarak 20 mg kullanilmistir. Analizler
yogunluk, hacim ve sayr degerleri bakimindan yapilmistir. Belirlenen degerdeki
miktarlar monodispers dagilim gostermistir. Zeta potansiyeli maddelerin yiikleri ile
alakali bir calismadir. Bu teknik ile PLGA nano tasiyicisinin yiik stabilitesine
bakilmustir.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Sekil 4.1: PLGA DLS sonucu (yogunlukga).
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Size Distribution by Number
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Sekil 4.3: PLGA DLS degeri (hacimce).
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Sekil 4.4: PLGA Nano Tagtyicisinin Zeta Potansiyel Sonucu.
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4.1.2. FITC isaretli PLGA Nano Tasiyicisinin Karakterizasyonu

FITC isaretli PLGA nano tastyicisinin DLS analizleri sonucu elde edilen
karakterizasyon sonuglari, 19 mg PLGA ile 1 mg FITC isaretli PLGA karigiminin
uygun oldugunu gostermistir. Boylelikle deneylerde 19 mg PLGA nano tasiyicisi ile
1 mg FITC isaretli PLGA nano tasiyicisi kullanilmistir. Analizler yogunluk, hacim
ve sayl degerleri bakimindan yapilmistir. Belirlenen miktar degerleri monodispers
dagilim gostermistir. Belirlenen degerdeki miktarlar monodispers dagilim
gostermistir. Zeta potansiyeli maddelerin yiikleri ile alakali bir ¢alismadir. Bu teknik

ile FITC isaretli PLGA nano tastyicisinin yiik stabilitesine bakilmistir.

Size Distribution by Volume

Volume (Percent)
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Sekil 4.5: FITC Isaretli PLGA DLS sonucu (hacimce).
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207

—
;]
L

Number (Percent)
=]

()]
' !

Size (d.nm)

Sekil 4.6: FITC Isaretli PLGA DLS sonucu (sayica).
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Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Sekil 4.7: FITC isaretli PLGA DLS sonucu (yogunlukga).
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Sekil 4.8: FITC Isaretli Nano Tastyicinin Zeta Potansiyel Sonucu.

4.1.3. Levan Kaph PLGA Nano Tasiyicisinin Karakterizasyonu

Levan kapli PLGA nano tastyicisiin DLS analizleri sonucu elde edilen
karakterizasyon sonuglari levanin 20 mg olarak belirlenmesinin uygun oldugunu
gostermistir. Boylelikle 19 mg PLGA nano tasiyicisina eklenen 1 mg FITC isaretli
PLGA nano tastyicisina 20 mg levan eklenilmesi seklinde deneylere devam
edilmistir. Analizler, yogunluk, hacim ve sayr bakimindan yapilmistir. Belirlenen
miktar degerleri monodispers dagilim gostermistir. Belirlenen degerdeki miktarlar
monodispers dagilim gdstermistir. Zeta potansiyeli maddelerin yiikleri ile alakali bir
caligmadir. Bu teknik ile levan kapli PLGA nano tasiyicisinin yiik stabilitesine
bakilmistir.
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.9: Levan 20 mg DLS sonucu (yogunlukga).
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Sekil 4.10: Levan 20 mg DLS sonucu (sayica).
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Sekil 4.11: Levan 20 mg DLS sonucu (hacimce).
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Zeta Potential Distribution

50000
40000

30000

Total Counts

20000

10000

-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV/)

Sekil 4.12: Levan Kapli PLGA Nano Tastyicisinin Zeta Potansiyel Sonucu.

4.1.4. Seliiloz Kaph PLGA Nano Tasiyicisinin Karakterizasyonu

Seliilloz kapli PLGA nano tastyicisinin DLS analizleri sonucu elde edilen
karakterizasyon sonuglari, PLGA nano tasiyicisi i¢in 19 mg, FITC isaretli PLGA igin
1 mg ve selilloz i¢in 7,5 mg olarak belirlenmesinin uygun oldugunu gostermistir.
Analizler yogunluk, hacim ve say1 degerleri bakimindan yapilmistir. Belirlenen
miktar degerleri monodispers dagilim gostermistir. Belirlenen degerdeki miktarlar
monodispers dagilim gostermistir. Zeta potansiyeli maddelerin yiikleri ile alakali bir
calismadir. Bu teknik ile seliiloz kapli PLGA nano tasiyicisinin yiik stabilitesine
bakilmustir.

Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.13: Seliiloz 7,5 mg DLS sonucu (yogunlukga).
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Size Distribution by Number
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Sekil 4.15: Seliiloz 7,5 mg Volume DLS sonucu (hacimce).
Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.16: Seliiloz Kapli PLGA Nano Tasiyicisinin Zeta Potansiyel sonucu.
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Tablo 4.1: Nano Tasiyicilarin DLS Degerleri.

NANO
TASIYICI  HACIM  SAYI YOGUNLUK Z-AVERAGE PDL
ADLARI
PLGA 142.7 115.5 151.3 141.8 0.054
LEVAN 280.6 120.8 270.4 216.8 0.182
KAPLI
PLGA
SELULOZ 308.0 209.3 292.8 243.2 0.179
KAPLI
PLGA
FITC 340.3 137.9 285.3 226.1 0.208
ISARETLI
PLGA
Tablo 4.2: Nano Tasiyicilarin Zeta Degerleri.
NANO TASIYICI ..
iSIMLERI ZETA POTENTIAL MEAN DEGERI
PLGA -3.90 -3.90
SELULOZ KAPLI PLGA -6.19 -6.19
LEVAN KAPLI PLGA -9.28 45.2
FITC ISARETLI PLGA -9.64 -9.64

4.3. Nano Tasiyic1 Sistemlerinin Toksisite Calismalari

Nano tasiyict sistemlerin miktar tayininde bir bagka Oonemli ¢alisma da toksisite
tayinidir. Belirlenen miktarlarin toksisite acisindan uygunlugu calismalarda
kullanilmast agisindan 6nem ifade eder. Siilfurodamin uygulanmasi sonucu ELISA
ile hiicrelerin canliliklarina bakilarak hiicrelere verilen farkli nano tastyicilarin
toksisitesi ol¢iilmistiir. Sentezlenen en yiiksek konsantrasyona sahip nano tastyicinin
bile kayda deger Olgilide toksisitesi olmadigindan bu konsantrasyon deneylere devam

etmek i¢in kullanilmistir.
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Sekil 4.17: Cesitli nano tastyicilarin toksisitesi.

4.3.1. Levan kaph PLGA, Seliiloz kaph PLGA ve FITC isaretli PLGA Zamana
Bagh Hiicre Icine Giris Calismasi

Hiicrelerin levan kapli PLGA, seliiloz kapli PLGA, FITC isaretli PLGA ve isaretsiz
PLGA nano tasiyicilar ile 1, 4, 6 ve 24 saat inkiibe edilme sonucunda hangi saatte en

cok hiicre i¢ine girisin gerceklestigi incelenmistir. Sonuglar asagidaki gibidir.
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Olgtimleri

Sekil 4.18: Levan kapli PLGA (L), seliiloz kapli PLGA (S), FITC isaretli PLGA (F) ve
isaretsiz PLGA (P) nano tasiyicilarinin hiicre igine giris grafigi (nano tasiyici ile muamele
edilmeyen hiicreler kontrol (K)). Her harf 6niindeki rakam deney siiresini saat olarak
gostermektedir.
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4.3.2. inhibitorlerin Toksisite Calismalari

Inhibitorlerin uygun miktarlarinin tayini, deneylerde kullanilan hiicreleri 6ldiiriip
Oldiirmemesi agisindan énemlidir. Bunun i¢in de toksisite ¢alismasi yapilmalidir. Bu
sekilde belirlenen miktarlarin uygun olup olmadigi anlasilacak ve gerekli
diizenlemeler yapilacaktir. Inhibitdrler en derisikten en seyreltise dogru farkli
derisimlerde hazirlanmis ve toksisite deneyi yapilmistir. Boylelikle en uygun
miktarlarin dynasore inhibitorii i¢in 1,000 pl PBS igerisinde 28,8 ul, genistein i¢in
1,000 ul PBS igerisinde 72 pl, chlorpromazine inhibitorii igin 400 ul PBS i¢inde 28,8
ul, EIPA inhibitérii igin 1,500 ul PBS icinde 2,5 pl ve cyclodextrin inhibitérii igin de
400 pul PBS igerisinde 5 mg ¢oziilmesi olarak belirlenmistir.

