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OSTEOSARKOMA YONELIK YENI BiR POLIMERIK ILAC TASIYICI
SISTEMIN SENTEZI VE SITOTOKSIK ETKINLiGINIiN
DEGERLENDIRILMESI

OZET

Osteosarkom, genglerde goriilmesi, sagkalim siiresinin diisiik olmasi ve kullanilan
antikanser ilaglarin yan etki profilinin yiiksek olmasi sebebiyle cogunlukla tedavisi zor
bir hastaliktir. Mevcut kemoterapdtiklerin  kullanimindaki  sinirlamalar  agmak
amaciyla bu proje bilinen antineoplastik bir ajan olan cisplatin i¢eren bir ilag tasiyici
sistem (ITS) formiilasyonunun gelistirilmesi {izerine yapilacaktir. iTS’ler son yillarda
yogun bir sekilde calisilan, multidisipliner bir alan olarak, akilli ila¢ tasarimlarinda
onemli rol oynayan teknolojilerdir. Ozellikle kanser ¢esitlerine yonelik konvansiyonel
ilaglarin tedavi basarisin1 arttirmak i¢in lipozom, misel, polimer, jel, altin
nanoparcacik, niozom, kati lipid nanopartikiil, dendrimer, nanokapsiil gibi ¢esitli
sistemler gelistirilebilmektedir.

Bu c¢alismada tasarlanan ilag tasiyict sistem i¢in kopolimerik misel yapisi
olusturacaktir. Polimerde 1,1-di-tert-butil-3-(2-(metakriloyloksi)etil)-butan-1,1,3-
trikarboksilat (MAETC) monomeri araciligiyla hem ilacin biyoyararlaniminin
arttirtlmas1t hem de cisplatin ilag molekiiliinii tagimasi, ikinci monomer olan 3-
(trimetilsillil)  prop-2-in-1-i1  polimetakrilat (TMSpMA) monomeri ucuna
hedeflendirici peptid molekiilii eklenmesi, 2-hidroksi etil metakrilat (HEMA) ile
hidrofilik 6zellik kazandirilmas1 ve neticede kendiliginden misel olusturacak bir
sistemin gelistirilmesi planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: cisplatin, ila¢ tasiyici sistem, kemik hedefli peptid, misel,
osteosarkom
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SYNTHESIS OF A NEW POLYMERIC DRUG DELIVERY SYSTEM FOR
OSTEOSARCOMA AND EVALUATION OF ITS CYTOTOXIC ACTIVITY
SYNTHESIS OF A NEW POLYMERIC DRUG DELIVERY SYSTEM FOR
OSTEOSARCOMA AND EVALUATION OF ITS CYTOTOXIC ACTIVITY

SUMMARY

Osteosarcoma is a difficult disease to treat due to its occurrence in adolescents, low
survival time and high side effect profile of anticancer drugs used. In order to
overcome the limitations in the use of existing chemotherapeutics, this project will be
carried out on the development of a drug delivery system (DDS) formulation based on
cisplatin, a wellknown antineoplastic agent. DDSs, as a multidisciplinary field that has
been studied intensively in recent years, are technologies that play an important role
in smart drug designs. Various systems such as liposomes, micelles, polymers, gels,
gold nanoparticles, niosomes, solid lipid nanoparticles, dendrimers, nanocapsules can
be developed to increase the treatment success of conventional drugs, especially for
cancer types. The drug designed in this study will create a copolymeric micellar
structure for the delivery system. It is planned to increase the bioavailability of the
drug and carry the cisplatin drug molecule through the 1,1-di-tert-butyl-3-(2-
(methacryloyloxy)ethyl)-buthane-1,1,3-tricarboxylate (MAETC) monomer in the
polymer, to add a targeting peptide molecule to the end of the second monomer, 3-
(trimethylsillyl) prop-2-in-1-yl polymethacrylate (TMSpMA), to gain hydrophilic
properties with 2-hydroxy ethyl methacrylate (HEMA), and ultimately to develop a
system that will form micelle with self-assembly.

Keywords: cisplatin, drug delivery system, bone targeting peptide, micelle,
osteosarcoma,
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1. GIRIS - OSTEOSARKOM ve iLAC TASIYICI SISTEMLER

Cagimizin en 6nemli saglik problemlerinden biri olan kanser, uzun zamandir tip ve
ilag arastirmalarinin odak noktasi olmus ve multidisipliner bir ¢alisma alani olarak
yerini korumaktadir. Kemik kanserlerine yaygin olarak miyeloma, lenfoma ve 16semi
gibi kemik iligi odakli veya sekonder kanser olarak baska bdlgelerden metastaz olmus
timorler seklinde rastlansa da, nadir olarak osteosarkom, Ewing sarkoma ve
kondrosarkomanin arasinda bulundugu primer kemik kanserlerine de rastlanmaktadir.
Diger kanser tipleri arasinda %1-2 lik bir dilimi kaplayan ender bir tiir olan primer
kemik kanserleri yliksek morbidite ve mortaliteye sahiptir [1]. Sarkomalar genel olarak
kemik, kikirdak ve bag dokularindan kdken alan cesitli mezenkimal maligniteleri
igerir. Hastalarda agrisiz ve hafif bir tablodan ¢ok daha agresif ve metastatik karakterli

genis bir skalada goriilebilen oldukga heterojen yapili bir tiimor grubunu temsil eder
[2].

Bir primer kemik kanseri olan osteosarkom tiim kemik kanserleri arasinda her {i¢
vakadan ikisinde goriilmesi ile en sik rastlanandir. Bliylime ¢agindaki ¢ocuklarda daha
yuksek oranda rastlansa da daha ileri yaslarda ve cesitli sendromlar esliginde de
goriilebilmektedir. Cocuk kanserlerinin yaklasik tigte biri osteosarkomdur. Ké6tii huylu
primitif mezenkimal hiicrelerin osteoblastlara diferansiye olmasina bagl olarak kotii
huylu kemik matriksi olusur. Bu neoplazmik olusumlara bagli olarak kemik
fizyolojisinin ve kemik yapim-yikim dongiisiiniin bozulmas1 hematolojik sistem,
mineral homeostazisi, anatomik denge ve hayat kalitesi gibi ¢esitli faktorlere direkt
etkisinden otiirli oldukga ciddi riskler tasimaktadir. Herhangi bir kemikte ortaya
cikabilse de %60 oraninda distal femur, proksimal tibia ve proksimal humerusta
goriiliir. Bunun sebebi ise biiyiime plakalarinin bu kemiklerde aktif olarak boy uzamasi

ve yeni kemik olusumundan sorumlu olmasidir. Gene ayni1 sebeple kiz ¢ocuklarinda



12 yas, erkek cocuklarinda 16 yas civari bu biiyiime plakalarindaki hiicrelerin ¢ogalma
hizindaki artigsa bagli olarak mutasyona acgik bir yapt meydana gelir ve osteosarkom

insidansi bu yaslarda en biiyiik piki yapar [1].

Geleneksel olarak cerrahi miidahale ile tedavisi sart olsa da neoadjuvan tedavinin
gerekliligi kabul edilmektedir. Bu amagla neoadjuvan olarak kullanilan klasik
doksorubisin, cisplatin, ifosfomid ve yliksek doz metotreksatli tedavi semalar1 ne
kadar tiimor dokuyu kiigiilme ve metastaz1 6nleme agisindan basarili olsa da, yan etki
profilinin ciddi kalici komplikasyonlara sebep olmasindan otiirii kemoterapide doz
kisitlayict bir faktordiir. Bunun Oniine gegcmek amaciyla gelistirilen ve iizerinde
calisilmaya devam eden, akilli sistemler ile ilaglar daha etkili bir sekilde hastalikli

dokulara ulastirilmakta ve tedavi basarisi arttirilmaya calisilmaktadir.

1.1 Tezin Amaci

Mevcut konvansiyonel tedavilerin hasta sagkalim siiresini yeterince uzatamamasi,
hastada yiiksek yan etki ve organ yetmezIligi oranlar1 goriilmesi ve hastaliga yeni bir
¢Oziim sunmamasindan Gtiirii osteosarkom ile basa ¢ikmakta yetersiz kalmaktadir.
Mevcut engelleri asmak, bilinen kemoterapotikleri iyilestirmek amaciyla tasarlanan
ilag tasiyici sistemler bilinen molekiillerin farmakokinetik performansini arttirmak
acisindan 6nem tagimaktadir. Bu calismada yenilikgi bir ilag tasiyici sistem ile mevcut
kemoterapétik ajanlarin daha etkili bir sekilde hastaliga yonlendirilmesi, bu sekilde

ila¢ yan etkilerinin azaltilmas1 ve tedavi basarisinin arttirilmasi amaglanmaktadir.

1.2  Osteosarkom

1.2.1 Osteosarkom hakkinda genel bilgi

Osteosarkoma g¢ogunlukla biiylime ¢agindaki gen¢ bireyleri etkileyen mezenkimal
doku kokenli malign bir kemik tlimoriidiir. Tiim primer kotli huylu kemik tiimorleri
arasinda %20 lik dilimi kapsayan en sik rastlanan gesitlerindendir. En sik goriildiigii
dokular uzun tiibiiler kemiklerden proksimal humerus, distal femur, proksimal tibia,
diz eklemi c¢evresi iken, nadiren de daha Oliimciil seyreden aksiyal iskelet
osteosarkomu olmak iizere omurga pelvis veya sakrum bdolgelerinde de rastlanabilir
(Sekil 1.1). Hastalik lokalize olmus agri, yan bolgelerde sislik ve eklemde hareket
zorluklariyla ve patolojik kiriklarla karakterize birtakim semptomlar ile baslangi¢
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gosterir. Mikrometastazin ¢ok sik goriilmesinden 6tiirli vakalarin yaklagik tamaminda
bu semptomlar goriilmeden 6nce zaten kemik dokudan akciger, lenf nodlar1 ve diger

kemiklere metastaz yapmaktadir [3,4].

Sekil 1.1 : Osteosarkom iskelet sisteminde en sik dagilim gosterdigi anatomik
bolgeler. Biiylimenin yogun oldugu Femur ve humerus basi basta olmak {izere
mandibular, ve pelvis bolgesi kemiklerinde de rastlanabilir.

Hastaligin sebepleri kesin olmamakla birlikte ilintili bulundugu temel patolojik
durumlar siklikla kompleks genetik mutasyon kaynaklidir. Genom bozuklugu,
andplodik kromozomal degisimler, tiimdr baskilayici genlerinin azalmasi, DNA
onarim mekanizmasindaki bozukluklarda kansere doniisiim siklikla goriiliir [4]. Buna
ek olarak retinoblastoma ile ortak olan 13q14 geninde ve Li-Fraumeni sendromunda
goriilen 17pl13 gen mutasyonlarinin birikiminin osteosarkoma sebebiyet verdigi
bilinmektedir [3].

Kemik histolojisi ve kemik hastaliklar1 caligmalarinda kullanilan in vitro hiicre kiiltiiri
modelleri, kemik tiimorii hatlar1 (ROS 17 / 2.8 veya UMR 106; insan MG-63 veya
SAOS-2) veya primer kemik hiicre kiiltiirleri (MC3T3-E1, UMR 201 ve RCJ hiicre

hatlar1) kdkenli klonal hiicre hatlarindan olusur. insan osteosarkomlarindan tiiretilen



osteoblastik hiicre modelleri arasinda SAOS-2, OHS-4, TE-85, MG-63, KPDXM ve
TPXM bulunur [5]. Literatiirde en sik ¢alisilan osteosarkom hiicre hatti SAOS-2, diger
adiyla sarkom osteojenik, 1973 yilinda Fogh ve arkadaslar1 tarafindan primer
osteosarkomundan tiiretilen bir hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, kemik kanseri tedavisine

yonelik yeni aragtirmalari test etmek i¢in kullanilan yaygin in vitro modelidir.

1.2.2 Patofizyolojisi

Kemik doku genel olarak organlarin korunmasi, kan hiicreleri iiretilmesi ve ¢esitli
hormonlarin regiilasyonuyla gorevli protein (6r: kolajen), lipit ve ¢esitli minerallerden
olusan bir matriksten meydana gelen kompozit yapida 6zellesmis bir bag dokusudur.
Icerisinde kalsiyum ve fosfattan olusan hidroksiapatit isimli mineral yapt mevcuttur.
Temel olarak kemik dokuda ¢ tip hiicre bulunur: osteosit, kolajen iiretiminden
sorumlu osteoblast, kemik dokunun yikimindan sorumlu olan osteoklast. Osteoblast
ve osteoklast arasinda RANKL niiklear faktor kappa-B ligandi araciligiyla tetiklenen
kemik matrisin yapim ve yikim dongiisii (bone remodelling) meydana gelir. RANKL
proteininin asir1 ifade edilmesi durumunda genellikle dejeneratif kemik hastaliklar
meydana gelmektedir [6].

Osteoblast, mineralize olacak matriksi {retir. Daha sonra mineralize matriks,
programli bir sekilde osteoklast tarafindan yikilir. Bu dongii lokal faktorler ve sistemik
hormonlar tarafindan kontrol edilir. Hormonlar, sentezi baslatir, hiicresel
metabolizmay1 kontrol ederler ve hiicre ylizeyindeki reseptorler lizerinden osteoblast
ve osteoklastlarin replikasyonunu diizenlerler. Mekanik stresleri de igeren lokal
faktorler ise parakrin salgilar sayesinde osteoklastogenezisi indiikliyerek
remodelasyon islevini baglatirlar. Remodelasyonun sonucunda kemigin mineral
komponentinin ve organik matriksinin homeostazi saglanir.

Osteosarkomun siniflandirilmasi kanserin lokasyonunu hiicre tiplerini ve tiimdriin
derecesine gore degismektedir.

Kemik dokuya yonelik nanosistemler arasinda dokuya uyumlulugu agisindan en
yaygin olarak iskeleler, kemik dolgulari, hidrojeller, kompozitler, metal veya polimer

bazli nanopargaciklar tercih edilmektedir [6].



1.2.3 Epidemiyolojisi

OS 'un yillik 6liim oranmin 25 yas alt1 bireyler i¢in milyonda 4,4 ve tiim yaglar icin
milyonda 3,1 oldugu tahmin edilmektedir. Hastalarin %35'inde teshis sirasinda
lokalize OS go6zlenirken metastaz riski ge¢ teshis edilmis olan hastalarda daha
yiiksektir. Cesitli radyografik teknikler arasinda X-is1m1 bilgisayarli tomografi
manyetik rezonans goriintiileme, pozitron emisyon tomografisi siklikla kullanilirken

bilgisayarli tomografi en ¢ok tercih yontemdir [4].
1.2.4 Mevcut tedaviler

1970'lere kadar rutin tedavi uzuv amputasyonu iken, operasyon sonrasi 5 yillik sag
kalim %20'den azdi. 1980'lere dogru cerrahi tekniklerin gelismesi, neo ve adjuvan
tedavi olarak kemoterapotik ilaglarin ve radyoterapinin eklenmesi ile kayda deger
gelismeler yasanmistir. Simdilerde tam amputasyon yerine eklem kurtarma tedavisi
yeni cerrahi yaklasim olarak kliniklikte yerini almistir ve 5 yillik sagkalim %80’lere
ulagmistir. 1990'lara geldiginde yeni bir yaklagim olan gen terapisi yiikselise ve kok

hiicre tedavileri ise popiiler bir tedavi arastirma konusu olmaya devam etmektedir.

Tedavi stratejileri genellikle operasyon Oncesi kemoterapi operasyonla etkilenen
bolgenin veya uzvun kismi/tam amputasyonu ile tiimor bolgenin alinmasi ve
devaminda kemoterapi ve radyoterapi ile desteklenmesiyle tiimorii dnlenmesine
dayanir. Kemoterapi alinmadan yapilan cerrahi girisimlerin basar1 yiizdesi %20 iken
kemoterapi ile kombine edildiginde %70'lere ulasmaktadir. Ancak kemoterapinin bu
basarist ciddi kardiyotoksiksik, nefrotoksik ve ototoksik yan etkilerinden Otiirii
golgelenmekte, dolayisiyla tedavi siklikla yarim kalmaktir [4].

Meme ve prostat kanseri gibi belirli baz1 kanserlerde kemik dokuya metastazla siklikla
karsilagilir. Diger kanserlerin kemik dokuya metastazi siddetli agri, patolojik kiriklar,
kemik iligi aplazisi, hiperkalsemi ve morbiditeye sebebiyet veren major risk tasiyan
bir durumdur. Tedavide kemoterapi tercihi olarak en sik kullanilan ajanlar
bifosfonatlar, tetrasiklinler, denosumab, cabozantinib iken bir diger tedavi segenegi de
radioterapi veya ablasyondur. Cerrahi tedavi tiimoriin hayati risk olusturmasi gibi

istisnai durumlar haricinde nadiren tercih edilir. Konvansiyonlar kemoterapdtiklerin



yetersiz kaldig1 noktada nanoteknolojik gelismeler teshis ve tedaviye destek
saglayabilmektedir.

1.2.5 Cisplatin

Metalik yapili ilaglar, 6zellikle platin bilesikleri, yumurtalik, meme, mesane, bas,
boyun, testis ve akciger gibi ¢esitli tlimorlere karsi yaygin klinik kullanimi olan
antikanser ajanlardir (Sekil 1.2). Cis-diklorodiaminplatin (II) (CDDP) ve karboplatin
gibi platin bazl ilaglar tedavide tek basina veya diger kemoterapotiklerle kombine
olarak uygulanabilir. Konvansiyonel CDDP uygulamasi kanser dokularinda diisiik ilag
dagilimina, saglikli dokularda ise istenmeyen birikime yol agmaktadir. Bu nedenle,
CDDP'nin yan etkilerini ortadan kaldirmak ve mevcut farmakokinetik 6zelliklerini
tyilestirmek i¢in etkili stratejiler gerekmektedir. CDDP’nin ilag tasiyici sisteme
entegre edildigi literatiir calismalarinda c¢ogunlukla, polimerik nanopartikiil
formiilasyonlarina odaklanildig1 goriilmektedir. Biyouyumlu polimerik bir sistemle
tasindiginda CDDP’in hedefe yonelik, yan etkileri minimuma indirilmis, daha efektif

bir antikanser ila¢ tedavisi olmas1 miimkiin gériinmektedir [6].

Cl, . NHj
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Sekil 1.2 : Cisplatin molekiiler yapisi.

Halihazirda cisplatin ile yapilan bir¢ok nanoformiilasyon ¢alismasinda onceki
basliklarda da bahsedildigi lizere, farmakokinetik Ozelikleri iyi bilinen bir ilag

izerinden yeni sistemlerin tasarlanmasinin basarili olma potansiyeli ytiksektir [8 -13].

1.2.6 Kemik hedeflendirme

Kemik tiimorleri metastaz yapma meyilli, yiiksek morbidite ve mortaliteye sebep olan
bir kanser olarak bilinir. Cesitleri cok olmakla birlikte hepsi benzer mekanizmalarla
tiimdrlesen osteoklast ve osteoblast hiicreleri barindirir. Hastaligin ilerlemesini ve
yayilmasini durdurmak i¢in hem bu hiicrelerin 6zelliklerini ve metastaz altinda yatan
mekanizmalarini, hem de tiimor bolgesine ait mikro-¢evre kosullarini iyi anlamak

gerekmektedir. Tim bu parametrelerin degerlendirilmesiyle tedavi amaciyla
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hedeflenecek noktalara karar verilmesi ve bunlara yonelik stratejiler gelistirilmesi
gerekmektedir. Tablo 1.1° de kemik dokudaki hedef yapilar ve bunlara kars1 aktif
ligandlarin bir listesi bulunmaktadir [14]. Bu ligandlardan bazilar1 kendi basina da ilag
etkin maddesi olarak klinikte kullanilabilir veya sadece hedeflere afinite gosterdigi igin

bir ilag tagiyict sistemi oraya yonlendirmek amaciyla kullanilabilir.