4.3.2.1. Dynasore Inhibitoriiniin Toksisite Calismasi

Toksisite ¢aligmalart i¢in hem 2 ve 4 kat derigik hem de 2 ve 4 kat seyreltik olarak
hazirlanmis konsantrasyonlar hiicrelere verilmistir. Normal konsantrasyonda
verilmesinin daha verimli sonucu olmustur. Uygun miktar olarak 1,000 pl PBS

icerisinde 28,8 ul dynasore inhibitdrii ¢dzlilmesi olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.19: Dynasore Inhibitdriiniin Toksisite Grafigi.
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4.3.2.2. Genistein Inhibitoriiniin Toksisite Calismasi

Toksisite ¢alismalari i¢cin hem 2 ve 4 kat derisik hem de 2 ve 4 kat seyreltik olarak
hazirlanmis konsantrasyonlar hiicrelere verilmistir. Normal konsantrasyonda
verilmesinin daha verimli sonucu olmustur. Uygun miktar olarak 1,000 ul PBS

icerisinde 72 pl genistein inhibitdrii ¢dzlilmesi olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.20: Genistein inhibitoriiniin toksisite grafigi.

4.3.2.3. Chlorpromazine inhibitoriiniin Toksisite Calismasi

Toksisite ¢alismalari icin hem 2 ve 4 kat derisik hem de 2 ve 4 kat seyreltik olarak
hazirlanmis konsantrasyonlar hiicrelere verilmistir. Normal konsantrasyonda
verilmesinin daha verimli sonucu olmustur. Uygun miktar olarak 400 pl PBS

igerisinde 28,8 ul chlorpromazine inhibitorii ¢oziilmesi olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.21: Chlorpromazine inhibitoriiniin toksisite grafigi.

4.3.2.4. Cyclodextrin inhibitériiniin Toksisite Cahsmasi

Toksisite ¢aligmalart i¢in hem 2 ve 4 kat derisik hem de 2 ve 4 kat seyreltik olarak
hazirlanmis konsantrasyonlar hiicrelere verilmistir. Normal konsantrasyonda
verilmesinin daha verimli sonucu olmustur. Uygun miktar olarak 400 pl PBS

icerisinde 5 mg cyclodextrin inhibitorii ¢oziilmesi olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.22: Cyclodextrin inhibitoriiniin toksisite grafigi.
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4.3.2.5. EIPA Inhibitoriiniin Toksisite Calismasi

Toksisite ¢aligmalart i¢in hem 2 ve 4 kat derigsik hem de 2 ve 4 kat seyreltik olarak
hazirlanmis konsantrasyonlar hiicrelere verilmistir. Normal konsantrasyonda
verilmesinin daha verimli sonucu olmustur. Uygun miktar olarak 1,500 pl PBS

icerisinde 2,5 pl EIPA inhibitérii ¢dziilmesi olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.23: EIPA inhibitériiniin toksisite grafigi.

Tiim inhibitorlerin non-toksik dozlarinin sonuglari tabloda verilmistir.

Tablo 4.3: Tiim inhibitérlerin non-toksik dozlarinin sonuglari.

Inhibitor Isimleri Degerler
Dynasore 20 pg/ml
Genistein 50 pg/ml
Metil-p-cyclodextrin 1750 pg/ml
Chlorpromazine 10 pg/ml
EIPA 10 pg/ml
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4.4. Inhibitorlerin Her Bir Nano Tasiyicinin Hiicre icine Girisi Uzerindeki

Etkisinin Elisa Analizleri

Dynasore, genistein, cyclodextrin, chlorpromazine ve EIPA inhibitdrleri, nano
tasiyicilarla birlikte MCF-7 meme kanserli ortama verildikten sonra 24 saat

beklenmesi sonucu ELISA cihaz ile analizleri yapilmigtir.

4.4.1. Dynasore Inhibitériiniin Her bir Nano Tastyicimin Hiicre Icine Girisi

Uzerindeki Etkisinin Elisa Analizi

Bos PLGA, levan kapli PLGA, seliilloz kapli PLGA ve FITC isaretli PLGA nano
tagtyicilarinin dynasore inhibitorii ile ayni ortama verildikten 24 saat sonrasinda
FITC isaretli PLGA’nin hiicre i¢ine girisi floresan miktarmin Elisa ile 6l¢iilmesi ile
gerceklestirilmistir. Boylelikle dynasore inhibitdriiniin nano tasiyicilarin hiicre
igerisine girislerine olan etkisi elde edilmistir. Verilen grafikte d harfi dynasore
inhibitdriini, | harfi levan kapli PLGA nano tastyicisini, s harfi seliiloz kapli PLGA
nano tastyicisini, f harfi FITC isaretli PLGA nano tasiyicisini ve p harfi de PLGA

nano tastyicisini ifade etmektedir.
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Sekil 4.24: Dynasore inhibitriiniin 24 saat bekleme sonucu ELISA sonucu.
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4.4.2. Genistein Inhibitoriiniin Her bir Nano Tasiyicimin Hiicre i¢ine Girisi

Uzerindeki Etkisinin Elisa Analizi

Bos PLGA, levan kapli PLGA, seliilloz kapli PLGA ve FITC isaretli PLGA nano
tagtyicilarinin genistein inhibitérii ile aym1 ortama verildikten 24 saat sonrasinda
FITC isaretli PLGA’nin hiicre icine girisi floresan miktarinin Elisa ile dl¢giilmesi ile
gerceklestirilmistir. Bdylelikle genistein inhibitoriiniin, nano tastyicilarin hiicre
igerisine girislerine olan etkisi elde edilmistir. Verilen grafikte g harfi genistein
inhibitoriinii, 1 harfi levan kapli PLGA nano tastyicisini, s harfi seliiloz kapli PLGA
nano tastyicisini, f harfi FITC isaretli PLGA nano tasiyicisini ve p harfi de PLGA

nano tastyicisini ifade etmektedir.
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Sekil 4.25: Genistein inhibitoriiniin 24 saat bekleme sonucu ELISA sonucu.

4.4.3. Chlorpromazine Inhibitériiniin Her bir Nano Tastyicinin Hiicre i¢ine

Girisi Uzerindeki Etkisinin Elisa Analizi

Bos PLGA, levan kapli PLGA, seliilloz kapli PLGA ve FITC isaretli PLGA nano
tastyicilarinin  chlorpromazine inhibitorii ile ayni ortama verildikten 24 saat
sonrasinda FITC isaretli PLGA’nin hiicre icine girisi floresan miktarinin Elisa ile
Olclilmesi ile gerceklestirilmistir. Boylelikle chlorpromazine inhibitoriiniin, nano
tastyicilarin hiicre igerisine girislerine olan etkisi elde edilmistir. Verilen grafikte k
harfi chlorpromazine inhibit6riinii, | harfi levan kapli PLGA nano tasiyicisini, s harfi
seliiloz kapli PLGA nano tasiyicisini, f harfi FITC isaretli PLGA nano tasiyicisini ve
p harfi de PLGA nano tasiyicisini ifade etmektedir.
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Sekil 4.26: Chlorpromazine inhibitdriiniin 24 saat bekleme sonucu ELISA sonucu.

4.4.4. EIPA Inhibitériiniin Her bir Nano Tastyicimin Hiicre icine Girisi

Uzerindeki Etkisinin Elisa Analizi

Bos PLGA, levan kapli PLGA, seliilloz kapli PLGA ve FITC isaretli PLGA nano
tastyicilariin EIPA inhibitérii ile aym ortama verildikten 24 saat sonrasinda FITC
isaretli PLGA’nin hiicre i¢ine girisi floresan miktarinin Elisa ile Olgiilmesi ile
gerceklestirilmistir. Boylelikle EIPA inhibit6riiniin, nano tasiyicilarin hiicre igerisine
girislerine olan etkisi elde edilmistir. Verilen grafikte e harfi EIPA inhibitriinii, 1
harfi levan kapli PLGA nano tasiyicisini, s harfi seliloz kapli PLGA nano
tastyicisiny, f harfi FITC isaretli PLGA nano tastyicisini ve p harfi de PLGA nano

tastyicisini ifade etmektedir.
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Sekil 4.27: EIPA inhibitoriiniin 24 saat bekleme sonucu ELISA sonucu.

4.4.5. Cyclodextrin Inhibitoriiniin Her bir Nano Tasiyicinin Hiicre I¢ine Girisi

Uzerindeki Etkisinin Elisa Analizi

Bos PLGA, levan kapli PLGA, seliilloz kapli PLGA ve FITC isaretli PLGA nano
tastyicilarinin cyclodextrin inhibitorii ile aym1 ortama verildikten 24 saat sonrasinda
FITC isaretli PLGA’nin hiicre i¢ine girisi floresan miktariin Elisa ile dl¢iilmesi ile
gergeklestirilmistir. Boylelikle cyclodextrin inhibitdriinlin, nano tastyicilarin hiicre
icerisine girislerine olan etkisi elde edilmistir. Verilen grafikte ¢ harfi cyclodextrin
inhibitdriind, | harfi levan kapli PLGA nano tastyicisini, s harfi seliiloz kapli PLGA
nano tastyicisini, f harfi FITC isaretli PLGA nano tasiyicisini ve p harfi de PLGA

nano tastyicisini ifade etmektedir.
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Sekil 4.28: Cyclodextrin inhibitdriiniin 24 saat bekleme sonucu ELISA sonucu.
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4.5. Farkh Inhibitorlerin Aym Nano Tasiyicilara Etkisi