Tablo 1.1: Kemik doku tlizerindeki ¢esitli hedefler.

Hedef

Gorev

Ozellik

Ajan

kalsiyum fosfat kristalleri
(hidroksiapatit)

RANK Proteini

mTOR
¢-Src (tirozin kinaz)

Androjen

Proteozom
Katepsin K

Integrin

Vimentin
Timoral DNA

Hiicre dis1 matriks

Transmembran
proteini

Enzim

Hiicreler arasi sinyal
iletimi
Hiicre igi sinyal
iletimi

Enzim

Hiicreler arasi
baglant1 proteini
Interprotein filamenti

Genetik mutasyona
bagli timor olusumu

Kemik dokuya 6zgii mineral

osteoprotegerin ligandi ve

osteoklast farklilagsma faktorii

Kinaz proteini

Membran Proteini

Steroidal Hormonlar

Enzim

Osteoklast aktivitesi i¢in
gerekli bir enzim
Hiicre baglayict membran
proteini
Sitoskeletal protetin
Mutasyon

Bifosfonatlar (Alendronat,
Zolendronat vb.)

Denosumab (Anti RANKL
antikoru)

Rapamisin

Enzalutamid (inhibitor)

Bortezomib (inhibitor)
Balicatib (inhibitor)

Cesitli peptidler
DNA sentezini inhibe eden
ajanlar (Antrasiklinler, Platin
grubu ajanlar vb.)




Kemik hastaliklarina uyarlanan nanosistemler genis bir ¢alisma alan1 olmakla birlikte
ilac tastyict sistemler agisindan dnemli bir aragtir. Kemik dokuya spesifik organik ve
inorganik yapisal Ozelliklerden oOtiirii 6zglin sistemler tasarlanabilmekte, ilag
farmakokinetigi diizeltilebilmekte ve doku hedeflendirme yapilabilmektedir. Nano
boyutlu sistemler hiicre zarindan kolay gecis 6zelligi gostermek, ilaglarin etkili
taginmasi, absorpsiyonu arttirmak, ila¢ ¢oziiniirliigiinii artirmak, kimyasal stabiliteyi
arttirmak, yiizeyi modifiye edilebilir olmak gibi birtakim 6zelliklere sahiptir. Ilgili
hastaliga gore istenen Ozelliklerde bir yapi tasarlanabilir.

Nanoteknoloji ve nanomalzeme biliminin gelismesi ile medikal ve farmasdtik
uygulamalarla ilgili arastirmalar hizli bir sekilde devam etmektedir. Ancak bu
calismalarin klinik uygulamalari halen oldukc¢a sinirlidir. Avrupa (EMA) ve Amerika
(FDA) saglik otoriteleri tarafindan onaylanan bazi nanoformiilasyon Ornekleri
arasinda ilag¢ yiiklii lipozomal veya polimer bazli formiilasyonlar ile kemik dokuda
dolgu gorevi géren mineral bazli ¢imento materyalleri mevcuttur.

Yeni formiilasyon c¢alismalarimin klinige uygulanmasinda karsilasilan en biiyiik
engeller liretim asamasinda yasanan ya da yasanacak olan dlgek biiylitme (scale up)
ve maliyet problemleri, biyolojik ortam stabilitesi veya biyogiivenlikle ilgili bilgilerin
yeterli olarak aydinlatilamamasi, klinik caligmalari ciddi yatirnm gerektirmesi ve
ruhsatlandirma ¢alismalarinin uzun stirmesidir [6].

Teshis veya tedavi amaciyla kemik doku hedeflendirme basit veya karmagik molekiiler
yapilar araciligiyla yapilmast mimkiindiir. Bu yapilar klinikte kullanilan ilag
molekiillerinden, aminoasit ve peptid yapilarindan, daha biiyiilk aptamer ve

monoklonal antikor gibi yapilara kadar ¢esitlilik gosterir (Tablo 1.2).



Tablo 1.2 Kemik doku hedeflendirmesinde kullanilan ¢esitli ligandlar.

Ligand Yap1
Tetrasiklinler
C
| ]
Bifosfonatlar Q.
Aspartik Asit (Lineer veya Dendrimer) 0
/1 ., |
o e
OH :':
Peptid
- .
} .2 ]
SDSSD
Aptamer CH6 & A #

@ Adenine

QO Thymine
ol ad ® Gunine

@]

Cytosine

Ornegin tetrasiklin aslinda bir antibiyotik olmasina ragmen yan etki olarak kemik
dokuya baglanma meyillidir. Dolayisiyla tetrasiklin ve analoglar1 potansiyel
hedeflendirici molekiillerdir. Aspartik asit¢e zengin peptid yapilarinin kemik dokuya
ilgi gosterdigi bilinmektedir. Kemik rejenasyonu etkili ilag grubu bifosfonatlar,
pirofosforile kolesterol, poli(fosfoester) ler, poli(etilen sodyum fosfat) ve bitkisel
kokenli bir molekiil olan fitik asit fosfat yapilar1 barindirir. Fizyolojik pH'da, fosfat
gruplar1 kismen iyonize olur ve bu da kemikteki kalsiyum mineraline afinite gosterir

(Sekil 1.3).
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Sekil 1.3 : Fosfonat, karboksil ve oksijen gruplarinin fizyolojik pH da iyonlagmasina
bagli kemik dokudaki hidroksiapatit yapida kalsiyum iyonlari ile etkilesimi. A.
Bifosfonat analoglarinin iyonlagsmis yapisi ve hiroksiapatit igindeki kalsiyum ile
etkilesmesi B. Tetrasiklin iyonlagsmis yapist ve hiroksiapatit i¢indeki kalsiyum ile
etkilesmesi C. Aspartik asit amino asidinin iyonlagmis yapisi ve hiroksiapatit
icindeki kalsiyum ile etkilesmesi.

Bifosfonat molekiilleri ¢ift fosfonat gruplar1 sayesinde, HA {izerindeki iki disli
kalsiyum iyonlarina baglanma i¢in kritik 6neme sahiptir. Bunlar arasinda alendronat,
nanopartikiile entegre edildiginde kemikteki hidroksiapatit yapisina in vitro baglanma
ozelligi bakimindan ve in vivo kemik doku birikimi degerlendirmelerinde 2,5 ile 10
kat aras1 artig ortaya koymaktadir. Zoledronik asit yiiklii nanopartikiiller ile yapilan
calismada ise doku birikiminin 50 kata yakin artis gosterdigi gdzlenmistir.
Bifosfonatlarin tasiyici yapiya yiizey konjugasyonu ile kazandirilmasi neticesinde hem
hedeflendirme o6zelliginin hem de bifosfonatin kemik rezorpsiyonunu onleyici
aktivitesinin korundugu gézlenmistir.

Bifosfonatlar haricinde fosforca zengin diger bilesikler de kemik hedefli ajan olarak
kullanilabilir. Ozellikle bifosfonik iiniteler barindiran dendrimerler gibi polimerik
yapilar giiclii potansiyel gostermektedir. Ek olarak monofosfat yapilar da yogun olarak
polimer ylizeyine tutunduruldugunda bifosfonatlarda goriilen giiclii afiniteye yakin
performans gostermektedir.

Fosforlu bir diger yapt olan pirofosforile kolesterol de kemik hedefli lipozom
olusturmada, kullanilabilir. Fosfat monomerli polimerlerin (polifosfoester ve
polietilen sodyum fosfat) ise kendi basina kemik dokuyu hedefledigi bildirilmistir. Bu
baglamda fosfonatli ¢esitli bilesiklerin iyi bir segenek oldugu goriilmektedir.

Kemik doku hedeflendirmede kemik olusumu i¢in hiicre yiizeyini hedefleme, kemik
iligi hedefleme, tiimdr hiicrelerini hedefleme gibi ¢esitli taktikler peptit ve aptamer

gibi biyolojik molekiillerle de saglanabilmektedir. Bu amacla kullanilan aptamerlere
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ornek olarak CHG6; peptidlere RGD, (DSS)6 oktapeptidi , SDSSD, VATANST,
VNTANST, HA Pepl, 2 ve3 sayilabilir.

Kemik yiizeyini hedefleme amaciyla, kullanilan bazi peptidler serin (Ser, S) ve
aspartik asit (Asp, D) acisindan zengindir. Ornegin, kemik olusum yiizeyini
hedeflemek i¢in bir oktodekapeptid (DSS)6 veya SDSSD gibi kiigiik peptid sekanslari
tasarlanmigtir. Kemik dokuda hiicresel diizeyde osteoblastlar1 hedeflemek de kemik
heefleme i¢in alternatif bir segenektir. Ornegin kemik yiizeyinde osteoblastlara yiiksek
secicilik gosteren bir aptamer olan CH6’ nin gen tasiyict sistemlerde kullanilabildigi
bildirilmistir. Bir baska osteoblast se¢ici peptid ise pentapeptit SDSSD’dir [15]. Bu
peptid spesifik olarak osteoblast hiicrelerini hedeflemek agisindan oktodekapeptidden
(DSS) daha yiiksek hedefleme kabiliyetine sahiptir ve daha diisiik toksisite
gostermistir [16].

Kemik iligi hedefleme de bagka bir ligand yonlendirme stratejisidir. Notr yiizey
yiikiine ve kiigiik parcacik boyutuna sahip olan nanopartikiillerin kemik iliginde
birikme egiliminin yiiksek oldugu zaten bilinmektir. Bunun haricinde, vaskiiler
endotel hiicre (EC) ile salgilanan eksozomlarin da yiiksek kemik baglama ozelligi
oldugu bildirilmistir. 1484 amino asitlik gebelik zonu proteini (PZP), EC tarafindan
salgilanan bu eksozomlarca asir1 ifade edilir ve kemik iligindeki ilgili reseptorlere
baglanabilir. Bu nedenle, PZP, malign kemik tiimorlerine kars1 bir kemik hedefleyici
olarak kullanilabilir. E-selektin, 610 amino asitten olusan, kemik iligi endotelyumunda
eksprese edilen bir hiicre adezyon molekiiliidiir. Spesifik olarak timor
mikrobolgelerinde ifade edildiginden, ilaglarin kemik iligi endotelyumuna verilmesi
i¢in kullanilabilir.

Tiim6r hiicrelerini  direkt hedefleyen stratejiler tiimor spesifik over-eksprese
biyomarkerler ile miimkiindiir. Bu biyomarkerlerin primer hiicrelerden bulunmasi
yeterlidir ¢linkii sekonder kanserlerde de eksprese olmaya devam ettiginden tiimoriin
bulundugu tiim dokulara hedefleyebilir. Ornegin kemik metastatik prostat kanserini
hedeflemek i¢in prostat spesifik membran antijenini (PSMA) hedefleyen aptamerler
kullanilabilir. Benzer sekilde, insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii-2 kemik
metastatik meme kanserlerinde, HER2'ye karsi monoklonal bir antikor olan
trastuzumab  kullanilarak hedeflenebilir. Cogu kanser hiicresinde integrin
transmembran reseptorleri asir1 ifade edilir. Integrin B3, kemik metastatik meme
tiimorleri icin spesifik bir biyobelirte¢ olabilir. Integrin B3 ile spesifik olarak

baglanmis bir ligand olan kinolon, metastatik kemik tiimorlerine nanopartikiiller
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vermek i¢in kullanilabilir. Ayrica Tripeptid Arg-Gly-Asp (RGD) ve siklik RGD
(cRGD), giiglii integrin baglayici ligandlardir [15].

Osteosarkom gibi ortotopik kemik tiimorleri i¢in 6zgiin biyomarkerlar arasinda aktive
edilmis I16kosit hiicre adezyon molekiilii (ALCAM), farklilasma kiimesi 44 (CD44),
efrin alfa 2 reseptorii (EphA2), sialik asit, Ostrojen reseptorii gibi asirt ifade edilmis
yapilarin  ligandlart hedefleyici olarak kullanilabilir. Osteosarkoma yo6nelik
nanopartikiiller tasarlanan ¢esitli calismalarda kullanilan hedefleyicilere 6rnek olarak
anti-ALCAM, CD44 ligandi hyaluronik asit EphA2 ligandi dodekapeptid
YSAYPDSVPMMS verilebilir.  Literatiirde, osteosarkom hiicrelerine yonelik
hazirlanan Ostrojen ve lektin konkanav alin A ile dekore edilmis nanopartikiiller
mevceuttur [15]. Osteosarkomun metastaz ve niiksetmesine katkida bulunan kok
hiicreler, osteosarkom tedavisi icin kritik 6neme sahiptir. Diferansiyasyon kiimesi 133
(CD133), osteosarkom kok hiicreleri iizerinde asir1 ifade edilen spesifik bir
biyobelirtegtir. Nanoyapilar ile birlestirildigine CD133 aptamer, osteosarkom kok
hiicrelerine basarili bir sekilde terapdtik etki ortaya ¢ikarabilmekte ve proliferasyonu
inhibe edebilmektedir [18-20]. Dolasimdaki osteosarkomda hiicreleri, kemorezistans
ve timor metastazindan sorumlu olan bir fenotip olan CXCRI1’1 asir1 ifade eder. Bir
calismada cisplatini in vivo olarak dolagimdaki tiimor hiicrelerine iletmek i¢cin CXCR1
hedefleme peptidi olarak SAKELRCQCIKTYSKPFHPK tasarlanmistir. Altin
parcaciklarina konjuge edilmis PB aptamerinin hedefleme etkinligi in vivo olarak da
dogrulanmistir [20]. Ayrica yakin zamanda da iki yeni osteosarkom hiicre hedefleme
peptidi PPTHPPP ve PPSHTPT tanimlanmistir, ileri c¢alismalarda kullanilma

potansiyeli mevcuttur [17].

1.2.7 Osteosarkom hedeflemede kullanilan VNTANST ve benzer peptidler

Vimentin proteininin bir¢ok tiimor tipinde asir1 eksprese edildigi bilinmektedir ve
dogrudan epitelyal-mezenkimal (EMT) doniisimde rol oynamaktadir [22].
Tiimorlerde vimentin ekspresyonu ayrica artmis malignite ve timor metastazi ile de
iligkilidir [23]. Osteosarkom hiicrelerinin yiizeyinde de yaygin olarak eksprese edilen
vimentin, tiimor hedefleme 6zelliklerine sahip olan peptitler tarafindan segici olarak
baglanabilir. Literatiirde tiimor hedefleme amaciyla kullanilan farkli peptid yapilari
arasinda nispeten kiiciik koyutlu bir yap1 olan VATANST ve VNTANST sekansini
iceren peptidler ¢esitli tiimor tiplerinde yukari regiile edilen vimentine baglanir.

VNTANST gibi peptidler kullanilarak yapilan kemik hedefli ilag tasiyict sistem sayis1
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az olmakla beraber bu stratejinin etkili oldugu da ortaya konmustur. Bu peptidler
polimer yapisina siklikla maleimid bagi, tiyo-eter bagi gibi kimyasal bir baglanma yolu
ile katilmistir.

Liu ve arkadaslari, timor hedefleyici peptit takili, doksorubisin (DOX) yiiklii mPEG-
P (Phe-co-Cys) nanopartikiillerini, fenilalanin ve sistein amino asidinin halka agma
polimerizasyonu yoluyla olusturulmustur. Sentetik kopolimerlerin su ortaminda
poliamino asitlerle kendi kendine birlesmesiyle bu nanopartikiiller olusturulmustur.
Yeterli parcacik boyutuna, iyi biyouyumluluga, biyogiivenlige ve stabiliteye sahip
kiiresel nanopargaciklar elde edilmistir. Ilag salim stratejisi olarak nanopartikiildeki
difiilfit baglarinin osteosarkom mikro ortamindaki yiiksek glutatyon (GSH)
seviyelerinde pargalanmasi planlanmistir. Hazirlanan serbest DOX, mNPs/DOX ve
STP-mNPs/DOX"un sitotoksisitesi, MTT testinde CT26 hiicreleri kullanilarak
gosterilmigtir. mNP'ler/DOX ve STP-mNP'ler/DOX ile tedavi edilen grupta, GSH
iceren PBS c¢ozeltisi ile kiiltlire edilen hiicrelerin hiicre canliligi, tek basina PBS veya
BSO PBS ¢ozeltisi ile kiiltiirlenen hiicrelerinkinden 6nemli Ol¢lide daha diisiik
gbzlenmistir. Bu durum indirgeyici ortamda disiilfid baginin basariyla kirildig: ve
sitotoksisitenin arttig1 seklinde yorumlanmistir. Ayrica tiim gruplara kiyasla STP-
mNPs/DOX, GSH iceren PBS ortaminda CT26 hiicrelerine kars1 en iyi sitotoksisiteyi
gostermistir. In vivo caligmalarda ise in situ kolon kanseri fare modeli iizerinde
denenen nanopartikiillerde STP-mNPs/DOX ile tedavi edilen farelerin timor
boyutunun digerlerinden 6nemli Olgliide daha az oldugu goézlenmistir. Bu ¢alisma
neticesinde VATANST ile dekore edilmis DOX yiiklii nanopartikiillerin, geligmis
gecirgenlik, uzun dolasim siiresi ve aktif tiimor hedefleme 6zelliklere sahip oldugu ve
gelismis gegirgenlik ve tutma (EPR) etkisine de bagl secici olarak tiimdr dokularinda
biriktigine karar verilmistir [24].

Ayni sistemin osteosarkomda kullanildig1 bir bagka calisma ise Qui ve arkadaslari
tarafindan yapilmistir [25]. 143B osteosarkom hiicrelerinde denenen serbest DOX,
NPs/DOX ve STP-NPs/DOX'un in vitro sitotoksisite etkileri MTT analizi ile
degerlendirilmistir. F-DOX grubu ile karsilastirildiginda, NPs/DOX ve STP-
NPs/DOX gruplarmin ICso'si daha diisiik (p<0.5) bulunmustur. NP'ler/DOX ve STP-
NP'ler/DOX gruplar1 arasinda ICso'de anlamli bir fark bulunmamistir, ayni
konsantrasyonda NP'lerin/DOX ve STP-NP'lerin/DOX'un 143B osteosarkom
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etme yeteneklerinde c¢ok az fark yarattig

gostermistir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4 : Osteosarkomu tedavi etmek i¢in tiimor hedefleyici peptit ile dekore
edilmis polipeptit nanopartikiillerinin doksorubisin ile uygulanmasi [25].