Inhibitérlerin kullanim amaci, farkli hiicre i¢ine giris yolaklarmin engellenerek nano
tasiyici sistemlerin hiicre igerisine alinmasmin incelenmesidir. Hiicre hatt1 olarak
kullanilan MCF-7 kanser hiicrelerine nano tasiyicilar ve inhibitérler Deneylerde
kullanilan farkli inhibitorlerin ayni nano tasiyict iizerindeki etkilerinden yola
cikilarak, tiim inhibitorlerin ¢ok iyi etki gostererek PLGA’nin hiicre igerisine
girisinin yiiksek oranda inhibe edildigi ve dolayli olarak PLGA nin normal sartlarda
hiicre igerisine 1yi bir sekilde alinabildigi anlagilmaktadir. FITC isaretli PLGA nano
tastyicist agisindan PLGA’ya gore daha fazla girisi gézlenmistir. Inhibitorlerin kendi
iclerinde kiyaslama yapildiginda FITC isaretli PLGA nano tastyicisi lizerinde en ¢ok
etkiyi gosteren Chlorpromazine inhibitdrii gostermistir. Seliiloz ve levan agisindan
bakildiginda grafiksel sonuglar birbirlerine yakin ¢ikmistir. Seliiloz kapli PLGA nano
tastyicisi lizerinde en iyi inhibisyon etkisini chlorpromazine inhibitorii gdstermistir.
Diger inhibitorler agisindan bakildiginda grafiklerin geneline bakildiginda sonuglar

birbirlerine yakin ¢ikmislardir.
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PLGA Ile Cesitli Inhibitérlerin Kombinasyonlan

Sekil 4.29: Dynasore(D), genistein(G), cyclodextrin(C), chlorpromazine(K) ve EIPA(E)
inhibitorlerinin PLGA(P) nano tasiyicisi iizerindeki etkisi.
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Sekil 4.30: Dynasore(D), genistein(G), cyclodextrin(C), chlorpromazine(K) ve EIPA(E)
inhibitorlerinin FITC isaretli PLGA(F) nano tasiyicisi iizerindeki etkisi.
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Sekil 4.31: Dynasore(D), genistein(G), cyclodextrin(C), chlorpromazine(K) ve EIPA(E)
inhibitorlerinin levanli PLGA(L) nano tasiyicisi iizerindeki etkisi.
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Sekil 4.32: Dynasore(D), genistein(G), cyclodextrin(C), chlorpromazine(K) ve EIPA(E)
inhibitorlerinin selillozlu PLGA(S) nano tasiyicisi iizerindeki etkisi.

4.6. Nano Tasiyic1 ve Inhibitérlerin Floresan Mikroskop Géoriintiileri

Goriintiilemeler, ZEISS marka Observer.Z1 floresan mikroskopu kullanilarak
yapilmistir. Ekimler 48’lik plate kullanilarak yapilmistir. Kuyucuklardan besi yerleri
cekilip atildiktan sonra PBS ile yikama iglemi yapilmistir. Yikama islemi bittikten
sonra hiicrelerin kurumasi amaciyla 100 pl PBS eklenmis ve sonra goriinti
alimmustir. Gorilintli alimlarinda ortamda besi yeri olmamasi, daha uygun ve dogru
goriintiiler alinmasini saglar. Clinkii besi yerinin igerisinde de protein gibi floresan
etkiye sahip bilesenler olabilmekte ve bunlarda yanlis sonuglara neden
olabilmektedir.  Sekillerde  gosterilen  goriintiilerde  besi  yeri  ortamdan

uzaklastirilmistir.
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Sekil 4.33: Dynasore eklenmis levan kapli PLGA nano tastyict goriintiisii.

Sekil 4.34: Genistein inhibitori eklenmis levan kapli PLGA nano tastyici goriintiisti.
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Sekil 4.35: Chlorpromazine inhibitorii eklenmis levan kapli PLGA nano tasiyict goriintiisi.

Sekil 4.36: Cyclodextrin eklenmis levan kapli PLGA nano tastyict goriintiisii.
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Sekil 4.37: Sadece levan kapli PLGA nano tastyict goriintisii.

4.7. Tartisma

Tablo 4.4: inhibitérler ve Etki Ettigi Yolaklarm Ozeti

INHIBITOR iSMi ETKI ETTIGI YOLAK
DYNASORE Klatrin aracilikli endositoz
GENISTEIN Kaveola aracilikli endositoz
CYCLODEXTRIN Klatrin aracilikli endositoz
CHLORPROMAZINE Klatrin aracilikli endositoz
EIPA Pinositoz

Tablo 4.4°te, calismamizda kullanilan gesitli inhibitorlerin inhibe ettikleri hiicre i¢ine
giris yolaklar1 verilmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda dynasore, genistein,
cyclodextrin ve chlorpromazine inhibitorlerinin en ¢ok selilloz kapli PLGA nano

tastyicisinin hiicre i¢ine girisini inhibe ettigi gdzlemlenmistir. Tablo 4.4’te goriildigii

56



gibi bu dort inhibitoriin klatrin ve kaveola aracilikli endositozu inhibe ettigi
bilinmektedir. Buradan yola ¢ikarak seliilloz kapli PLGA nano tasiyicisinin kaveola
ve klatrin aracilikli endositozla hiicre igine giris yaptig1 anlasilabilir. Sekil 4.27°de
goriildiigii gibi, EIPA inhibitérii en ¢ok levan kapli PLGA nano tastyicisinin hiicre
icine girisini inhibe etmistir. Tablo 4.27°de goriildiigii gibi EIPA inhibitdrii makro
pinositoz yolagini inhibe eder. Buradan levan kapli PLGA nano tasityicisinin makro
pinositozla hiicre igerisine alindigi anlasilabilir. Diger taraftan, kaplanmamis ve
sadece FITC isaretli PLGA’nin hiicre i¢ine girisi sekil 4.30°da gosterildigi gibi en
¢ok chlorpromazine ve EIPA inhibitdrleri tarafindan inhibe edilmistir. PLGA nano
tagtyrcisinin  klatrin aracilikli endositoz ve pinositoz araciligiyla hiicre igerisine

girdigi anlagilmaktadir.

Tablo 4.5: Calismamiz Sonucunda Elde Edilen Nano Tastyicilar Ve Inhibitér Iliskisi

Nano Tasiyiel ismi Etkili Olan inhibitor Ismi ~ Inhibe Edilen Yolak
Levan Kapli PLGA EIPA Pinositoz
Dynasore, chlorpromazine, Klatrin ve Kaveola
Seliiloz Kapli PLGA ] o .
cyclodextrin, genistein aracilikli endositoz

Klatrin aracilikl

FITC lsaretli PLGA Chlorpromazine, EIPA _ o
endositoz, Pinositoz

Daha 6nce yapilan calismalarda da bizim elde etti§imiz sonuglara benzer sonuglar
elde edilmis ve benzer teknikler uygulanmigtir. Bannunah ve arkadaglart [91],
“Mechanisms of Nanoparticle Internalization and Transport Across an Intestinal
Epithelial Cell Model: Effect of size and Surface Charge” adli g¢alismalarinda,
mevcut tez ¢alismasinda kullanilan ayni inhibitorleri Caco-2 hiicre hatt1 iizerinde
kullanmiglardir ancak bu ¢alismada ¢esitli metal nano-partikiiller kullanilmistir ve
calismamizin aksine polimerik nano-tasiyict kullanilmamistir. Makalede +4 C
derecede tiim yolaklarin endositoz kapasitesinin diistiigli belirtilmistir. Klatrin
inhibitorii olan Chlorpromazine’nin varliginda hiicre igerisine giris anlaminda
%46°lik bir oran gostermistir. Na/K iyonlar1 lizerinde etki gdstererek pinositozu
inhibe eden EIPA inhibitérii de %42’lik giris gdstermistir. Metil B siklodekstrin