Li ve ark. Sikonin yiiklii maleimid ile hedefleyici peptid baglanmis STP-NG / SHK
polipeptid nanojel formiilasyonu gelistirmislerdir (Sekil 1.5) [26]. Yapidaki peptid
maleimid bagi ile kimyasal olarak baglanirken, SHK maddesi sirali dispersiyon ve
diyaliz yontemi kullanilarak nanojellere gdmiilmiistiir. Antikanser mekanizmanin
nektoroz ilizerinden yiirlimesi i¢in asir1 toksisitenin oniline ge¢gmek hedeflenmistir.
Intravendz enjeksiyondan sonra, STP-NG/SHK, tiimér biiyiimesini etkili bir sekilde
baskilamig ve pulmoner metastazi azaltmis, serbest SHK veya hedeflenmemis
NG/SHK'ya kiyasla daha fazla tiimor nekrozu ortaya koymustur. Ayrica, NG / SHK
veya STP-NG / SHK uygulamasi, serbest SHK'nin aksine diisiik sistemik toksisiteyi
gosteren saglikli organlar icin toksisite gostermemistir. Sonu¢ olarak tasarlanan
sistem, STP nin nekrotoz mekanizmasina dayali etkisiyle hiicre i¢i ilag taginmasini,
akciger metastazlarinin in vivo azaltilmasini saglamis ve gii¢lii anti-osteosarkom

aktivite gostermistir [26].
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Sekil 1.5 : Sarkom Hedefleyici Peptit ile Dekore Edilmis Shikonin Yiiklii Polipeptit
Nanojel: hiicre i¢inde yukari regiile edilmis osteosarkom nekrotozu ve azalmis

pulmoner metastaz [26].

Sortino ve arkadaslarinin ¢aligmasinda kullandigit VNTANST sekansinin igeren (tam

sekans: AVNTANSTGSLVHC) daha uzun peptid zincirinde polimere baglamak i¢in

farkli bir strateji izlemistir (Sekil 1.5). Peptide sistein u¢ amino asidi eklenmis, tiyol

grup araciligiyla baglanma gerceklestirilmistir. Tasiyict sistemler nanovezikiiler ve

nanofibriler olmak {iizere farkli yapilardan olusmaktadir. Son asamada yapiya

topotekan enkapsiile edilerek karakterize edilmistir. Ilag salim deneyine gore,

baslangigta patlama ile ilag serbestlesmesi ve ardindan olusan nanofibriller yapilar i¢in

140 dakika boyunca siirekli serbestlesme gozlenmistir. Nanovezikiiller ise ilac1 daha
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yavag serbestlestirmistir. Hiicre proliferasyon calismalarinda, kondrositler biiytimeye

devam ederken, tiimdr hiicrelerinin kabarciklanma gosterdigi ve ilag yikli

nanoyapilarin varhiginda proliferasyonlarinin énemli 6lgiide azaldigini gostermistir

[27].

»%O»%f

nanoassemblies
functionalized with

Self-assembled tumor targeting peptide

nanoassemblies

nanoassemblies
functionalized with
tumor targeting peptide
And encapsulated
nanoassemblies functionalized with With Topotecan
tumor targeting peptide, encapsulated
with Topotecan specifically target
cancer cells

Sekil 1.6 : Tiimorojenik hiicreleri hedeflemek icin peptit konjuge klorojenik asit
nanomontajlarinin gelistirilmesi [27].

Tiim bu hedefleyici molekiiller incelendiginde bazilarmin ilag tasiyict sistemlerde
daha cok tercih edildigini ve ¢aligmalarini bu yonde yogunlastigini1 gérmekteyiz. Bu
noktada bu molekiillerin tasiyici sistemlere uygunlugu, amino asit sekansi ve peptid
boyutu, sentezlenme veya izolasyon maliyeti ve biyolojik molekiillerin stabilite
problemlerinin oldugu g6z Onilinde bulundurmaktadir. Tablo 1.3, Gao ve
arkadaslarinin derledigi ¢esitli kemik hedefleme stratejilerine yonelik tasarlanmis olan
nanotasiyici ilag sistemlerine ait bir Ozeti igermektedir [15]. Orjinal tabloyu

gelistirmek adina ayrica ¢esitli 6zgiin ¢aligmalardan 6rnekler de eklenmistir.
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Tablo 1.3 Kemik tiimdrii hedefli ilag tasiyici nanopartikiillere 6rnekler [15].

Hedefleme .
lieand Ilag Nano tasiyici Terapotik ajan Uygulama ve model Hedefleme verimliligi Ref
igand1
) Alendronat ) ) ) L L
Bifosfonat ( ) PLGA Bortezomib Farelerde multipl miyelom kemoterapisi 9.6 kat artmis kemik birikimi [15]
ALN
Kurkumin ve Farelerde meme kanseri kemik metastazi
PLGA ~5 kat artmig omurga birikimi [15]
bortezomib kombinasyon tedavisi
) o Farelerde meme kanseri kemik metastazi o
Lipozom Doksorubisin . 3.7 kat artmus tiimdr birikimi [15]
kemoterapisi
Farelerde meme kanseri kemik metastazi
PDA SN38 ve PDA ) o tiimorlii tibiada ~ 3 kat artmus birikim [15]
kombinasyon tedavisi
katmanl o L
Doksorubisin Farelerde osteosarkom kemoterapisi - [15]
nanokapsiil
Zolendronat
PLGA Dosetaksel ) o 50 kat artmis tiimorlii kemik birikimi [15]
(ZOL) Farelerde kemik metastazi kemoterapisi
MSN Altin nanogubuklar Farelerde meme kanseri kemik metastazi 4 saat i¢inde hizli bir sekilde kemik [15]
ve ZOL kombinasyon tedavisi bolgelerine hedefleme
Farelerde meme kanseri kemik metastazi
MSN Plumbagin ve ZOL ) o - [15]
kombinasyon tedavisi
Farelerde ve kopeklerde osteosarkom
Pamidronat PLA Doksorubisin . ~2 kat artmus intratiiméral birikim [15]
kemoterapisi
. ) ] Farelerde meme kanseri kemik metastazi o
Bp analoglart DendritikALN Polimer Paklitaksel o ~ 2 kat artmig timor birikimi [15]
kemoterapisi
o ) Farelerde akciger kanseri kemik metastazi
L Fitik asit ve platin ) . o .
Fitik asit - kombinasyon tedavisi tiimordz tibiada 5 kat artmis birikim [15]

nano partikiilleri
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Tablo 1.3 (devam) Kemik tiimorii hedefli ilag tasiyici nanopartikiillere 6rnekler [15].

Hedefleme h
ligand Hlac Nano tasiyici Terapotik ajan Uygulama ve model Hedefleme verimliligi Ref
igand1
Karboksilat
bakimindan
Farelerde meme kanseri kemik metastazinin
zengin D8 = DPCN tiimoroz tibiada 5 kat artmug birikim [15]
) fototermal tedavisi
peptitler ve
malzemeler
Karboksil sonlu Platin nano Farelerde meme kanseri kemik metastazinin
) Dendrimer ) . tlimoroz tibiada 10 kattan fazla birikim [15]
dendrimer partikiiller fototermal tedavisi
ALCAM
Antikor Lipozom Doksorubisin Osteosarkom hiicrelerinin in vitro kemoterapisi - [15]
antikoru
) o Osteosarkom hiicrelerinin in vitro kombinasyon
EphA2 hedefli ) Doksorubisin ve o
) Lipozom ) tedavisi - [15]
peptit JIP1 siRNA
CXCR1 Hedeflenmemis kontrole kiyasla tiimorler
hedefleme MSN Cisplatin Farelerde osteosarkom kemoterapisi icinde daha yiiksek dagilimlar (% 10.04'e [15]
peptidi) kars1% 7.42)
) o o Kemik mikromimarisinde diizelme ve kemik
SDSSD Misel anti-miR-214 Farelerde osteoporoz tedavisi [16]
olusumunda artig
) . ) ) o Hedeflenmis nanopartikiillerin timdr doku
VATANST Nanopartikiil Doksorubisin Farelerde ortotopik kolon kanseri kemoterapisi o [21]
birikimi kontrole kiyasla daha yiiksek
Hedeflenmemis kontrole kiyasla etkili timor
VNTANST Nanojel Shikonin 143B osteosarkom tasiyan fareler supresyonu, daha az akciger metastazi, daha [26]
diisiik sistemik toksisite
) miR-15a ve miR-16-  Farelerde prostat kanseri kemik metastazinin gen PSMA asir1 eksprese eden hiicrede 5.4 kat
Aptamerler PSMA aptamer Atelo-kollajen [15]

1

tedavisi

artmus lusiferaz aktivitesi
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Tablo 1.3 (devam) Kemik tiimorii hedefli ilag tasiyici nanopartikiillere 6rnekler [15].

Hedefleme 5
ligand Hlac Nano tasiyici Terapotik ajan Uygulama ve model Hedefleme verimliligi Ref
igandi
) All-trans retinoik o CD133+ hiicrelerinde ~ 2 kat artmus lusiferaz
CD133 aptamer Lipozom ) Farelerde osteosarkom kemoterapisi o [15]
asit aktivitesi
. o o CD133+ hiicrelerinde ~ 2 kat artmis lusiferaz
PLGA Salinomisin Farelerde osteosarkom kemoterapisi o [15]
aktivitesi
CD133 aptamer )
] ) o o Osteosarkom hiicrelerinde 3-4 kat artmis
ve EGFR Lipozom Salinomisin Farelerde osteosarkom kemoterapisi ) o [15]
lusiferaz aktivitesi
aptamer
ALN ve
) hyaluronik asit Polimer o Farelerde meme kanseri kemik metastazi o
Diger Doksorubisin . ~4 kat artmis timor birikimi [15]
(CD44" kemoterapisi
hedefleyen)
Lipozom Doksorubisin Farelerde osteosarkom kemoterapisi - [15]
o ) Doksorubisin ve o o
Hyaluronik asit Polimer Farelerde osteosarkom kemoterapisi 1.6-1.7 kat artmis tiimdr birikimi [15]

sisplatin
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1.3 Tlac Tasiyic1 Sistemler

flag tastyici sistem (ITS), insanlarda goriintiileme, teshis ve tedavi amaciyla cesitli
organik/inorganik bilesiklerin etkili ve verimli bir sekilde uygulanmasi i¢in kullanilan
son teknoloji yontemlerdir. Gegmisten bugiine kontrollii ila¢ salim sistemleri ve genel
olarak ilag¢ tasiyict sistemler hizla degismekte, giinlimiizde ve gelecekte kisiye 6zgii
tedavilerin odak noktas1 oldugu goriilmektedir (Sekil 1.6) [28]. Bu sistemler, ilaglarin
viicutta belirli bolgelere salinmasini ve hedeflenmesini saglamanin yani sira ilag
terapotik dozunu optimize etmek, hasta uyuncunu arttirmak ve yan etkileri minimuma
indirmek icin tasarlanmaktadir. Cesitli ITSler oral, parenteral, inhalasyon, transdermal
gibi uygulama yollar ile implant gibi uzun siire kullanima uygun sekilde uyarlanabilen
cesitli formiilasyonlardan olusur. Bu formiilasyonlara 6rnek olarak misel, lipozom,
nanopartikiil, iskeleler ve polimerik sistemler verilebilir. Bir ITS tasarlarken amag
genellikle ilacin terapdtik aralikta istenilen yerde, istenilen zamanda salim yapmasi
iken, yan etkilerin azaltilmasi, uygulama sikliginin azaltilmas1 ve daha az etkin madde
ile konvansiyel tedaviye gore daha etkili bir tedavi ortaya koymasi beklenir. En sik
tercih edilen uygulama alanlar1 kronik hastaliklarin uzun siireli tedavisinde,
biyoteknolojik ilaglarin ve asilarin uygulanmasi sayilabilir. Kanser kemoterapisinde
uzun yillardir kullanilan ancak yan etkilerinden o6tiirii doz kisitlamast bulunan
konvansiyonel ilaglarin yeniden formiile edilmesi, hassas ve pahali biyolojiklerin
(protein, peptid, gen vb.) tedavi amaciyla kullaniminin kolaylastirilmasi, RNA bazli
asilama ¢alismalarda ITSler 6zellikle odak noktasindadir. ITSlerin vadettigi tiim bu
potansiyel uygulamalar dncelikle kii¢iik 6l¢ekli degerlendirmeli biyouyumluluk, etkin
madde tasima kapasitesi, ilag salim profili ve in vitro degerlendirme (vd.) analizler
kapsamli bir sekilde yapilmali ve formiilasyonun uygulanabilirligi de iyi anlagilmalidir
[29].

Farkli kaynaklara gore farkli sekilde kategorize edilebilen iTSlerde 6ncelikle kontrollii
ve kontrolsiiz olarak bahsedilebilir [30]. Kontrolsiiz salim yapanlar i¢in salim hizi,
tasiyict malzemenin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri belirleyicidir. Kontrollii salim
yapan sistemlerde ise tastyicinin yapisi haricinde ortam pH’si, sicaklik, 151k siddeti
gibi cevresel kosullarla etkilesimi de salim hiz1 iizerinde etkilidir. Kontrolsiiz salim

yapan bir sistem kontrollii salim yapan bir sisteme doniistiiriilebilir.
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Yeni gelismelerle birlikte tasiyict sistemler diagnostik ve terapotik amaglarla cesitli
hastaliklara klasik ilagh tedavilerden daha etkili olma potansiyeli gostermektedir.
Yiizey alan1 genis ve stabil tasiyici yapilarin hidrofilik/hidrofobik ilaglarin ayni1 anda
tasinmasi, ilag biyoyararlanimini ve ilag salim profilini arttirmak gibi etkileri
mevcuttur. Yaygin bilinen nanopartikiiller, dendrimerler, miseller, lipozomlar, karbon

bazli nanotastyicilar ve metalik nanopartikiiller siklikla kullanilmaktadir [4].

1950 - Birinci 1980 - IKinci 2010 - Ugiincii Gelecek
Jenerasyon Jenerasyon Jenerasyon
Alalli 1la ..
; . . . Klinik
Tasiyrcilar * Yeni sistemlerin
- . . Uygulamaya
Sifinincr ve Birinci Klinik .
* Oral Uygulama Derece Kinetik Uygulamalarinin et
+ Transdermal o L\ [RRSE Hedeflenen En
* Polimerik Yayginlasmaya .
Uygulama . Giincel
; Sistemler Baslamasi .
+ [lag Salim R . ” Teknolojiler
. Biyolojik * Hedefli ve Kisiye
Mekanizmalarinin . s . (Eksozomlar,
Molekiillerin Ozgii tedaviler .
anlasiimasi . . Hiicre membrani
Tasinmasma Dair * Uzun Vadeli Salim
. ; kaph tasiyicilar,
Calismalar Sistemleri . .
. Immiinoterapi)
Nanosistemler

Sekil 1.7 : 1950°den beri kontrollii ilag tagiyici sistemlerin gelisimi [28].

1.3.1 Nanopartikiiller

Nanopartikiiller(NP) ¢ok ¢esitli yapilardan olusturulabilen (metalik, polimerik, silika,
katt lipid vb.) 100 nm den kiiciik nano boyutlu parcaciklardir. Siklikla kovalent
baglanmis ila¢g molekiillerinin hedeflenen bolgelere tasinmasi, kontrollii ilag salimi
veya biyoyararlaniminin arttirilmasi amaciyla kullanilirlar [31].

Istenen dokuda maksimum ilag¢ saliniminin saglanmasi, farmakokinetik parametreler
tizerindeki olumlu etkisi, hassas ila¢ molekiillerinin stabilitesinin arttirilmasi, ayni
anda farkli yapidaki molekiillerin birden tasinabilir olmasi, istenmeyen hedeflerden
uzak durmasi gibi avantajlari mevcuttur. Ayrica ¢esitli dis uyaranlara cevap vererek
kontrollii ila¢ salimi saglamasi da siklikla nanopartikiillerin tercih edilme sebebidir
Klinik kullanimda olan terapdtikler arasinda Abraxane® (paklitaksel yiiklii albumin
NP, Celgene, Summit, NJ), AmBisome® (lipozomal amfoterisin B, Gilead, Foster
City, CA), ve Doxil® (PEGlenmis, I® doksorubisin-yiiklii lipozom, Janssen Biotech,
Inc., Horsham, PA) sayilabilir [32].
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1.3.2 Dendrimerler

Dendrimerler, arboroller veya kaskad molekiilleri, farmasotik, biyomedikal
uygulamalarda kullanilan monodispers, kiiresel sekilli, yiiksek derecede dallanmus,
ylizeyi modifiye edilebilir yapilara sahip polimerlerdir ve 6zellikle hedefe yonelik ilag,
DNA veya biyomolekiil tasima i¢in kullanilan bir yontemdir [33,34].

Ucg yap1 biriminden olusurlar: merkezde tek veya ¢cok atomlu bir ¢ekirdek, ortada tekrar
eden monomerleri Uniteleri ve ylizeyde fonksiyonel gruplar. Cekirdek, cok pargali
dendrimer yapisinmi igeriden sabitleyen amino, hidroksi veya karboksi fonksiyonel
gruplara sahip bir molekiildiir. Her dallanma ile tekrarlanan monomer tabakasi
numaralandirilir ve 'jenerasyon' olarak adlandirilir. Dallanma birimleri en az ii¢
fonksiyonel gruba sahip organik bilesiklerdir. Birimler bir uctan ¢ekirdege veya bir
onceki jenerasyona baglanir. Diger iki koluyla da bir sonraki nesli olusturmak icin
dallanarak polimerlesir. Cekirdek ile monomer arasindaki her baglant1 noktas1 kaskad
olarak kabul edilir ve bu kaskad numaralar ile jenerasyon sayisi belirlenir. Bazi
kaynaklar ¢ekirdegi 'sifir' (GO) nesli olarak tanimlar, ¢linkii merkezde kaskad noktas1
yoktur. Istisnai olarak peptit dendrimerlerinde (MAP'ler) polimerizasyon baslangici
olarak Lizin ve alPAMAM 'Stardust' dendrimerinin amin gruplar1 kullanilir ve sifirinci
jenerasyon olarak numaralandirilir. Dendronlar, c¢ekirdek icermeyen bir dendrimer
parcasidir, bunun yerine dallanma iiniteleri yiizey modifikasyonlari ile tek yonlii

biiylime olusturur [31,34,36].

1.3.3 Miseller

Miseller, genellikle amfifilik polimerlerin su ortaminda kendiliginden misellesmesi ile
olusan ilag¢ tastyict sistemlerdir. Polimerik miseller bir ¢ekirdek ve kabuk kismindan
olusur. Cekirdek kismi genellikle hidrofobik yapida iken ve hidrofobik ilaglar
enkapsiile edebilir. Dis kabuk ise misellerin sulu ortamda kararli olmasi adina
genellikle hidrofilik yapidadir. Miseller bir veya birden fazla ilag molekiiliinii ayn
anda tasiyabilirken, ¢evresel uyaranlara duyarli kontrollii salim mekanizmalarina
uyarlanabilir veya doku hedefleyici ajanlarla modifiye edilebilir. Bu kendiliginden
birlesen misellerin boyutu, hidrofobik bloklarin uzunlugu degistirilerek ayarlanabilir.
Lipozomlarla karsilastirildiginda, zayif ¢6zlinen ajanlar icin miseller daha uygun bir
secenek olabilir [37].

Osteosarkom tedavisi i¢in farkli tlirde misellerin kullanildigi ¢esitli calismalar

mevcuttur. Fang ve arkadaslari, doksorubisin (DOX) tagtyan RGD peptidi ile modifiye
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edilmis  PEG-blok-poli(trimetilen  karbonat) (RGD-PEG-PTMC) amfifilik
biyopargalanabilir blok kopolimerlerini sentezlemistir. Bu polimer kendiliginden
misel olusturarak osteosarkom hedefli bir ila¢ tasiyict sistem olarak misel
karakterizasyonu, in vitro salim deneyleri yapilmis ve sitotoksisitesi MG-63 ve
MNNG/HOS osteosarkom hiicre hatlarinda denenmistir. %57-73 ilag yiikleme
kapasitesi hesaplanmig, DOX yliklenme miktarina bagli olarak 46 - 73 nm arasinda
degisen ortalama boyuta sahip dar bir boyut dagilim (PDI=0.05-0.12) g6zlenmistir.
RGD-DOX-PM'den DOX salinim miktari, fizyolojik kosullar altinda 60 saat iginde
%63 olmustur. MTT analizleri neticesinde, RGD-DOX-PM'in yari-maksimum
inhibitér konsantrasyon (ICso) degerinin, RGD siz (DOX-PM)'den ¢ok daha diisiik
bulunmustur. Bu veriler neticesinde RGD peptidle modifiye edilmis nanopartikiillerin
hiicre hedefleme yetenegini artirdigin1 ve daha etkili anti-tiimor etkisine yol agtigini
gostermektedir [38].

Stewart A. Low ve arkadaslari, osteosarkom tedavisi i¢in gene DOX yiiklii ancak bu
sefer kemik hedefleme ajani olarak hidrofilik D-aspartik asit oktapeptit kullanmistir.
DOX, asit duyarli bir hidrazon bagi yoluyla yiiklenmistir ve hidrofobik yapisi
sayesinde misel ¢cekirdeginde konumlanmistir. DOX ile aspartik asit oktapeptit arasina
11-aminoundekanoik asit (AUA) eklenerek hidrofobik/hidrofilik denge tizerine farkli
miseller olusturulmus ve karakterize edilmistir. Misellerin hidroksiapatite hizli bir
sekilde adsorbe oldugu gozlenmis, pH 5.5’te ila¢ salimi mevcutken pH 7.4’te
gozlenmedigi, ve bununla iligkili olarak da SAOS-2 osteosarkom hiicre hattinda
benzer sonuclar elde edilmistir [39].

Uchino ve arkadaslarinin ¢alismasinda polimer-metal kompleksi olusturmak suretiyle
cisplatin yiiklii polietilen glikol poli(glutamik asit) blok kopolimer miselleri
sentezlenmistir. Elde edilen bu misellerin karakterizasyonu neticesinde 30 nm
parcacik boyutu ve dar bir boyut araligi oldugu gézlenmistir. Miseller daha sonra in
vivo caligmalarda siganlar iizerinde denendiginde, yapidaki CDDP'nin antitimor
aktivitesini korudugunu, bir miktar karaciger toksisitesi olsa da CDDP’ye bagh
nefrotoksisite ve norotoksisiteyi azalttigini gostermistir [8].

Tiim bu Ornekler ve literatiirdeki sayisiz diger calisma degerlendirildiginde
osteosarkoma yonelik olarak misel formiilasyonlarinin olumlu sonuclar vadettigi,
hazirlanmasinin nispeten kolay olusu bu alanda yapilacak ¢aligmalarin yogunlagma

sebeplerindendir.
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1.3.4 Lipozomlar

Lipozomlar birkag lipit ¢ift tabaka ile ¢evrili, ortasinda hidrofilik bir bosluk bulunan
kiiresel vezikiiller makromolekiiler tastyicilardir. Lipozomlar tiimdral doku
damarlarindaki ekstravazasyon ile 'artmis gecirgenlik ve tutunma' etkisinden
yararlanarak bu alanlarda lokalize olabilirler. Klinik kullanimda olan lipozomal
doksorubisin 6rnegi DOXIL de oldugu gibi, antikanser aktivitesinin korunmasi,
kardiyotoksisite gibi yan etkilerde azalma, biiyiik 6l¢iide uzun kan dolasiminda kalma
gibi avantajlar1 mevcuttur. Yeni nesil lipozomlar ise biyolojik bilesenlerin taginmasi
veya ek hedeflendirme tinitelerinin eklenmesi gibi noktalara odaklanmaktadir [40].

Lipozomlar, katmanli tabakasi sayesinde farkli ¢oziiniirliige sahip ilaglarin birlikte
enkapsiile edilmesini miimkiin kilarlar. Lipozom yapisindaki lipit ¢ift tabaka
hidrofobik ilaglarin tasinmasi i¢in idealken hidrofilik ilaclar da merkezdeki sulu
cekirdekte enkapsiile edilebilir. FDA tarafindan kanser tedavisi i¢in onaylanmis
bircok lipozom formiilasyonu osteosarkom da dahil olmak iizere farkli klinik
denemelerden ge¢mistir. Lipozomlarin avantajlar1 arasinda biyouyumluluk ve
biyolojik olarak parcalanabilirlik sayilabilir. Bunun haricinde cesitli ylizey
modifikasyonlariyla hedefe spesifik, sistemik klirensi azalmig, dolagim siiresi

uzatilmis ve kontrollii ilag salim1 gibi 6zellikler de kazandirilabilir [37].

1.3.5 Metalik nanopartikiiller

Metalik nanotastyicilar altin, glimiis ve bakir gibi saf metalik parcaciklar, ¢esitli metal
oksitler gibi metal iyonlarindan veya kiimelerden olusan yapilarin organik polimerler
ile birlestirildigi hibrit yapilardir. Osteosarkoma yonelik ilag tastyici sistemlerde saf
metalik nanopartikiiller (genelde altin ve glimiis) siklikla tercih edilir. Bu partikiillerin
ylizey alan1 / hacim oraninin biiyiik olmasi, stabil yapisi, kolay fonksiyonellendirme,
kolay sentezlenebilme, yiiksek gegirgenlik ve ila¢ tutma kapasitesi disinda 6zgiin
olarak  fototermal doniisim kabiliyetine bagli fotodinamikterapi (PDT)
mekanizmalarima elverisli olmasi nedeniyle o6zellikle altin nanopartikiillerin
(AuNP'ler) kanser tedavisinde siklikla arastirildigi goriilmektedir [37].

Osteosarkom tedavisinde kullanilan bir diger grup ise metalik oksit
nanopartikiilleridir. Bunlar kendi basma da kemoterapdtik islev gosterebilirler.
Ornegin, titanyum dioksit (TiO.), terbiyum oksit (Tb203), ¢inko oksit (ZnO) ve seryum
oksit (CeO) nanopartikiillerinin anti-kanser etkisi osteosarkom hiicrelerinde

dogrulanmis olarak degerlendirilmistir [41-43]. Ferroferrik oksit (Fe3O4) gibi demir
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oksit nanopartikiilleri de osteosarkomda superparamanyetik kabiliyeti nedeniyle
osteosarkomda kullanilmaktadir [44]. Demir oksidin manyetizmaya bagli 1s1 iiretme
Ozellikleri, harici bir manyetik alan altinda yiiklii kargolarin hiicresel alimini artirabilir.
Ancak Fe3O4 nanopartikiillerinin biyolojik kosullarda topaklanma egilimi gosterdigi
bildirilmistir, dolayistyla nanopartikiillerinin yiizeyini degistirmek gerekmektedir

[4,37].

1.3.6 Redoks duyarh nanotasiyicilar

Osteosarkom tedavisinde uyaranla cevap veren ilag tasiyici sistemler antikanser ilag
tagiyici sistem tasarimlari arasinda en ¢ok ragbet goren redoks duyarli sistemlerdir. Bu
sistemlerde tiimor mikrogevre asiditesi veya enzimler gibi ¢esitli dig faktorler uyaran
olarak kullanilabilir [4].

Omek bir caliymada Feng ve ark. ikili hedefleme stratejisine sahip redoks
pargalanabilir, kemik ve farklilagsma kiimesi 44 (CD44) hedefli bir lipozom sistemi
ortaya koymuslardir. Burada, RGD peptidi ile tiimore niifuz etme, hyaluronik asit
eklenmesi ile CD44 ligand1 olma 6zelligi kazandirilmistir. Daha sonra doksorubisin
yiiklenmis DSPE-PEG2000- COOH ile bu hedefleyici gruplar (-SS-) disiilfit bag: ile
birlestirilmistir. Bu pargalarin ¢esitli kombinasyonlar1 ile elde edilen parcaciklar
arasinda ALN-HA-SS-L-L, -26.07 + 0.32 mV'luk bir zeta potansiyeli degeri
gozlenirken ve kanser hiicrelerindeki indirgeyici 10 mM glutatyon varliginda segici
olarak parcalanmistir.

ALN-HA-SS-L-L / DOX diger lipozomlar ile karsilastirildiginda, insan OS MG-63
hiicrelerinde 6nemli 6l¢giide daha yiiksek sitotoksik etki olusturmustur. Yapilan in vivo
calismalarda ise ortotopik OS nude fare modellerinde, ayn1 pargacik tiimor biiylimesi
baskilanmasi1 ve sagkalim siiresi lizerinde dikkate deger bir artis gOstermistir.
Hedeflleyici iRGD peptid de yapiya dahil edildiginde bu sonuglarin daha da
tyilestirilebildigi gézlenmistir [45].

1.3.7 inorganik nanotasiyicilar

Antikanser tedavisinde inorganik ve/veya organik maddelere dayali ilag tasiyici
sistemler de digerlerinde oldugu gibi biyoyararlanimin, farmakokinetigin
tyilestirilmesi ve tiimor bolgesinde yiiklii bir antikanser ajaninin 6zel olarak salinmasi,
ilaglarin terapdtik etkinliginin artmasi gibi amaglarla sentezlenmektedir. Kemik doku

icin, kalsiyum fosfat (CaP), kalsiyum karbonat (CaCOs3), mezogdzenekli silika (MS)

26



ve seryum oksit (CeO2), bazli tasiyici sistemlerin en ¢ok kullanilan inorganik
malzemelerdir [4].

CaCO3 mineralinin mikropartikiill, nanopartikiil veya mikrokiire seklindeki
formiilasyonlar1 ve ¢esitli hibrit teknolojiler de dahil 6zellikle biyolojik bozunmasi
yavaglamig, pH duyarlilig1 yiiksek, iyi biyouyumluluk gosteren, osteoiletken ve
kontrolii ila¢ salinim1 gibi 6zelliklere sahiptir.

CaP/CaCOs3 hibrit nanomalzemeleri ¢esitli 6zgiin karakteristikleri sayesinde ¢esitli
iistiinliikler tastyabilir. Bu dzelliklerden biri de Ca®* iyonlarinin tiimor mikro ¢evresine
0zgl asidik pH degerinde hassas hale gelirken fizyolojik kosullarda stabilitesini
korumasidir, boylece mikro ortamda iyonlari ve CO'yi serbest birakir.

Bagka bir norganik materyal olan CeO, hiicre i¢i ve hiicre dis1 diizeyde pH degisimine
bagli olarak ROS temizleme ve iiretme etkisi gosterir. CeO: fizyolojik pH'ta (7.4)
ROS'u temizleme yetenegine sahipken, timor mikro ¢evresindeki asidik pH'da (6.0)
ROS iiretir bu sebeple de kansere yonelik ¢aligmalarda tercih edilebilir.

Mezoporoz silika nanopartikiilleri (MSN) ise, tek tip morfolojisi, ayarlanabilir partikiil
ve gbzenek boyutu, biiylik ylizey alani, ylizey modifikasyonuna agik olmasi ve FDA
tarafindan biyogiivenli olarak taninmasi nedeniyle iyi bir tasiyicidir. G6zenekli yapi,
yiiksek ilag yiikleme kapasitesi ve modifiye edilebilirlik kazandirir. Gozenekler, gesitli
uyaranlara (sicaklik, enzim, 151k, pH vb. ) duyarli olarak hedef bolgeye ulastiginda
acilabilir. pH'a duyarli MSN'ler, 6zellikle antikanser ilaglar1 timo6r dokuda salmak icin
idealdir [37, 46].

Xu ve ark. HA-PEG den olusan polimer kabuk ve nano hidroksiapatit ¢ekirdekten
olusan zolendronik asit yiikli hibrit nanopartikiiller sentezlemistir. Bu hibrit
nanopartikiiller, yliksek ila¢ ylikleme kapasitesi, 6zel ila¢ salinimi ve miikemmel
biyouyumluluk gostermistir. Ayrica, in vitro ve in vivo arastirmalar, normalde yan etki
profili yiiksek olan zolendronik asidin, diisiik dozda yiklii oldugu nanopartikiil
formiilasyonunun diisiik sitotoksisite gostermistir. Zolendronik asidin hiicrelere zarar

vermeden kemik dokuyu desteklemesi agisindan bu istenilen bir durumdur [47].

1.3.8 Polimerik ilac¢ tasiyici sistemler

Polimerik ilag tastyici sistemler kontrollii salim sistemi olarak kii¢iik boyutta olmasi,
dokularla biyouyumluluk, biyobozunur ozellik gibi c¢esitli avantajlara sahiptir.
Bunlarin yan1 sira dolasim sisteminde stabilitesini korumasi, toksik olmayan,

bagisiklik sistemini aktive etmeyen, retikiiloendoteliyal sisteme takilmayan,
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notrofilleri aktive etmeyen polimerler de gelistirilebilmektedir. Bu sistemlerde ilag
molekiilleri genellikle ya ¢esitli modifikasyonlarla yapinin ylizeyine yerlestirilir ya da

yapinin i¢ine/ortasina enkapsiilasyon ile hapsedilir [48].

1.3.8.1 Dogal polimerler

Kitozan deniz kabuklularindan elde edilen kitin dogal karbonhidrat polimerinin
modifiye edilmis seklidir. kitozan nanopartikiillerin eldesinde kullanilan yontemlere
iyonik jellesme yOntemi, mikro emiilsiyon yontemi, emiilsiyon solvent difiizyon
yontemi ve polielektrolit kompleksi yontemidir.

Iyonotropik jellesme yontemi icin, Kitozan yapisindaki amin grubu ile tripolifosfat
gibi negatif yiiklii diger polianyon gruplar1 arasinda elektrostatik etkilesimden
faydalanilir. Kitozan, bir stabilize edici yardimiyla asetik asit i¢inde ¢oziiliir. Daha
sonra polianyon ilave edilir, soliisyon uygun sicaklikta ve mekanik olarak karistirilir.
Bir siire sonra nanopartikiil kendiliginden olusur. Mikroemiilsiyon yonteminde, bir
yiizey aktif madde n-hekzan gibi organik bir ¢6ziicii i¢inde ¢oziiliir. Daha sonra asetik
asit ¢ozeltisi icinde kitozan ve glutaraldehit, oda sicakliginda stirekli karistirilarak
ylizey aktif madde/hekzan karisimina ilave edilir ve nanopartikiil elde edilir.
Polielektrolit kompleksi (PEC) veya kendi kendine birlesen polielektrolit, katyonik
yukli polimer ve plazmit DNA'nin kendiliginden bir araya gelmesiyle olusan
kompleksleri tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. PEC olusum mekanizmasi,
katyonik polimer ve DNA arasinda yiik nétralizasyonunu igerir ve bu da polielektrolit
olusumu neticesinde hidrofilik 6zellik azalir. Yapilist i¢in asetik asit ¢ozeltisi i¢inde
kitozan ¢oziiliir. Daha sonra uygun sicaklikta mekanik olarak karistirilirken igine DNA
cozeltisi eklendiginde nanopartikiiller kendiliginden olusur [48].

Jelatin hem gida hem de ilaglarda kullanimi olan hayvansal kaynakli bir polimer olan
jelatin non-toksik biiyobozunur biyoaktif ve ucuz olmasi sebebiyle tercih sebebidir.
Poliiyonik yapisi, sisme ve termal ozelliklerine ek olarak ¢apraz baglanma yapar.
Genelde iki sekilde elde edilir: Cozme/koaservasyon yontemi veya emiilsiyon
yontemi. Ilk yéntemde homojen bir soliisyon icerisindeki polimer sivi-sivi faz
ayrigmasina gider. Polimerce zengin faz altta toplanirken soliisyon tistte toplanir. Tuz
veya alkol eklenmesiyle koaservasyon meydana gelir ve polimerin ¢apraz baglanmasi
suretiyle nanopartikiil olusur [48].

Biyomimetik stratejiler biyoyumlu iskeleler kurulmasi i¢in oldukca Onem arz

etmektedir. Iskelelerin morfolojisi ve kimyasal yapisi disinda mikro ortamdaki

28



molekiiler etkilesimleri biyomimikriye etki eder. Hyaluronik asit, ¢apraz baglama
yaparak biyoaktif faktorleri enkapsiile etmek ic¢in siklikla tercih edilen bir dogal
polimerdir. Biyoaktif molekiillerle yliklenme ve jellesme kabiliyeti, metakrilat ile
modifiye edilebilir veya diger bilesenlerle ¢apraz baglanarak yapisi degistirilebilir.
Iag tastyic1 dzelliginin yani sira kendi basina da hasarli dokunun rejenerasyonu igin
de klinik kullanimi halihazirda mevcut oldugundan, iyi bir biyopolimer malzeme
olarak yeni formiilasyonlarda da kullanilabilir [4, 49].

Kemik ekstraseliiler maktriksinin temel yapitasi olan tip I kollajenin, OS MG-63
hiicrelerinde osteoblast ekspresyonunu tesvik etmektedir. Bu da kemik hastaliklarinda
goriilen bozulmus kemik yapim-yikim dongiisiine olumlu bir yaklagim saglar. Kemik
kanseri tedavisi Ozelinde kolajen bazli ilag¢ tasiyici sistemlerin kullanimi uzun
zamandir ¢alisilmaktadir. lag yiiklii formiilasyonlarin efektif sonuglar alindig: cesitli
makalelerle raporlanmaktadir [S0].

Aljinik asit, karboksil gruplar1 (COOH-) agisindan zengin, dogal olarak olusan bir
polisakkarit polimer molekiiliidiir. Medikal uygulamalari arasinda 3D biyobaski
teknolojisi, ilag dagitim sistemleri, tibbi pansumanlar, hiicre ve doku miihendisligi
bulunur. Aljinat, belirli ligandlar1 (peptitler ve seker molekiilleri) stabilize etmek,
diisiik/ytiksek molekiiler agirliklt molekiil tasimak, yara iyilesmesini hizlandirmak,
diger biyomalzemeler ile ¢apraz baglanmak suretiyle mekanik mukavemet, jellesme
ozellikleri ve hiicre afinitesi dahil olmak iizere yapisini ve 6zelliklerini degistirebilir,
bunun yani sira efektif bir tasiyici sistem gorevi gorebilir [51]. Ornegin Liu ve ark.
gelistirdikleri sicakliga duyarli aljinat-izopropil akrilamid (aljinat-PNIPAAm)
hidrojeline DOX yiiklii miseller le birlestirmislerdir. Jelden misellerin in vitro salim
verilerine gore, PBS tamponlu ¢ozeltilerde devamli ilag salimi1 gozlenmis, Aljinat-
PNIPAAm enjekte edilebilir hidrojeller, in vitro hiicresel deneylerde ilaca direngli
AT3B-1 hiicreleri tarafindan DOX alimini 6nemli Olgiide artirabilmistir, kanser

tedavisi baglaminda ¢oklu ilag direncinin ¢oziimii i¢in bir alternatif sunmustur [52].