inhibitdriiniin varhiginda %38’lik bir oran gozlemlenmistir. Dynasore inhibitorii
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acisindan bakildiginda pozitif yiiklii nano tastyicilarin girisini %40 negatif olanlarin
da %70 azalttig1 gézlemlenmistir. Genistein inhibitori incelendiginde, bu inhibitoriin
negatif yiiklii nano tasiyicilarda etkili oldugu ve %50 inhibisyon oraninin oldugu
gosterilmistir. Ayrica makalede negatif ve pozitif yiiklii nano tasiyicilarin hiicre
icerisine girise etkisi de kiyaslanmistir. Bu makale ile mevcut ¢alismamizda farkli
hiicre hatt1 kullanilmis olsa da benzer sonuglar alinmistir. Pozitif yiikli nano
tastyicilarin hiicre i¢ine alimi negatif yiiklii nano tasiyicilara gore daha fazla olsa da
toksisiteleri de negatif yiiklii nano tasiyicilara gore daha fazladir. Ayrica pozitif
yiiklii olan nano tastyicilarin hiicre igerisine girisinde doz, 6nemli etkiye sahiptir.
Nano partikiil toksisite caligmalart MTS assay kit kullanilarak yapilmistir. Gratton ve
arkadaslarinin “The effect of particle design on cellular internalization pathways”
adli calismalarinda [92] HeLa hiicreleri ve mevcut ¢alismamiza benzer olarak
genistein, dynasore, chlorpromazine, Metil [ siklodekstrin inhibitorlerini
kullanmislardir. Genistein ve dynasore inhibitorleri benzer inhibisyon izleri
gostermistir. Bu makalede nano tasiyicilarin yiiklerinden ziyade sekilleri 6n plana
cikarilarak c¢alismalar yapilmistir. Dynasore ve chlorpromazine inhibitorleri
acisindan bakildiginda, 150 nm silindirik yapilarin giris miktarlart %70, 200 nm
olanlar i¢inde %60 oraninda inhibisyon seviyesi gostermislerdir. Genistein ve Metil 3
siklodekstrin inhibitorleri, kaveola aracilikli endositoz inhibisyon oranlarina
bakildiginda 150nm ve 200 nm i¢inde %60’lik inhibisyon gdézlemlenmistir. Tiago
dos Santos ve arkadaslarinin “Effects of Transport Inhibitors on the Cellular Uptake
of Carboxylated Polystyrene Nanoparticles in Different Cell Lines” adl
calismalarinda da bizim makalemizde kullanilmis olan inhibitérlerden genistein ve
chlorpromazine inhibitorlerini kullanmislardir. Hiicre hatti olarak, A549 insan
akciger adenokarsinom hiicre hatti, HeLa ve 1321N1 insan beyin tiimorii hatti
kullanmiglardir. Nano pargacik olarak PLGA yerine, karboksil grubu eklenmis
polistiren kullanmiglardir. Bu makalede elde edilen sonuglara gore; Chlorpromazine,
40 nm olan nano pargacigin igeri alinmasinda inhibisyon seviyesi 1321N1 hiicre hatt1
icin %47+1, 200 nm olan i¢in de %69°dur. A549 hiicre hatt1 agisindan bakildiginda,
40 nm i¢in %2348, 200 nm ic¢in %43+5, HelLa i¢in de 40 nm i¢in %23=+1, 200 nm
icin de %26+1 inhibisyon oran1 gostermistir. Genistein inhibitorii i¢in, 40 nm olan
nano parcacigin iceri alinmasinda inhibisyon seviyesi 1321N1 hiicre hatt1 igin

%1943, 200 nm olan i¢in de %33+2dur. A549 hiicre hatt1 a¢isindan bakildiginda, 40
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nm i¢in %24+3, 200 nm i¢in %50+10, HeLa i¢in de 40 nm i¢in %7+1, 200 nm i¢in

de %30+7 inhibisyon orani gostermistir. NP alimini flow sitometre ile yapilmustir.

Mevcut c¢alismamizda gosterildigi gibi (Tablo 4.4 ve 4.5) PLGA nano miselleri
kaplanmadan 6nce hiicre i¢ine klatrin aracilikli endositoz ve pinositoz yolaklarindan
giris yapmaktadir. Bu nano tasiyicilar Levan ile kaplandiginda hiicre i¢ine sadece
pinositozu kullanarak girmekte olup, selliilloz kaplanmasi ile bu yolak tamamen devre
dis1 birakilip kaveola ve klatrin aracilikli endositoz devreye girmektedir. Yukarida
bahsedildigi gibi klatrin aracilikli endositoz hiicre igine girisi hedefli hale getiren
0zel bir yolaktir. Klatrin aracilikli endositoz hiicreye ve hedefe 6zel bir yolak iken,
pinositoz hiicrenin klatrin ve kaveol olmadigi zaman kullandig1 bir yolaktir. Bu
noktadan hareketle, levan kapli PLGA nano misellerinin spesifik olmayan hiicre
icine giris yolagmi kullandigini, selliiloz kapli PLGA nano misellerinin ise hiicre
icine girigi olduk¢a diizenli ve hedefli hale getirdigini sdylenebiliriz. Bu olay,
selliilozun yapi-taslart olan glukozun hiicre tarafindan tanindigini, levan’in yapi-tasi
olan friiktozun ise hiicre tarafindan taninmadigini1 gosterebilir. Diger taraftan levanin
suda ¢oziiniir bir biyo-polimer oldugunu gz éniinde bulundurursak, nano-partikiiliin
etrafin1 kaplayan levanin su tuttugunu ve hiicrenin su damlalarini igeri alma yontemi

olan pinositozu kullanmasina sebep oldugu sonucuna varabiliriz.
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5. SONUC VE ONERILER