1.3.8.2 Sentetik polimerler

FDA EMA gibi diinyadaki cesitli saglik otoritelerince onaylanmis olan cesitli
polimerler medikal teshis ve tedaviler icin gelistirilmekte ve giincel olarak
nanoteknolojik ila¢ sistemlerinde de kullanilmaktadir. En c¢ok kullanilan fiziksel,
kimyasal Ozellikleri ve biyolojik sistemlerdeki davraniglari iyi bilinen sentetik

polimerler poli(etilenglikol)(PEG), poli(laktik-co-glikolik asit)(PLGA),
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poli(kaprolakton)(PCL), poli(laktik sit)(PLA) dir [48,9]. Bu polimerler ile tasarlanmis
ilag yuklii sistemler hali hazirda piyasada mevcuttur. Ayrica yeni biyouyumlu
polimerlerin gelistirilmesi ile bu alan biliyiimeye devam etmekte, yenilik¢i tedavi

yontemleri ile birlestirilebilmekte dolayisiyla 6nemini korumaktadir.

1.3.8.2.1 Poli(etilen glikol) (PEG): PEG - ila¢ ve peg- protein konjugatlari

1990 larda piyasaya c¢ikan 3 ilag Zinostatin stimalmer, PEG-adenozin
deaminaz(Adagen®) ve PEG-asparaginaz (  Oncaspar®) polimer terapdtik ilaglarda
oncii kabul edilir. Daha sonra gelen PEG-interferon konjugatlari PEG-Intron ve PEG-
ASYS, hepatit C tedavisinde genis bir yanki uyandirmistir. Bu ilaglardan sonra
PEGilasyon ¢aligmalari, ¢ogunlukla iyi anlagilmis ve giiniimiizde kabul goren bir
polimer bazli tagima yontemi olmustur. Genelde 1:1°lik sabit bir ilag-polimer yiikleme
orant uygulanir. Genis bir hastalik skalasinda c¢alisilabilir oldugundan hem yaygin
tedavileri iyilestirmek hem de yeni tedaviler gelistirmek amaciyla siklikla tercih edilir.
Uygulama yollar1 da (parenteral transdermal oral vb.) ¢esitlilik gdstermektedir.

Poli-d,l-laktid-co-glikolid (PLGA) FDA onayl insanda ve nanoila¢ kullanima uygun
bir polimerdir. Biyobozunur 6zellik gostermesi beklenen polimerik sistemlerde en cok
kullanilan polimerlerden birisidir. Ilag/protein/peptid tasima ve hedeflendirme, nano-
as1 uygulamasi, polimerik tasiyicili gen tedavisi gibi amaglarla yaygin kullanilan bir
nanotagtyicidir. Viicutta metabolize oldugunda dogal amino asitler olan laktik asit ve
glikolik asit tirlinlerini verdiginden biyolojik ortam ile ge¢imlidir ve toksisite gelisme
riski ¢ok disiiktiir. PLGA gelistirilirken yontem iizerinde yapilan yiizey
modifikasyonu ila¢ yiikleme yoOntemi partikiil boyutu yardimci maddeler ilagin
molekiil agirligt ve monomer (laktik asit, glikolik asit) orani polimerin ilag¢ salim
profili iizerinde degisiklik yapilmasina olanak verir. Asidik yapidaki monomerlerinden
otiirii diistik pH ya hassas ilaglarin ve biyolojik molekiillerin taginmasinda sorun
yaratabilir. Buna da ¢6ziim olarak farkli polimerlerle (aljinat, kitozan, pektin,
polivinilalkol, poliortoester, polipropilenfumarat gibi) kombine edilmesi bir ¢oziim
olabilir. Elde edilme yontemleri arasinda emdiilsiyon-difiizyon yontemi, ¢Oziicii-
emiilsiyon buharlagtirma, araylizey birikimi, nanog¢oktiirme siklikla kullanilir. Coziicti
buharlastirma metodunda uygun solventte ¢oziilen polimer karigsmakta olan su fazina
aktarilir ve sonike edilir. Su fazina stabilizator veya emiilsifiye edici eklenir.
Emiilsiyon-difiizyon metodu, polimer organik solventlerde ¢oziildiikten sonra

stabilizanlar araciligtyla sulu fazda toplanir ve homojenizator aracilifiyla emiilsifiye
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edilir. Araylizey birikimi metodu ise genellikle nanokapsiil ve kiire yapiminda
kullanilir. Nanopartikiiller su fazi ile su ile karigabilen organik solvent arasindaki
arayiizeyde olusur. Olusan nanopartikiiller santrifiij ile ayrilarak toplanir. En ¢ok
kullanilan yontem ise nanog¢oktiirme yontemidir. Polimerler asetonda ¢oziildiikten
sonra devamli olarak karisan su fazina damlatilir. Devaminda organik faz
buharlastirilarak istenilen nanoyapi elde edilir [48].

PLGA-Cisplatin enkapsiilasyonu bu iyi bilinen ilacin yaygin toksik etkilerini ortadan
kaldirmak veya tolere edilebilir seviyelere indirmek amaciyla bir polimerik sisteme
yerlestirilmesine bir ornektir. Hatalarda cisplatin kullanimda bobrek toksisitesi ve
isitme kayb1 sik rastlanan ve terapotik indeksinin dar olmasinda rol oynayan
faktorlerdir. Kemik hedefli cisplatin yiiklii polimerik sistemler tasarlayan Si ve ark.,
Jing ve ark. ve Gao ve ark. caligmalarinda yalniz ilag ile kiyaslandiginda uzatilmis
salim yapan sistem i¢erisinde CDDP’ nin daha az toksisite gosterirken daha uzun siire
tiimdr dokuyu baskiladigi gozlemlenmistir [9,10,11].

PLGA-PEG-PLGA triblok kopolimer hidrojel sisteminde, SN(Oct), katalizli halka
acilma kopolimerizasyonu kullanilmistir. CDDP ve doksorubisin birlikte yiiklenen
sistem i¢in yapilan in vitro salim degerlendirmesinde ilk 2 giin patlama ile salim, takip
eden 10 giinde ise uzatilmig salim yaptig1 gézlenmistir. in vivo deneylerde de uzatilmis
salim yapan hidrojeller uzun siireli tiimor doku biiyiimesinde siipresyon etkisi
gostermistir [10].

Titanyum aliiminyum alasimli PLGA-PEG-PLGA hidrojele yiliklenmis CDDP nin
osteosarkoma kars1 degerlendirildigi bir calismada ilk Once yapilan in vitro
degerlendirmede 0.8-1.6 mg/ml lik ila¢ konsantrasyonu saglanmistir. Ardindan in vivo
CDDP uygulamasi ise tiimor hacminde énemli iigte ikilik bir azalmaya (641.1 mm?>'ten
201.4 mm>e) yol agmis, minimal organ toksisitesi goriilmiistiir. Boylece sisplatinin
sistemik verilmesiyle iliskili zararli etkiler ortadan kaldirilabilirken antitiimoral
etkisinin de korunabildigi kanitlanmistir [53].

CDDP-PLGA-PEG 4000 implantlar1 direkt baski yontemi ile kuru tozlarin 4:5:1
oraninda karistirilmasi ile hazirlanmig, HPLC analizine gére %37.7 oraninda CDDP
yliklenmistir. Hazirlanan in vifro salim deneyine gore ilk 10 saatte ila¢ miktarinin
%25’i, 200 saat sonra %95 i salmmustir. Implantlar ayrica fare kemik sarkoma
modelinde denenmis ve 1. glin %23, 5 giin %53, 25. giin %94 salim yapmustir.
Farelerde tiimor dokudaki degisiklik polimer implant ve tek basina CDDP uygulamasi
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ile ayrica karsilastirildiginda, IV ila¢ uygulanan tiim fareler oliirken, implant
uygulananlarda 25. giin sonunda 1 fare hari¢ hepsi hayattadir [11].

Polilaktik asit (PLA) toksik olmayan laktik asit monomerlerine pargalanabilen
biyouyumlu ve biyobozunur bir polimerdir. A¢iga ¢ikan laktik asit daha sonra viicutta
karbonhidrat metabolizmasinda kullanilir. Uretim yontemleri ¢dziicii buharlastirma,
solvent uzaklastirma, tuz ile ¢oktiirme ve ¢oziicii diflizyonu olmak iizere dort gesittir.
En sik kullanilan tuz ile ¢oktiirme yontemidir. Suda karisan ¢oziicii ve su karisimina
tuz eklendigi takdirde ayrilmakta ve nanosistem olusmaktadir.

Polikaprolakton (PCL) hidrolize edildiginde ester baglar1 kopar ve biyobozunur bir
polimer olarak 6zellikle uzun donem ila¢ salim yapmasi istenen medikal cihaz gibi
sistemlerin  tasarlanmasinda tercih edilir. Genellikle nanog¢oktiirme ¢oziici

uzaklastirma ve ¢oziicli buharlastirma yontemleri ile hazirlanir [48].

1.3.8.3 Uyaran duyarh polimerler

flag tasiyic1 sistemlerde hedefli ve kontrollii salim yapan biyomateryallerin
kullanilmas1 uyaranlara duyarli ila¢ salim mekanizmalar1 ile miimkiindiir. Bunu
saglamak i¢in ilag molekiilleri, polimere kimyasal, fiziksel veya biyolojik uyaranlarla
parcalanabilecek bir fonksiyonel grupla baglanir. Sicaklik, pH, ¢oziicii, ultrasonik,
elektrik alan1 ve manyetik alan, duyarl tasiyici sistemlerinin duyarli olabildigi dis

uyaranlara ornektir ( Sekil 1.7) [31, 54].
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ENDOJEN DIGER
UYARANLAR

Sekil 1.8 : Uyarana duyarl polimerik sistemlerde uyaranlarin siniflandirilmasi.
Ekzojen uyaranlar:1sik, sicaklik, manyetik alan, ultrason dalgalari. Endojen
uyaranlar ayrica ikiye ayrilir. Biyolojik Uyaranlar: DNA mekanizmalari, Seker,
Proteinler, Enzimatik aktivite, hidroliz. Diger Uyaranlar: pH degisikligi, Gazlar
(nitrik oksit vs.), Iyonlar, Redoks reaksiyonlari. Bu sistemler biyolojik aktif
maddeler, protein, genetik materyaller gibi ¢esitli molekiilleri tagiyiyabilir ve
hedeflenen sekilde ve konumda aktive olarak salim yapabilirler.

Kimyasal uyaranlarin en basinda siklikla kullanilan biyolojik ortamdaki pH
degisiklikleri gelir. Bu degisikliklere bagl olarak polimer zincirlerinde ila¢ salimi
tetikleyerek hedefli bir ila¢ salimi1 gerceklesir. Geleneksel olarak mide ve bagirsak
ortaminda radikal pH degisimleri gozlendiginden ilacin verilis yoluna ve etki
gostermesi beklenen dokuya gore farkli stratejiler izlenebilir. Ayrica iskemik timor
bolgeleri ve inflamatuarli dokular da diisiik pH degerlerinin gozlendigi patolojik
lokasyonlardir. Poliasit ve polibaz temelli polimerik sistemler asidik/bazik
degisikliklerde kendiliginden ila¢ salmasi amaciyla kullanilmaktadir. Normal
dokulardaki ekstraselliiler boslugun pH degeri 7.4'tlir. Kat1 tiimorlerde ise kanserli
hiicrelerin hizli boliinmesi ve biiylimesi sirasinda artan metabolizmay1 karsilamak igin
artan glikoliz oranindaki yiikselise bagl olarak pH 7.0'a diiser. Dolayisiyla kontrollii

ilag dagitim sistemleri i¢in, asidik pH, ila¢ salimi1 i¢in bir tetikleyici gorevi goriir [55].
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pH uyarini, kullanildig1 polimerin 6zelliklerine gore hassas ila¢ salinimi elde etmek
icin redoks ve sicaklik dahil olmak iizere diger uyaranlarla birlestirilebilir [31].
Antikanser ilaclarin etkili bir sekilde verilmesi i¢in, pH'a duyarli nano sistemlerin
fizyolojik pH'ta yapisinda ilaci tutmasi ve stabilize etmesi, pH degeri istenen
degisiklige ulastiginda ise ilact hizla serbest birakmasi ve hiicre i¢i ilag
konsantrasyonunun terapotik doza ulagsmasini saglamasi beklenir. Bunu saglamak igin
yayginca kullanilan iki yaklasim mevcuttur. Bunlardan birisi iyonlasabilir kimyasal
gruplar (aminler, fosforik asitler ve karboksilik asitler gibi), digeri ise asit duyarh
kimyasal baglar (asetal, ortoester, hidrazon, imin ve cis-akonil baglari) dir.
Iyonlasabilir kimyasal gruplar proton alip verebilir, sisme oran1 veya ¢dziiniirliik gibi
fiziksel veya kimyasal 6zelliklerde degisikliklere ugrayabilir. Asit duyarli kimyasal
baglarda ise ila¢ molekiilleri dogrudan mevcut nanotasiyicilarin yiizeylerine kovalent
olarak baglanir. Bu asit-duyarli kimyasal baglar fizyolojik pH'ta stabildir, ancak tiimor
mikrogevresi gibi asidik bir ortamda bozunur veya hidrolize edilir [56].

Redoks reaksiyonlarina duyarli polimateryaller 6zellikle hiicre icine ila¢ tasinmasi
amactyla tasarlanan polimerler igin idealdir. Ozellikle hiicre i¢i indiikleyici glutatyona
duyarli mekanizmalarda, normal glutatyon hiicre i¢i seviyesi 2-20 uM arast iken
kanser hiicrelerinde 2-10 uM arasi seyretmesi etkilidir. Bir baska strateji ise hastalikl
dokularda biriken reaktif oksijen tiirlerinin konsantrasyonuna bagl olarak doku hedefli
ilag salim1 miimkiin olabilir.

Enzimler inflamasyon bolgesinde enzim aracili ila¢g saliniminin saglanmasinda
kimyasal uyaran olarak kullanilabilir. Enzime duyarli ilag salim sistemlerini
kullanirken karsilasilan en biiyiik zorluk, sistemlerin ilk saliniminin hassas bir sekilde
kontrol edilmesi gerektigidir. Bu noktada polimerin kimyasal yapisinin 1iyi
tasarlanmasi1 ve tiimor spesifik enzimlerin antikanser ilag salim stratejilerinde tercih
edilmesi fayda gosterebilir.

Fiziksel uyaranlar arasinda disaridan gelen bir 151k kaynagi ve buna bagli baslayan bir
ilag salim kinetigi yer ve zaman planli bir salim sistemine ornektir. Isiga duyarl
kimyasal baglar araciliiyla polimere baglanan ilag molekiilleri 151k varliginda koparak
ilacin serbestlesmesini saglar. Bu yontemde kisitlayic1 bazi faktorler de mevcuttur.
Bunlar arasinda dokulardaki 1sik gecirgenliginin degisken olmasi, bazi kosullarda
invasiv olarak derine inilmesi suretiyle 151ma yapilmasinin gerekliligi sayilabilir.
Sicaklik duyarli polimerlerde LCST yani diisiik kritik soliisyon sicakligi kavramindan

bahsedilir. Bu sicaklik altinda polimer ¢oziiniir, sisme egiliminde ve ilag yikli
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konumdadir. Bu sicakligin iistliinde ise polimer biiziisiir, yiiklii oldugu ilaci ortama
salar. Istya duyarli polimerler dogada toksik olan herhangi bir organik ¢dziicliden
kagnabilir, hidrofilik/lipofilik ilaglar1 tasiyabilirler. Ornekler arasinda poli(N-
izopropil akrilamid) ve poli(metil vinil eter) verilebilir.

Manyetik duyarli nanopartikiillerde polimere entegre edilmis demir bazli manyetik bir
cekirdek kullanilir (6r: Fe3Os ve CoFe2O4) Bu ¢ekirdek, istenen dokuya hedeflenmis
ekstrenal bir yiiksek frekansli manyetik alan altinda 1s1 agiga ¢ikartarak tasiyicidaki

ilacin salinmasini tetikler [31].

1.3.8.4 Kemik doku metastaz1 ve osteosarkoma icin polimerik ilac¢ tasiyici

sistemler

Kanser hiicreleri yakin dokulardaki uygun mikrogevrelere dogru metastaz yapma
egilimindedir. Kemik doku metastazlar1 yaygin olarak, omurlar, pelvis bdlgesi,
kaburgalar ve uzun kemiklerin meta-epifiz bolgeleri gibi yiliksek derecede
vaskiilarizasyon, trabekiiler kemik igerigi ve kirmizi ilik aktivitesine sahip kemiklerde
gozlenir. Ozellikle kemik iligi, tiimor hiicresinin gogalmasini kolaylastiran biiyiime
faktorleri ve spesifik biyolojik komponentlerce zengin, metabolik olarak aktif bir
dokudur [46].

Kemik dokusu meme, akciger ve prostat kanseri icin metastaza yatkin bir bolgedir. Bu
durum primer kanserin yerine gore tam tersi yonde de olabilir: kemikten akcigere vb.
[57]. Tlerlemis kanserli meme ve prostat kanseri hastalarinin yaklasik %70-80'inde
kemik metastaz1 goriliir [58].

Kemik dokuya yonelik kullanilabilecek nanotasiyici sistemlerin ¢esitliligi ortaya ¢ok
farkli stratejilerle donatilmis, 6zgilin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri olan yapilar
koymaktadir. Bu yapilarin birbirinden farkli avantaj ve dezavantajlari mevcuttur.
Kemik dokuda saglanmak istenen terapdtik etki i¢in en uygun konumun segilmesi
gerekmektedir. Kemik tiimorleriyle birlikte kemik yapim-yikim dongiisiiniin
bozulmasina bagl olusan deformasyonu gidermek, kemik tiimor hiicrelerinde sinyal
yolaklarinin modifiye edilmesi, tlimoral hiicrelerde kimyasal veya fiziksel olarak
sitotoksik etki gosterecek tedavi stratejileri gibi bir¢ok strateji aslinda tasiyici sistemin
ekstraseliiler matriks, instraseliiler ortam, ¢ekirdek veya tiimor vaskiiler dokusu gibi
noktalardan hangisine gidecegini 6nceden karar vermek gerekmektedir. Bu noktada

kullanilan sistemin uygulama yolu, partikiiliin karakteristik 6zellikleri, boyutu, iyonik
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yiikii, ortam ile ge¢imliligi ve salim farmakokinetigi kritik 6nem tagimaktadir. Farkli

tasiyici sistemlerin avantajlar1 Tablo 1.4’te 0zetlenmistir.

Tablo 1.4 : Kemik doku i¢in kullanilan tasiyici sistemler [29].

Tastyicr Sistem Avantajlar

Dezavantajlar

Hiicre zarina benzerlik,

hidrofobik/hidrofilik ilag,

Lipozom

uzun sirkiilasyon siiresi,
uzun dozlama araligi,
biyouyumluluk, biyolojik
olarak pargalanabilirlik,

hiicrelere yiiksek adezyon

Misel Az ¢oziinen ilaglar,
kendiliginden olugum,
yiiksek stabilite, yiiksek
ilag yiikleme kapasitesi,
100 nm altinda

hazirlanabilir, iyi

biyodagilim

Hidrojel biyouyumluluk,

hidrofiliklik

Dendrimer in vivo kararlilik, uzun
sirkiilasyon siireleri, daha
yiiksek yiikleme
kapasiteleri ve
lipozomlara kiyasla daha
kontrollii ve hedefli ilag

salimim profilleri

Hidrofobik ilag¢ kapasitesi

az, hipersensitivite,

Hizli biyodegredasyon

Enjeksiyon sonrasi stabilite

problemleri

Zor parcalanma, yavag/hizl

ilag salim

Sentez zorluklar1, yapi

boyutunda sirinlamalar
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Tablo 1.4 (devam) : Kemik doku i¢in kullanilan tasiyict sistemler [29].

Tasiyic1 Sistem Avantajlar Dezavantajlar
Hyaluronik asit Iyi biyouyumluluk, Diisiik mekanik ve fiziksel
biyolojik olarak ozellikler, hizl1 bozulma

Jelatin

Metalik
Nanopartikiiller

Inorganik

Nanotastyicilar

pargalanabilirlik, yiliksek
viskoelastisite, hidrofilik,
modifikasyon yetenegi,

siirekli ila¢ salinimi

Biyoparcalanabilir,
hidrofilik, non- toksik

Altin naonopartikiillerde
minimal sistemik
toksisite, fototermal

terapi, radyosensitizasyon

Kemik mineral doku
benzerligi, fotodinamik

terapi, biyouyumluluk

orani, karmasik ¢apraz

baglamalar

Antijenik yanit, saflastirma

zorlugu

Agregasyon, reaktif oksijen

tiirleri olusturma riski

Mekanik dayanimin diisiik
olmasi, viicutta
bozunurlugun diigiik olmasi,
fonksiyonellendirme

kisithiligt

1.4 Hipotez

Mevcut osteosarkom tedavisinin klinikte ortaya c¢ikan cesitli engellerden Otiirii
hastalarin tedavisinde yasanan zorluklar, iyilestirilmis bir kemoterapi stratejisinin
zorunlulugunu ortaya koymaktadir. Giincel literatiir ¢alismalarinin ortaya koydugu
sonuglar dogrultusunda sentezlenebilirlik, stabilite, par¢acik boyutu, tasiyict sistem
toksisitesi, uygulama yolu, maliyet, farkli kimyasal yapidaki ilaglara uyarlanabilirlik
gibi faktorler gbz Oniine alindiginda bazi ilag tasiyici sistemler 6ne ¢ikmaktadir. Bu

tez ¢alismasinda misel formiilasyonu ile hazirlanacak kemige hedeflendirilmis bir
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sistemin tasarlanmasi planlanmistir. Daha 6nce kullanilmis kemik hedeflendiricilerden
farkli olarak nispeten az denenmis bir peptid molekiilii ile 6zgiin bir ilag tastyici
polimer {lizerinden gidilmesi halinde konvansiyonel cisplatin etkin maddesinin
biyoyararlaniminin iyilestirilecegi ve kontrollii salim sistemi igerisinde daha {iistiin bir

farmakokinetik ortaya koyacagi 6ngoriilmektedir.

38



2. DENEYSEL KISIM

2.1 Kimyasal Sentezler

2.1.1 Materyal ve metod

Floresin O-metakrilat (FMA, Sigma-Aldrich, %95), tetrahidrofuran anhidréz (THF,
Sigma-Aldrich), trifloroasetik asit (TFA, Sigma-Aldrich), dimetilsiilfoksit (DMSO,
Merck, %98.9), petrol eteri (BR 40-60 °C, Merck, %90), dietil eter (Merck, %99), THF
(Merck, %99.7) diklorometan (CH2Cly, anhidrdz, >% 99.8, Aldrich), di(tiyobenzoyil)
distilfit, 4,4’-azobis (4-siyano pentanoik asit), etilasetat (Merck), kloroform (Merck),
hekzan, etilen glikol dimetakrilat (EDMA)(Sigma-Aldrich), potasyum karbonat
(Sigma-Aldrich), 18-crown-6 (Sigma-Aldrich), di-tert-butil malonat (Sigma-Aldrich),
, 3- (trimetilsilil) 1-propanol, metakriloil kloriir, toliien (Merck) alindig1 sekilde
kullanilmistir.  4-siyanopentanoik asit ditiyobenzoat (CPADB) RAFT ajami ve 3-
(trimetilsillil) prop-2-in-1-il metakrilat TMSpMA daha Onceki ¢aligmalarda
sentezlendigi sekliyle kullanilmistir [7]. 2,2’-azobi(isobutironitril) (AIBN, Fluka,
%98) metanolde kristallendirilmistir. Aksi belirtilmedigi siirece tiim kimyasallar
oldugu gibi kullanilmistir. Ultra saf su (USS) Milli-Q ters ozmos sistemi ile 19.6
M.Qcm 6zdireng degeri ile tiretilmistir. Dulbecco’ Eagel medium/nutrient mixture F-
12 (DMEM/F12) besiyeri, fetal bovine serum (FBS), %0.25 tripsin / %0.20 etilen
diamin tetraasetik asit (EDTA), phosphate buffered saline (PBS),
penisilin/streptomisin, L-glutamin (Thermo Fisher Scientific), MTT test kiti (Sigma
Aldrich), T flasklar, 96 well-plate ve hiicre kiiltiirii malzemeleri Invitrogen’den temin
edilmistir. Kemik hedefli peptid (CVNTANST) siparis iizerine Elabscience tarafindan
sentezlenmistir.

Kullanilan cihazlarin listesi ve ozellikleri su sekildedir; Kimyasal reaksiyonlarin

kurulumunda kullanilan manyetik karistiricilar (IKA 1siticili manyetik karistirict),
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doner buharlagtiricilar (BUTCHI Labaroto), vakum inkiibatérii (VACUCELL),
fotoreaktdér (KERMAN Lab fotoreaktdr, lamba dzellikleri: 365 nm, 15mW cm?), FT-
IR Spektormetre cihazi (ALPHA Bruker, platin-ATR aksesuarli ZNSe kristalli), 'H
Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopisi cihazi (Bruker Avance NEO NMR
spektrometresi, 'H (500 MHz)) kullanilmistir. Tiim kimyasal kaymalar, Si(CH3)s
dahili standart (6 = 0 ppm) olmak iizere ppm (8) cinsinden belirtilmistir. Veriler ¢oziicti
kalintis1 rezonanslarmm (8 'H ve '3C) kimyasal kaymalar1 referans alinarak
degerlendirilmis ve hesaplanmistir. NMR ¢oziiciileri CDCl3-d, DMSO-ds ve DMF-d;
(Sigma-Aldrich), jel gecirgenlik kromatografisi (GPC)(Cihaz: TOSOH ECOSEC
HLC-8320GPC, kolon: 7.8mm I.D x 30 cm x 8 (Tasah product) dedektorler: Kirilma
Indisi Dedektérii (RI), UV Dedektorii, Istk Sacilma Dedektérii (Light Scattering)),
kullanilmistir. GPC Analizlerinin akis hizi1 1.0 ml/dk, 35 °C olarak belirlenmis,
kalibrasyon i¢in dar molekiil agirligi dagilimina sahip PS standarti, veri analizi i¢in
Viscotek OmniSEC 4.7.0 yazilimi kullanilmistir. Pargaciklarin boyut dagilimi ve zeta
potansiyel analizi i¢in 173 6l¢ilim agis1, 633 nm dalga boyu, 25 °C, dispersant olarak
distile su olacak sekilde parametrelerinde ayarlanmig Malvern NanoZSP dinamik 151k
sacilim (DLS) spektrometresi ile karakterize edilmistir. Hiicre kiiltiirii calismalarinda,
mikropipet seti (Thermo Scientific Finnpipette F2, 0.2- 2 puL, 1-10 pL, 2-20 pL, 10-
100uL, 100-1000 pL) inkiibator (Memmert ICO150med, %S5 CO: inkiibator)
biyogiivenlik kabini (Faster SafeFAST Premium 218, simif IIA2), invert mikroskop
(Isolab Neubauer Improved, Sayim Lami ve Carl Zeiss Primovert), hiicre canlilik
tayini i¢in 12 kanalli mikropipet (Thermo Scientific™, Finnpipette™ F1 Multichannel
Pipet, 30-300 pL), ELISA okuyucu (BioTek, Synergy HI hibrid multi-mod) ile
gerceklestirilmistir. CDDP miktar tayini, indiiktif eslenmis plazma kiitle
spektrometresi (ICP-MS, Agilent 7800 ICP-MS) ile yapilmistir. Gegirimli elektron
mikroskobu (TEM) ile nanoparcaciklarin goriintii analizi (FEI TALOS F200S TEM
200 kV) mikroskobu ile yapilmistir.

2.1.2 4-Siyanopentanoik asit ditiyobenzoat (CPADB) RAFT ajam sentezi

0o 0

s HOJJ\/>< = OB S | CN
go S CN CN . OH
T
0

Sekil 2.1: 1 4-Siyanopentanoik asit ditiyobenzoat (CPADB) RAFT ajani sentezi.
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RAFT polimerizasyon ajan1 Onceden sentezlenmis oldugundan hazir stoktan
kullanilmistir. Sentez prosediirii su sekildedir, di(tiyobenzoyil) disiilfit (1 ek.) ve 4,4’-
azobis (4-siyano pentanoik asit) (1.5 ek.) etilasetat (EtOAc) i¢inde ¢oziilerek 18 saat
80 °C’de inert atmosferde reaksiyon gergeklestirilir. Daha sonra ¢oziicli ugurularak
kolon kromatografisi (hekzan/ EtOAc, 3/2) ile saflastirilir. Elde edilen pembe renkli
RAFT ajan1 hekzan/EtOAc (3/2) karisiminda kristallendirilerek tekrar saflagtirilir.
(Verim: %68) (Sekil 2.1).

2.1.3 1,1-di-tert-butil 3-(2-(metakriloyloksi)etil)- butan-1,1,3-trikarboksilat
(MAETC) sentezi

p x ;
< ;{
vald o

Sekil 2.2: 1,1-di-tert-butil 3-(2-(metakriloyloksi)etil)- butan-1,1,3-
trikarboksilat (MAETC) Monomeri Sentezi.

Etilen glikol dimetakrilat (EDMA, 5.5 g, 27.7 mmol, 3 ek.), potasyum karbonat (1.405
g, 10.17 x 103 mol, 1.1 ek.), ve 18-crown-6 (0.080 g, 3.05 x 10 mol, 0.033 ek.)
katalizor 1.4 mL susuz THF e eklenir ve karisim 30 dakika boyunca azot altinda
gazdan arindirilmadan Once bir buz banyosunda 0°C'ye sogutulur. Di-tert-butil
malonat (2 g, 9.24 x 107 mol, 1 ek.) manyetik karistiricida karisan karisgtma damla
damla eklenir. Bulanik goriiniislii slispansiyon, sicakligi 0 °C' de tutarken 30 dakika
karistirilir daha sonra 40 °C'de 48 saat daha karistirilir. Karisim baslangigta renksizken
reaksiyon sonunda sarimsi bir renk alir. Deiyonize (DI) su (30 mL) karigima ilave
edilir ve bir ayirma hunisi kullanilarak dietil eter (3 x 60 mL) ile 3 kez yikanir. Dietil
eter fazlar1 birlestirilir ve doner buharlastirici kullanilarak buharlastirilir. Kalan
yagims1 ham {iriin silika jel kolon kromatografisi ile saflastirilir. Bu asamada petrol
eteri/etil asetat karisimi gradyan eluent olarak, 100:1'den 8:1 v/v'ye degisen oranla
kullanilir. Toplanan fraksiyonlar TLC (permanganat ¢ozeltisi ile boyanmuis) ile

incelenir. Monomer (Rf = 0.3) viskoz siv1 olarak elde edilir (%42 verimde) ve 'H-
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NMR ile karakterize edilir. Sivi, gece boyunca bir dondurucuda birakildiginda
kristallenir (Sekil 2.2).

2.1.4 PIMAETC) Homopolimer sentezi

T 2 MAETC
SX/\ﬂ,OH - .
5 AIBN, FMA
Toluene, 70 °C, 5 sa 02
o]
0

Sekil 2.3 : PAIMAETC) homopolimer kimyasal sentez basamaklari.

Homopolimer sentezi (Sekil 2.3) [7] igin CPADB RAFT ajan1 (0.009 g, 3 x10~° mol,
1 ek., Mn,nmr = 297.37 g/mol), MAETC (1 g, 2.4 x 107 mol, 80 ek., Mw = 414.50
g/mol), FMA (103 g, 0.08 ek. 2.4 x 10 mol, Mw = 400.386 g/mol), AIBN (6.19 x 10°
4 g,3.7x 10° mol, 0.125 ek., Mw= 164.21 g/mol) ve 6 mL toliien sirastyla icerinde
manyetik karistirict olan 10 mL lik reaksiyon vialine koyulur. Hemen ardindan septa
ile kapatilir ve parafinlenerek azot gazi altinda 45 dk buz banyosunda karismaya
birakilir. Polimerizasyon i¢in buz banyosundan alinan vial 70 °C sicakliktaki silikon
yag banyosuna aktarilarak reaksiyon baglatilir ve 5 saat karigsmaya birakilir. Siire
sonunda vial yag banyosundan alinarak inert ortam bozulur. Ardindan doéner
buharlastiricida ¢oziicli ugurulur, homopolimer 6nceden sogutulmus hacimce 10 kat
metanolde 2 defa ¢oktiiriilerek saflastirilir. Cokelti vakum altinda 25 °C de gece boyu
kurumaya birakilir. Kurutma sonunda agik pembe renkli, viskoz sivi bir {iriin elde
edilir. Saf polimer 'H-NMR (Sekil 4.2), THF-GPC (Sekil 4.8) ve FT-IR (Sekil 4.7)
ile karakterize edilir. Monomer iinite sayis1 ve molekiil agirligi hesabi 'H-NMR
spektrumunda 4.15 ve 4.31 ppm deki etilen protonlar1t (4H, -OCH>CH:O-) ile

hesaplanmastir.
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2.1.5 Diblok kopolimer sentezi

S CN HEMA, TMSpMA
OH ——
S
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Sekil 2.4 : PMAETC-b-(HEMA-TMSpMA)), Diblok kopolimer sentezi semast.

Onceden sentezlenmis olan P(MAETC) (Mn,nur =22.66 kDa) homoblok polimeri
(Sekil 2.4). makroRAFT ajam olarak (0.24 g, 3.2 x 10” mol) igerisinde manyetik
karistirici olan bir viale alinir. Ortam konsantrasyonu [0.6]M olacak {izere polimer 6
mL toluende ¢oziiliir. HEMA (0.10 g, 8 x 10 mol, 25 ek.) ve TMSpMA (0.0250 g
1.28 x 103 mol, 2 ek.) monomerleri eklendikten sonra baslatic1 olarak AIBN (0.788 x
102 g, 4.8 x 10 umol) eklenmis ve vial agz1 septa ile sikica kapatilarak 0 °C de bir
saat azot gazindan gegirilir. Daha sonra silikon yag banyosuna aktarilan vial 70 °C de
8 saat karigsmaya birakilir. Siire sonunda septa delinerek inert ortam bozularak
reaksiyon sonlandirilir ve toliien doner buharlastiricida buharlastirilir. Polimer soguk
hekzanda 2 kere ¢oktiiriilerek safsizlik uzaklastirilmis ve elde edilen diblok kopolimer
25 °C vakum etiiviinde 1 gece kurutulur. Kurutma sonrasi agik pembe renkli viskoz
stv1 iiriin (0.3202 g) elde edilir. THF GPC (Sekil 4.8), FT-IR (Sekil 4.7), 'TH-NMR
(Sekil 4.3) ile karakterize edilir. 'H-NMR sonucuna gére HEMA monomerinin verimi
%88, TMSPMA i¢in %75 hesaplanmistir

'"H-NMR analizinde TMSpMA monomerinin polimer yapiya katilmasi (-
OCH:CHCH-, 5.03 ppm) de metilen piklerinin varlig1 ile tespit edilmistir ve doniistim
hesab1 polimerden gelen tek protonlu b karbonuna (—OCH3> 3.16 ppm) gore yapilmistir.
HEMA monomeri i¢in ise 5 adet I,m,n kodlu protonlarinin (-COOCH>CH>OH, 3.79

ppm) sinyali goriilmiistiir.

43



2.1.6 TMSpMA monomerinin koruma gruplarmin uzaklastirilmasi
" I(! ) IBU I'HF || I( ) W H
Oda Slcaldngl 2 saat 3
—bi E }«

Sekil 2.5 : PIMAETC-b-(HEMA-pMA)), kopolimerinin trimetil sillil koruma
gruplariin uzaklastirilmasi kimyasal sentez basamaklart.

P(MAETC-b-(HEMA-TMSpMA)) diblok kopolimeri (Sekil 2.5). (Maxvr =24.44
kDa, 0.3202 g, 2.95 x 10 mol, 1 ek.) icerisinden manyetik karistiric1 olan bir viale
almarak THF (10 mL) icerisinde ¢oziildiikten sonra 0 °C de azot gazindan gegirilir.
Daha sonra az miktar BHT (1 kristal tanesi), THF de ¢6ziinmiis TBAF (0.0347 g, 1 M,
4.5 ek. (trimetil sillil grubu basina 1.5 ek. mol/mol)) cam siringa ile 2-3 dakika
boyunca damlatilarak viale eklenir. Damlatma baslangicinda renksiz olan karisim sar1
renk alir. Reaksiyon karigimi buz banyosunda 30 dakika karismaya birakilir. Daha
sonra oda sicakligmma alinan karisim 2 saat karigmaya birakilir. Reaksiyonu
sonlandirmak i¢in ¢6ziicii rotary buharlastirict ile ortamdan uzaklastirilir. Karigim
THF/Metanol (2/1mL) de ¢oziildiikten sonra 50 mL lik falkon tiip i¢indeki 10 kat
hacimde soguk hekzanda 2 kere ¢oktiiriiliir. Dekante edildikten sonra falkon tiipte
kalan ¢okelti 24°C sicakliktaki vakum etiiviine aliir ve 1 giin kurutulur. 0.326 g
madde elde edilmistir. 0.11 ppm de trimetil sillil gruplarinin kaybolmas: 'H-NMR ile
dogrulanmistir (Sekil 3.4). DMF-GPC ile boyut dagilimi1 analizi yapilmustir.
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2.1.7 MAETC monomerinin koruma gruplarinin uzaklastiriimasi
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Sekil 2.6 : PAIMAEMA-b-(HEMA-pMA)), polimerinin hazirlanmasi.

MAETC monomerindeki tersiyer butoksil gruplarin uzaklastirilmasi reaksiyonu (Sekil
2.6) asidik ortamda yapilir. Kopolimer (Myxvr =24.26 kDa 0.06 g) ve TFA/H.O (4
mL, 9:1, v/v) iginde manyetik karistirict bulunan 25 mL’lik reaksiyon balonuna azot
gazi altinda konur. Soliisyon oda sicakliginda azot gazi altinda, 0°C de berrak bir renk
alana kadar karigtirilir. 2 saat sonunda reaksiyon tamamlanir ve dnceden sogutulmus
hacimce 10 kat hekzanda ¢oktiiriiliir. Polimer soliisyonu ultra saf su ile 3500 MWCO
Da luk diyaliz membraninda 2 giin diyaliz edilir. Liyofilize ederek kurutulduktan sonra
kabarik kati haldeki nihai madde elde edilir (Sekil 2.7). Saflastirilmis polimer 'H-
NMR (Sekil 3.5), FT-IR (Sekil 3.7) ve HoO-GPC (Sekil 3.9) yontemleri ile karakterize

edilmistir.