Farkli kaplama hidrokarbonlari ile hazirlanan PLGA nano tasiyicilarinin hiicre igine
giris yolaklar1, her bir yolagin 6zel inhibitérii kullanilarak incelenmistir. Oncelikle
hazirlanan selliiloz ve levan kapli PLGA nano tasiyicilarinin toksisitesi, akabinde
inhibitor toksisiteleri ol¢iilmiistiir. Bu dlgiimlerden sonra her bir nano tastyicinin
hiicre igine giris icin ihtiyact olan siire tespit edilmistir. Bu baslangic deneyleri
sonucunda toksik olmayan nano-tasiyici dozu ile toksik olmayan inhibitér dozu
kullanarak, optimize silirede her bir nano tastyicinin hiicre icine giris yolagi
incelenmistir. Bunun i¢in FITC ile isaretli PLGA polimeri kullanilmis ve hiicre igine

giris yapan FITC miktar1 sogurma siddetinin dl¢iilmesi ile dl¢iilmiistiir.

Hiicre yiizeyinde, ayni anda isleyen bircok endositoz yolu vardir. Yeni molekiiler
genetik ve goriintiileme araclarinin ortaya c¢ikmasiyla birlikte, bir hiicrenin farkl
yollardan endositoz yapabilecegi anlagilmistir. Bu tez ¢aligmasinda, klatrin ve kaveol
aracilikli endositoz ile pinositoz yolaklar1 incelenmistir. Burada 6ncelikle, Klatrin ve
kaveol gibi hiicre yiizeyinde belirli proteinlere ihtiyag duyan endositoz yolaklari
incelenmis, daha sonra 6zel proteinlerin yoklugunda isledigi bilinen pinositoz yolagi
ele alinmistir. Bu yollarin plazma membran alaninin ve geriliminin diizenlenmesinde
onemli roller oynamast ve ayrica hiicre gocli sirasinda membraninin
kullanilabilirligini kontrol etmesi onemlidir. Klatrin aracilikli endositoz hiicreye
materyal aliminin baskin bir paradigmasidir. Bunun yaninda klatrin ve ona baglh
molekiiler mekanizmay1 kullanmayan birka¢ endositik yolak, klatrin bagimsiz
endositik yollar olarak taninmaya baslamistir. Bu yollardan bazilar1 temel yolak
niteligindedir, digerleri ise belirli sinyallerle tetiklenir ve hatta patojenler tarafindan
ele gecirilir. Baz1 nano tastyicilarin hiicre igine girisi patojenleri taklit eder. Ayrica
bu yolaklar, endositik vezikiil olusumu mekanizmalar1 ve kinetikleri, ilgili molekiiler

mekanizmalar ve kargonun varis yerleri agisindan farklilik gosterirler.

Bu tez caligmasinda kaplanmamis PLGA nano-tastyicisinin spesifik olmayan
yolaklardan hiicre igine girisi tespit edilmis iken, selliiloz ile kaplanmanin endositoz

yolagini klatrine bagimli ve 6zel hale getirdigi anlagilmistir.
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Kanser tiimoriinli hedefleyen tedavilerde nano-tasiyicinin i¢indeki ilag molekiiliiniin
hiicre i¢ine spesifik yoldan giris yaptigindan emin olmak ve DNA iizerinde etkisini
maksimuma ulastirmak biiyiik 6nem arz etmektedir. Bunu saglayan klatrin aracilikli
endositoz en ideal yolak olup, ¢alismamizfa selliiloz kapli PLGA nano-miselleri

tarafindan saglanmigtir.

fleri calismalarda kemoterapotik ajan tasiyan ayni nano-tasiyicilarla calisarak,
selliloz kapli PLGA nano-tasiyicisinin  gercekten daha etkili olup olmadig
arastirtlabilir. Bunun yaninda bu in vitro ¢alismada kullanilan tiim nano tasiyicilar
ayni floresans isaret ile in vivo olarak kullanilip, canli viicudunda kanser tiimdriinde

birikim oranlar1 incelenebilir.
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