Y iyali Ss8 0 | Liyofilizasyon ) ’
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4

Sekil 2.7: TBOC hidrolizi sonrasi diyaliz ile TFA fazlasinin uzaklagtirilmasi
asamalar1. Soldan saga dogru polimerin baslangicta agik sar1 olan renginin 2 saat
sonra siit beyazina, 48 saat sonra ise mat beyaz renk alarak diyaliz membrani i¢ine
coktiigli gozlenmistir. Liyofilize edildikten sonra ise pamuksu beyaz renkli bir kati
malzeme elde edilir.
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2.1.8 Tiyol-in 'click' kimyasi ile kemik hedefli peptid konjugasyonu

KHP (CVNTANST),
'm 365 nm UV, 30 dk, N, @JL
0
OH o S‘ KllP 0}1 0
KHP o
d 0
o OH o OH

Sekil 2.8 : Tiyol-in Click kimyasi ile peptid polimer konjugasyonu

Polimerin tiim koruma gruplar1 kaldirildiktan sonra alkin monomerine tiyol-in Click
kimyas1 ile peptid konjugasyonu literatiirden uyarlanarak yapilmistir (Sekil 2.8)
[58,59]. SH- grubu iceren sistein aminoasit uglu peptit CVNTANST (20 mg) ve alkin
uclu monomer barindiran polimer (11 mg) 1siya dayanikli uygun boyutta uzun beyaz
caml1 bir viale eklenerek 2 mL DMF' de ¢oziiliir (reaksiyon ortami yaklasik 0.2 M,
[SH]: [alkin], 4: 1). Fotobaslatict olarak 2,2-dimetoksi-2-fenil asetofenon (DMPA)
[SH]:[baslatic1]=50:1 molar oraninda reaksiyon vialine eklenir ve vial septa ile
kapatilarak parafinlenir. Reaksiyon karigimi nitrojen gazi altinda 15 dk bekletildikten
sonra ve 40 dakika boyunca i¢ini 360 derece c¢evreleyen isiklandirma kurulu
fotoreaktorde (365nm, 15mW cm™) iginde 1sinlanir. Daha sonra karisim saflastirilmak
amaciyla 3500 MWCO diyaliz membraninda 2 giin boyunca ultra saf suya kars1
diyalize edilir. En son P(MAEMA-b-(HEMA-pMA(KHP))) deki diyalizden kalan
solventi uzaklastirmak igin liyofilize edilir. Nihai iiriin '"H-NMR ile karakterize edilir

(Sekil 3.6).
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2.1.9 Polimere CDDP yiikleme ve misel olusturma
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Sekil 2.9 : CDDP@P(MAEMA-b-(HEMA-pMA@KHP)), polimere CDDP
yiliklenmesi kimyasal basamaklari.

Koruma gruplart kaldirilmis diblok kopolimere cisplatin yiiklenirken misel
olusturmast saglanir (Sekil 2.9). Bunun igin polimer (M, xvr =18.22 kDa, 0.01 g, 1.3
umol, 1 ek.) igcerisine manyetik karistirict olan bir viale tartildiktan sonra 1 mL DMF,
6 mL ultra saf su eklenerek ultrasonikasyon yardimiyla ¢6ziiniir. Ortam pH degeri 8-9
aras1 bir degere gelene kadar damla damla NaOH (1M, yaklasik 75 pL) eklenir.
Karigim oda sicakliginda 30 dakika karistirilir.

Cl\ ,NH:,, OH, NH;
/Pt\ + AgNO; -

a’ CNH, dH,0
20 sa, 24°C

/
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Sekil 3.10 : Cisplatin aktivasyonu.

CDDP soliisyonu literatiirden uyarlanarak hazirlanir [11]. Prosediire gore oncelikle
CDDP (0.01 g) tartilir ve 10 mL damitilmis su i¢inde siispanse edilir. Sulu kompleks
olusturmak i¢in giimiis nitrat ([AgNO3] / [CDDP] = 1.955) ile kanstirilir. Cozelti
karanlik ortamda ve oda sicakliginda 4 saat karistirilir. Reaksiyonun gercgeklestigi
beyaz glimiis kloriir ¢okeltisinin gézlenmesi ile tespit edilir. Karisim daha sonra AgCl
cokeltisini uzaklastirmak i¢in 20 dakika boyunca 4000 rpm'de santrifiijlenir ve
stipernatant 0.22 um'lik bir naylon filtreden gecirilerek saflagtirilir. Santrifiij ve
filtreleme islemi ti¢ kere tekrarlandiktan sonra aktive edilmis CDDP soliisyonu elde
edilir (Sekil 2.10).

Misel olusturmak i¢in polimer/ solvent konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde
hesaplanmistir. Bunun i¢in aktive edilmis 4.4 mL CDDP soliisyonu (4.4 mg, 1.67 x10°
> mol, MAETC karboksilik asit gruplari basina 0.55 ek. olacak sekilde) siringaya

alinarak, 0.85 mL DMF de ¢6zlinmiis polimer soliisyonu bulunan septali viale (0.053
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g, 2.87x107 mol, Mw:18,426 g/mol, 1 ek. ) sirga pompasi yardimiyla 2 damla/dk
hizla damlatilir. Vial manyetik karistiriciya alinarak etrafi aliiminyum folyo ile sarilir
ve oda sicakliginda 12 saat karismaya birakilir. Daha sonra orbital karistirictya alinir
ve 37 °C de 2 giin daha karistirildiktan sonra distile su ile 2 giin diyaliz (MwCO 3500
Da) edilir. Diyaliz sonrasi son hacim 8 mL Ol¢lilmiistiir. [7].

Peptid bagli misel ve ila¢ yiiklenmemis bos misel de polimer miktar1 sabit tutularak
ayni prosediirle olusturulur. Peptid bagli polimer (0.053 g, Mw:20,043 g/mol) 0.85 mL
DMF i¢inde ¢ozildiikten sonra iizerine aktive edilmis 4.4 mL CDDP soliisyonu
damlatilir. Bos misel i¢in polimer (0.053 g) ultra saf suya (5.3 mL) damlatilir yarim
saat karismaya birakildiktan sonra misel olugsmasi beklenir. Her {i¢ misel i¢in de boyut

ve zeta potansiyel analizi DLS cihazi ile beklenmeden yapilmistir.

2.1.10 Misel karakterizasyonu

Mac yiiklii, bos ve ilag-peptid yiiklii polimerlerin karakterizasyonu DLS yontemi ile

boyut ve zeta potansiyeli analizine dayanilarak yapilmistir.

2.2 in vitro Degerlendirme

2.2.1 in vitro ila¢ salim deneyi

CDDP’nin misellerden in vitro ilag salimi deneyi iki farkli pH tampon ¢ozeltisinde
(pH = 5.5 ve pH 7.4) diyaliz yontemi ile degerlendirilmistir. Kisaca, CDDP yiiklii
polimerler, M1 ve M3, diyaliz membranina (MWCO 2000 Da, genislik:9 mm)
yerlestirilir. Miselleri iceren membranlar, fizyolojik (pH 7.4) ve tiimdral insterstiyel
pH'da (pH 5.5) denenmek tizere ayr1 ayr1 15 mL tampon igeren 50 mL’lik falkonlara
alinir. 37 °C'de 90 rpm karistirma hizina sahip sicaklik kontrollii bir ¢alkalayicida
diyalize edilir. Belirlenen araliklara salim ortamindan 1 mL numune toplanir, yerine
uygun olan (pH 5.5 veya 7.4) taze tampon ¢ozeltisi eklenerek 4 giin boyunca salim
deneyi devam ettirilir. Numunelerin ila¢ etkin madde miktar tayini i¢in, kantitatif
platin element konsantrasyonu, indiiktif eslenmis plazma kiitle spektrometresi (ICP-
MS, Agilent 7800 ICP-MS) kullanilarak 6l¢tilmiistiir. ICP-MS analizi i¢in tiim
numuneler konsantre aqua regia ¢ozeltisi i¢inde sindirilmistir. Aqua regia ¢ozeltisi,
%?2 nitrik asit %2 hidroklorik asit sulu ¢ozeltisi seklinde hazirlanmistir. Analiz 6ncesi

hazirlik olarak 30 uL numuneye 4.97 mL aqua regia eklenir, 90 °C'de 4 saat bekletilir.
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Belirlenen zaman araliklarinda ortama salinan ilag miktari, baslangigtaki ilag

miktarina gore ylizde deger olarak hesaplanmistir.

3.2.2 Hiicre kiiltiiri

Calismada HUVEC (ATCC CRL-1730) ve SAOS-2 (ATCC HTB- 85) hiicre hatlar1
kullanilmistir. HUVEC 1.19 insan osteoblast hiicre hattt D-MEM / F-12 (1:1) (1X)
besiyeri, 2.5 mM L-glutamin, 0.3 mg/mL G418, %1 Penisilin/Streptomisin (P/S) ve %
10 fetal bovine serum (FBS) ile, SAOS-2 insan OS hiicre hatt1 ise McCoy’s 5A
besiyeri, %1 P/S ve %10 FBS ile kiiltlire edilmistir. Hiicreler 37 °C’de, %5 CO2’li ve
nemli inkiibatdrde, 25 cm? ve 75 cm?’lik flasklarda gogaltilmustir. Iki giinde bir invert
mikroskopta kontrol edilecek olan hiicreler %80 yogunluga ulastiklarinda
Tripsin/EDTA kullanilarak pasajlanmistir. Tripsinizasyon islemi sonunda elde edilen
hiicre siispansiyonundan 20 pL ependorf tiipe alinarak esit oranda tizerine %0.5 Tripan
mavisi eklenmistir. Pipetaj sonrasinda karisimdan 7 pL alinarak hemositometreye
konulacak ve mikroskopta 5 farkli alanda hiicre sayimi yapilmistir. Sayimin ortalamasi

aliip sulandirma katsayisi ile carpildiktan sonra 1 mL’deki hiicre miktar1 saptanmustir.

3.2.3 MTT testi ile sitotoksisitenin incelenmesi

Metabolik aktivitenin 6l¢limiine dayali hiicre proliferasyon testlerinde yaygin olarak
Metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) tuzlart kullanilmasi esasina dayanmaktadir.
Caligma prensibi, temel olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz
enzim aktivitesi ile tetrazolyumu (sar1) kullanarak formazan (mor) boya iiretmesi
sonucu gorilen renk degisiminin absorbans olarak ELISA okuyucu ya da
spektrofotometre ile dl¢lilmesine dayalidir.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan gruplar: ilag miktar1 sabit tutulmus CDDP
soliisyonu, CDDP yiiklii misel, Bos Peptidli misel ve CDDP yiiklii Peptidli misel
formiilasyonlaridir (sirastyla: CDDP, M1, M2, M3). Bos peptidli misel (M2) i¢in
polimer miktar1 yiiklii misel (M3) ile esitlenmistir. Misel formiilasyonlarinin CDDP
miktar1 100 pg/mL den baglayarak 0.0975, 0.195, 0.39, 0.78, 1.56, 3.125, 6.25, 12.5,
25, 50, 100 seklinde 10 konsantrasyon seklinde hazirlanmis, her konsantrasyon 3
tekrarli olacak sekilde hiicrelere uygulanmstir.

Deney prosediiriinde ila¢g formiilasyonlarimiz degisik konsantrasyon ve inkiibasyon
siirelerinde test edilmistir. Ilgili hiicre hatlar1 96 kuyucuklu plakaya 5x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilerek 37 °C, %5 CO2’li inkiibatérde gece boyu
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bekletilmistir. Ertesi giin hiicrelere farkli konsantrasyonlardaki tasiyicilar eklenerek
MTT analizine uygun sekilde midahale edilecek ve inkiibasyon sonrasi
spektrofotometre ile 6l¢timii yapilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in 6l¢iim en az 3 kere
tekrar edilmis olan veriler kiyaslanarak konsantrasyona bagl grafigi cizilecek ve
relatif %hiicre canlilig1 ve ICso degeri tespit edilmistir. Uygulama yapilmamis kontrol
hiicrelerinin canliligi %100 kabul edilerek, uygulama yapilan hiicrelerdeki canlilik
oranlar alttaki formiil ile hesaplanmistir;

% Canlilik = [100 x (Uygulama yapilan hiicre absorbans ortalamasi-kor ortalama) /

(Kontrol hiicre absorbans ortalamasi-kor ortalama)]

50



3. SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alismada kemik hedefleme 6zelligi 6n planda olan yenilikei bir ilag tastyici sistem
sentezlemek amaciyla yola ¢ikilmis ve arastirma ekibinin ge¢cmis ¢alismalart modifiye
edilerek ilerlenmistir. Osteosarkom tedavisinde halihazirda kullanimda olan ve
farmakodinamik ve farmakokinetik 6zellikleri iyi bilinen cisplatin model ilag¢ olarak
tercih edilmistir. RAFT polimerizasyonu yontemi ile hazirlanan polimerde MAETC
monomerine ait iki koldaki karboksilik asit uglari ve cisplatin arasinda kompleks
olusturmak suretiyle ila¢ konjuge edilerek polimere yiikleme yapilmistir. Ayrica
sistemin hidrofobik - hidrofilik dengesini saglamak amaciyla hidroksil uclu ticari
HEMA monomeri tercih edilmistir. Yapinin kemik dokuya 6zgiinliik gostermesi i¢in
kemik hedeflendirici bir peptid se¢ilmis (CVNTANST) ve peptidi tasiyacak monomer
olarak da elimizde Onceki c¢alismalardan hazir bulunan TMSpMA monomeri ile
calisgtlmigtir. TMSpMA monomerinin trimetilsillil koruma gruplar1 kaldirildiginda,
aciga ¢ikacak olan alkin ucu, peptid molekiiliindeki sistein amino asidine ait tiyol
grubu ile tiyol — alkin ‘klik’ (Click) reaksiyonu vermeye yatkindir. Cisplatin yiikli
peptidlendirilmis polimer, kemik hedefleme gorevi gorerek saglikl hiicrelere kiyasla
osteosarkom hiicrelerinde daha secici bir sitotoksisite ortaya ¢ikarmasi

beklenmektedir.

4.1 Polimerlerin Karakterizasyonu

Osteosarkom tedavisinde kullanilmak {izere tasarlanan polimerin sentezi i¢in
reaksiyon parametrelerinden sicaklik ve siire iizerinde degisiklik yapilmak suretiyle
iki seri polimer (Kodlar1 Px.1ve Px.2 serisi olmak ifade edilmistir) sentezlenmistir.
Serilerin karakterizasyon analizlerine ait veriler Tablo 3.1°de bulunabilir. GPC

analizinden elde edilen veriler neticesinde molekiil agirlig1 dagiliminin daha diizgiin
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olmasindan o6tiirli ikinci seri {iriinii olan P4.2 polimeri {izerinden ¢aligmalara devam
edilmesine karar verilmis, peptid baglama, in vitro ilag salim deneyi ve antikanser
etkinlik i¢in hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 i¢in P4.2 kodlu koruma gruplar kaldirilmis
diblok kopolimer ile devam edilmistir. Bu polimerlere ait polimerizasyon oranlari,
reaksiyon siiresi, doniisiim orani, GPC &l¢iim sonuglart ve 'H-NMR analizleri ve
hesaplanan molekiil agirlig1 verileri tablodaki gibidir (Tablo 3.1). Ayrica sentezlenen
polimerlerin ayrintili karakterizasyon sonuclarinin degerlendirmesi igin ilgili baslik

(bkz.3.1.7) ve karsilastirmal1 grafikler Sekil 3.8, 3.13, 3.15 ten incelenebilir.
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Tablo 3.1 : Polimer serilerinin karakterizasyonu P1: Homopolimer, P2: Diblok kopolimer, P3: TMS koruma gruplari kaldirilmis polimer, P4:
TBOC koruma gruplar1 kaldirilmis polimer.

Kod Polimer [M]:[RAFT]:[1] Siire Doniisim M,.cec (kDa) M, ~Nmr (kDa)
(h) (%)
P1.1 P(MAETC) [80]:[1]:[0.125] 6 31.25 14.75 7.40
P2.1 P(MAETC-b-(HEMA-TMSpMA)) [25]:[4]:[1]:[0.15] 8 HEMA 15.25 10.85
88
TMSpMA
75
P3.1 P(MAETC-b-(HEMA-pMA)) [P2]:[TBAF] 2 100 13.5 10.63
[1]:[4.5]
P4.1 P(MAEMA-b-(HEMA-pMA)) [P3]:[TFA] 2 100 20.8 7.78
[1]:[0.5]
P1.2 P(MAETC) [80]:[1]:[0.125] 16 66 17.75 22.66
P2.2 P(MAETC-b-(HEMA-TMSpMA)) [25]:[4]:[1]:[0.15] 5 HEMA 25.44 24 .44
48
TMSpMA
25
P3.2 P(MAETC-b-(HEMA-pMA))* [P2]:[TBAF] 2 100 243 24.36
[1]:[4.5]
P42 P(MAEMA-b-(HEMA-pMA))** [P3]:[TFA] 2 100 14.08 18.42
[1]:]0.5]
P5 P(MAEMA-b-(HEMA- [P4]:[KHP]:[DMPA] 40 100 - 20.04
pMA@KHP))** [1]:[4]:[0.08] dk

*DMEF-GPC ile karakterize edilmistir.
** H,O-GPC ile karakterize edilmistir.
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3.1.1 MAETC monomer sentezi

Michael katilma reaksiyonuyla etilen glikol dimetakrilat capraz baglayict ve di-
tersiyer-butil malonat birleserek iki disli karboksilat kollar1 tasiyan bir monomer
(MAETC) sentezlenmistir. (Sekil 3.1). Di-ter-butil malonat giiclii baz varliginda
proton kaybederken, potasyum karbonat da 18-crown-6 varliginda THF de
¢Oziiniirligl arttilarak reaksiyon ortami kurulmustur. Reaksiyonun ardindan kolon
kromatografisi ile saflastirma iglemi 100:1 petrol eteri:etilasetat’lik yogun bir mobil
faz gradyaninda baslayip 2 giinde tamamlanmistir. Solvent gradyanini ayarlarken
polarite daha hizli artildig1 takdirde takdirde basarili bir ayirma islemi yapilamadigi
goriilmiistiir. FT-IR analizi ve 'H-NMR spektroskopisi ile karakterize edilmistir (Sekil
3.1, 3.2). 'H-NMR analizi neticesinde hesaplanan reaksiyon verimi literatiirde %56
civari oldugu belirtilirken ¢alismamizda %42 verimde iiriin elde edilmistir. 'H NMR
spektrumunda, iki karboksilat arasindaki metin grubu 3.23 ppm'de bir ¢ift dublet pik
olarak goriilmiistiir. Coupling modeli, yan_yana bulunan metilen gruplarinin her iki
protonunun kimyasal kaymasindaki farkliliklardan kaynaklanmistir (1.94 ve 2.04
ppm) [7, 12, 13].
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Sekil 3.1: 1,1-Di-tert-butil 3-(2-(metakiyloyloksi)etil)- butan-1,1,3-trikarboksilat
(MAETC) monomerine ait '"H-NMR spektrumu (CDCl3).
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Sekil 3.2 : 1,1-di-tert-butil 3-(2-(metakriloyloksi)etil)- butan-1,1,3-trikarboksilat
(MAETC) monomerine it FT-TR analizi.
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3.1.2 P(IMAETC) Homopolimer sentezi

P(MAETC)’nin homopolimerizasyon reaksiyonunda, CPADB RAFT ajam
kullanilarak literatiire gore iki farkli deneme yapilmistir [7]. Ayrica reaksiyon
karisimina, ileri ¢aligmalarda kolaylik olmasi adina nanopartikiilleri etiketlemek i¢in
FMA floresein boyasi olarak eklenmistir. Reaksiyon ortaminda tamamen ayni
ekipmanlar ve malzemeler kullanilarak, sicaklik sabit tutulmak suretiyle reaksiyon
sliresi 6 saatten 16 saate cikartildiginda verim %31.25 ten %66 ya, yani yaklagik 2
katma ¢ikmistir. 'H NMR a gore hesaplanan reaksiyona giren monomer sayisi 53
{initedir. Unite hesab1 4.15 ve 4.31 ppm deki MAETC monomerine ait f ve g olarak
isimlendirilen 4 protona gore integralin 212.64 bulunmasi ile hesaplanmistir. Molekiil
agirlig1 hesabi i¢in 53 adet tekrarlanan monomer {initesi, FMA ve CPADB molekiil
agirliklar toplanarak nihai M,,xmr 22.66 kDa bulunmustur (Sekil 3.3).

'"HNMR (CDCls, 500 MHz): 7.86—7.34 ppm (5H, CPADB ye ait aromatik protonlar),
4.31-4.15 ppm (4H, ~-OCH,CH;0O-), 3.22 ppm (1H, OOCCHCH;3;CH>CH(COOBu-
tert)2), 2.51 ppm (1H, OOCCHCH3CH>CH(COOBu-tert),), 2.14- 1.00 ppm (2H + 3H,
OOCCHCH3CH;CH(COOBu-tert), ve MAETC nin ana zincirdeki -CH3, grubu), 1.60
ppm (2H, MAETC ana zincirdeki -CH>-grubu), 1.45 ppm (18nH,
OOCCHCH3CH2CH(COO(CH3)3)2),
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Sekil 3.3 : P(MAETC) Homopolimerizasyonuna ait 'H-NMR spektrumu (CDCls).
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Daha sonra homopolimerin THF-GPC ve FT-IR karakterizasyonlart yapilmistir
(Sekil 4.4). M,gpc sonucu 17.75 kDa, polidispersitesi Muy/Mn= 1.15 olarak
hesaplanmistir. P(MAETC) homopolimeri i¢in RAFT ajanina ait ester grubunun
C=0 cift bag1 gerilmesi 1760 cm™ de ve C-O bandindan gelen sinyal 1210 cm™ de

gbzlenmisgtir.
— P12
1.0 -1
& }F
é 0.8
=
g, 0.6
B
‘o
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O 04
024 — P12
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Bekleme siiresi (dk) Dalgaboyu (cm™)

Sekil 3.4 : Sentezlenen P1: P(IMAETC) Homopolimerin THF-GPC analizi ve FT-
IR analizine ait grafikler.

3.1.3 P(MAETC-b-(HEMA-TMSpMA)), Diblok kopolimer sentezi

P(MAETC) makroRAFT ajanina, AIBN baslatici yardimiyla HEMA monomeri ve
TMSpMA monomerleri kopolimerizasyon ile katilmistir. Ik reaksiyon serisinde
reaksiyon stiresi 8 saat iken HEMA monomeri %88 reaksiyon verimi ile 22 iinite,
TMSpMA ise %75 verim ile 3 iinite olarak polimerlesmistir. ikinci seri polimerde
sicaklik sabit tutulmak suretiyle siire 5 saate indirildiginde sirastyla %48 verim ile 12

tinite ve %25 verim ile 1 iinite polimerlesmistir. (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 : POMAETC-b-(HEMA-pMA)) Diblok kopolimerizasyonuna ait 'H-NMR
spektrumu (CDCls).

Diblok kopolimerin ayrica THF-GPC ve FT-IR karakterizasyonlar1 yapilmistir (Sekil
3.6). Beklenildigi iizere 2 farkli monomer yapisinin da polimer zincirine eklenmesiyle
molekiil agirligr 17.75 ten biraz daha ylikselerek M,Ggpc sonucu olan 25.44 kDa’a
ulagmis, polidispersitesi Muy/My- 1.31 olarak hesaplanmistir. PIMAETC-b-(HEMA-
TMSpMA)) triblok kopolimerizasyonu sonunda eklenen HEMA iinitelerinden gelen
hidroksil gruplarindan 6tiirii 3000-3500 cm™ civari genis sinyalde O-H band1 gerilmesi
goriilmektedir. Sadece 1 iinite polimerize oldugundan TMSpMA monomerinden gelen

ay1rt edici bir sinyal goriilememistir.
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Sekil 3.6 : PIMAETC-b-(HEMA-TMSpMA)) diblok kopolimerine ait THF-GPC
analizi ve FT-IR analizine ait grafikler.

3.1.4 P(MAEMA-b-(HEMA-pMA)), TMS gruplarinin uzaklastirilmasi
P(MAETC-b-(HEMA-TMSpMA)) polimerinin HEMA ve TMSpMA koruma gruplu
monomerlerinin sirayla koruma gruplarinin kaldirilmas: gerekmektedir. Bu sebeple
once alkinil gruplarin1 agiga cikarmak amaciyla TBAF varliginda trimetilsillil
deprotection reaksiyonu gergeklestirilmistir. Reaksiyonun basaris1 koruma gruplarinin
tamamen kaldirildig: ile 6lgiilmiis, 'H-NMR analizleri ile 0.11 ppm deki TMS
piklerinin kayboldugu goriilmustiir (Sekil 3.7)

S CON
i OH
= 3 22, 25 0
o0 o o a
o

¢}

//k 8 feg
o
¢

1 OoH
(o]
e,
D
a
000+ _
=
A =
T 014 012 010 @
: =
T =
o e — . —
o0
(o B ol — ~
) R e
N s s ~
N — o 0 en
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

ppm

Sekil 3.7 : POIMAETC-b-(HEMA-pMA))- deprotection TMS, Diblok kopolimerin
TMS gruplarinin kaldirilmasi reaksiyonuna ait 'TH-NMR spektrumu (CDCl3).
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Diblok kopolimerin TMS koruma gruplarinin kaldirilmasi reaksiyonu i¢cin DMF-
GPC ve FT-IR karakterizasyonlar1 yapilmistir (Sekil 3.8). Trimetilsillil gruplarinin
yapidan uzaklagmasi ile molekiil agirhigi MyGPC:25.44 kDa’dan biraz azalarak 24.30
kDa’a inmis, polidispersitesi Mw/My= 1.27 olarak hesaplanmistir. P(MAETC-b-
(HEMA-pMA)) trimetilsillil gruplarinin hidroliz reaksiyonu neticesinde olugan yeni
alkin u¢ grup icin 2260 cm™ de kiiciik bir sinyal ile CZC iiglii bag gerilmesi
gorilmistiir.

P3.2
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Sekil 3.8: PIMAETC-b-(HEMA-pMA)) polimerine ait koruma DMF-GPC ve FT-
IR analizine ait grafikler.

3.1.5 P(MAEMA-b-(HEMA-pMA)), Tersiyer butil gruplarimin uzaklastirilmasi

P(MAETC-b-(HEMA-pMA)) polimerinin konsantre trifloroasetik asit ortaminda hizl
bir sekilde uzaklastirilmasi i¢in 2 saatlik bir reaksiyon yeterli olmustur. Reaksiyon
karisimi hizlica diyalize alinmis ve ilk 6 saat saat basi su degisimi ile, asit ortamdan
hizlica uzaklastirilmistir. TFA kokusu 1 giin sonunda kaybolsa da kesin sonug i¢in 2
giin boyunca diyaliz devam etmistir. Diyaliz sonrasi liyofilize edilen bilesik, DMF-d;
'"H-NMR ile karakterize edilmistir. Reaksiyonun basariyla gerceklestizi MAETC
monomerinin tersiyer butil gruplarina ait 1.45 teki gii¢lii sinyalin tamamen kayboldugu
ile gézlenmistir. Yeni molekiil agirlig1 18.42 kDa olarak hesaplanmistir (6 x 53 {inite

tersiyel biitil yerine hidrojen atomu gelmistir). (Sekil 3.9)
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Sekil 3.9 : PMAEMA-b-(HEMA-pMA)) polimerin TBOC gruplarinin
kaldirilmasi reaksiyonuna ait 'H-NMR spektrumu (DMF-d>).

Diblok kopolimerin TBOC koruma gruplarinin kaldirilmasi reaksiyonu ig¢in H>O-
GPC ve FT-IR karakterizasyonlar1 yapilmistir (Sekil 3.10). GPC analizi neticesinde
molekiil agirliginda radikal bir inis goriilmiis 24.36 kDa olan bir 6nceki polimerden
14.08 kDa a diistiigli Olctlmiistiir. Polidispersitesi Muy/My- 1.07 hesaplanmistir.
P(MAEMA-b-(HEMA-pMA)) i¢in yapilan FT-IR analizinde ise MAETC
monomerinin tersiyer butil gruplarinin kaldirilmasi ve yerine karboksilik asit

olusmastyla 3000-3500 cm™ arasi belirgin O-H bandi gerilmesi olustugu

gorilmiistiir.
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Sekil 3.10 : PMAEMA-b-(HEMA-pMA)) polimerinin TBOC koruma gruplarinin
kaldirilmasi reaksiyonuna ait H2O-GPC ve FT-IR analizlerine ait grafikler.
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3.1.6 P(MAEMA-b-(HEMA-pMA@KHP)) Tiyol-alkin ‘click’ kimyasi ile peptid

polimer konjugasyonu

P(MAETC-b-(HEMA-PMA@KHP)) polimerinin sentezinde 365nm 1s1k altinda
gergeklestirilen tiyol alkin click kimyasi ile reaksiyon gergeklestirilmistir. Peptid
yapisma ve polimer-peptid konjugasyonuna ait DMF-d; 'H-NMR spektroskopileri
kiyaslandiginda goriildiigii lizere peptide ait -SH gruplarindan gelen proton sinyalinin
(4.24-4.26 ppm’deki 2 adet dublet sinyal) MAETC den gelen f,g protonlariyla ayni
aralikta c¢iktigr goriilmiistiir (Sekil 3.12). Bu durumda peptid baglanma yorumu
karsilastirmali FT-IR analizinden yapilmistir. S-C baginin gerilmesine bagli 650-750
cm! arast  ve 1000-1100 cm™ arasi yeni olusan sinyaller mevcuttur (Sekil
3.11).Yapida 1 iinite bulunan pMA monomerinin 1 ek. alkin grubuna 2 ek. tiyol uclu

peptid baglanmasina istinaden yeni molekiil agirlig1 20.04 kDa olarak hesaplanmaistir.

Peptid
—Ps

r T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalgaboyu (cm'l)

Sekil 3.11 : POMAEMA-b-(HEMA-pMA@KHP)) Peptid - Polimer ile peptid
karsilastirmali FT-IR analizi.
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Sekil 3.12 : CVNTANST peptidi ve POIMAEMA-b-(HEMA-pMA@KHP)) Peptid-
Polimer konjugasyonuna ait '"H-NMR spektrumlar: (DMF-d>).
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3.1.7 Polimer karakterizasyonlarimin karsilastirilmasi
FT-IR Karakterizasyonlarimin Karsilastirmasi

Monomerlerin polimerize oldugunu kanitlamak ve yeni olusan baglar1 karakterize
etmek i¢cin FT-IR spektroskopisi kullanildi (Sekil 3.13). Analizlerde zayiflatilmig
toplam yansitma (ATR) cihazi ve germanyum kristali ile donatilmig bir Bruker Alpha
kiz1l6tesi spektrometresi kullanildi. Numunelerin FT-IR spektrumlari, iletim modunda
16 taramadan 4 cm™ ¢dziiniirliikte 400-4000 cm™ dalga sayisi araliginda kaydedildi.
Spektrumlar "OPUS" ve Origin Pro 8.5 yazilimi kullanilarak analiz edildi.

Sentezlenen polimerlerin agama asama FT-IR analizlerinin karsilastirildigr Sekil
3.13’te de gorilldigii gibi P1.2 (mavi) homopolimerinden P2.2 (yesil) diblok
kopolimere gegerken HEMA monomerinden gelen 3000-3500 cm™ civar1 genis
sinyalde O-H band1 gerilmesine bagli sinyal alinmaya baslanmistir. Bu sinyalin P4.2
(mor) karboksil u¢lu polimer ile cok daha giiclenmesi, fonksiyonel gruplardaki istenen
degisimi ortaya koymaktadir. TMS gruplarinin kaldirildigi P3.2(turuncu) polimerde 1
{initelik pMA monomerinde 2260 cm™ de kiigiik bir sinyal ile yeni olusan CZC iiclii

bag gerilmesi gerilmesi gozlenmistir.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalgaboyu (cm -1)

Sekil 3.13 : Sentezlenen Polimerlerin FT-IR analizleri karsilagtirmasi. P1.2:
Homopolimer, P2.2: Diblok kopolimer P3.2: Trimetilsillil koruma gruplarinin
hidrolizi, P4.2: Tersiyer butil koruma gruplarinin hidrolizi.
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GPC Analizlerinin Karsilastirmasi

Ik sentezlenen polimer serisinin THF-GPC ve DMF-GPC karakterizasyonlarinda
goriilmiistiir ki polimerizasyon istenildigi gibi kontrollii olmamis ve boyut daginik
gbzlenmistir. ikinci polimer serisinde THF-GPC, DMF-GPC ve H,O-GPC analizleri
neticesinde daha diizglin bir molekiil agirligi dagilimi gozlenmis dolayisiyla peptid
konjugasyonu, ila¢ yiikleme ve misel olusturmak, in vitro salim deneyi ve hiicre
kiiltiirti calismalarina devam etmek icin bu seri tercih edilmistir. Polimer serilerinin

karsilastirmali grafikleri alttaki gibidir. (Sekil 3.14, 3.15).

Homopolimer ve diblok kopolimerin birlikte gozlenebildigi alttaki grafikte diblok

kopolimerin sola kaymas1 molekiil agirligi dagilimindaki artis1 gostermektedir.

— P12
— P2.2

10 15 20
Bekleme Siiresi (dk)

Sekil 3.14 : Sentezlenen P1: P(IMAETC) Homopolimer ve P2: P(MAETC-b-
(HEMA-TMSpMA)) Diblok kopolimerlerin THF-GPC analiz grafigi.

Iki asamali koruma gruplarini kaldirma reaksiyonlarinda farkli mobil fazlar
kullanilarak GPC analizleri yapilmistir (P3.2 icin DMF-GPC, P4.2 icin H2O-GPC).
Normalde her ikisinin de DMF -GPC ile analizi yapilmak istenirken, P4.2 icin 'H-
NMR ile kiyaslandiginda tutarsiz GPC verileri alinmasi {izerine polimerin suda
¢Oziiniirliigliniin daha iyi oldugu H,O-GPC ile daha ger¢ek¢i sonuglara ulasildigindan
bu yontem tercih edilmistir. Grafiklerin cakistirilmasi yerine sayisal degerlerin
degerlendirilmesi yapildiginda goriilmiistiir ki, diblok kopolimerden (P2.2) TMS
gruplart ¢ikarilmig polimere (P3.2) gecerken kiiciik bir molekiil agirligi degisimi
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olmustur. Ancak molekiil agirligit TMS gruplart ¢ikarilmis polimerden (P3.2) TBOC
gruplarimin kaldirildig1 polimere (P4.2) gecerken ciddi diisiis gostermistir. (Sekil 3.15)

A B

P3.2
—P4.2

20 25 30 35T i !
20 30

Bekleme Siiresi (dk) Bekleme siiresi (dk)

Sekil 3.15 : A) P3: P(IMAETC-h-(HEMA-pMA)), Diblok kopolimerin TMS
gruplarinin kaldirilmasi reaksiyonuna ait DMF-GPC analiz grafigi. B) P4.2: :
P(MAEMA-b-(HEMA-pMA)) polimerin TBOC gruplarinin kaldirilmasi
reaksiyonuna ait HoO-GPC analiz grafigi.

3.2 Misel Karakterizasyonu

3.2.1 Partikiil boyutu ve zeta potansiyel analizi

Dinamik 151k sacilimi (DLS), siv1 bir ortamda dagilmis farkh tiirdeki parcaciklarin
karakterizasyonu icin kullanilan bir tekniktir. Cihazdan gelen lazer 15181 berrak bir
kiivet icerisindeki numuneden gecerken, siispansiyondaki parcaciklar veya molekiiller
Brown hareketine bagli olarak, farkli yogunluklarda sa¢ilmasina neden olur. Bu
yogunluk dalgalanmalarinin analizi, Brown hareketinin hizin1 ve dolayistyla Stokes-
Einstein denklemini kullanarak pargacik boyutunu verir: RH = kBT/6anD, burada RH
nanopargacigin hidrodinamik yaricapidir, kB Boltzmann sabitidir, T Kelvin cinsinden
sicakliktir, n numunenin viskozitesi ve D difiizyon katsayisidir (Tablo 3.2).

Olusturulan misellerin DLS 6l¢iimii neticesinde peptidsiz misellerde 53-85 nm arasi
boyut ve 0.39-0603 aras1 pDI goriiliirken, peptidli misellerde 234-437 nm aras1 boyut
0.771-0.740 aras1 pDI goriilmiistiir. Tiim miseller i¢in polidispersitesinin kabul
edilebilir aralikta olmasi istenilen bir sonuctur. Hem peptidli hem de peptidsiz miseller
CDDP vyiiklenmesi ile boyutunun kiigiildiigii goézlenmistir. CDDP yiiklenmesi
durumunda peptidsiz misel %37.4 kiigiilmeye giderken, peptidli misel %46,43
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oraninda kii¢lilmiistiir. Peptidsiz miseldeki ideal parcacik boyutunun peptidli miselde
cok daha biiyiik ¢ikmasi, 6l¢iim sirasinda peptidli siispansiyonun ¢ok hizli agrege olup
¢okmesi ve DLS cihazinin yeterince hizli analiz edememesine bagli oldugu
diisiiniilmektedir. Gergekteki boyut verileri TEM goriintiilerinde verilmistir (Sekil
4.16) Partikiillerin yiizey yuki agisindan degerlendirmek gerekirse, ila¢ yiiklendikten
sonra negatiften pozitife dogru bir kayma oldugu goriilmektedir. Bunun +2 degerlikli

platin iyonlarinin misel olusumuna dahil olmasina bagl oldugu diisiiniilmektedir.

Tablo 3.2 : Misellerin karakterizasyonu. Miseller i¢in hidrodinamik boyut, zeta
potansiyel ve polidispersite indeksi karakterizayonu DLS cihazi ile analiz edilmistir.

Kod Nanoparc¢acik Hidrodinamik boyut b {-potansiyel
(d.nm) (mV)
MO P4.2 85.38 0.39 -23.6 £3.66
M1 CDDP@P4 53.44 0.603 -14.12+1.68
M2 P5 437.25 0.740 -27.2+1.28
M3 CDDP@P5 234.2 0.771 -24.4+0.64

3.2.2 TEM analizi

TEM analizi FEI TALOS F200S TEM 200 kV mikroskobu ile yapilmistir. Ultra saf
su i¢inde hazirlanmis yaklasik 0.75mg/mL konsantrasyondaki derisik miseller ile
Olcim yapilmistir. M1 (CDDP@P4) i¢in partikiillerin ortalama ¢ap1 74.61 nm
hesaplanirken, M3 (CDDP@P5) i¢in hesaplanan deger 117.68 nm dir (Sekil 3.17).
Misel yapilariin kiiresel ve birbirine yakin boyutta oldugu, istenilen unimodal dagilim
ozelliklerini sagladig1 goriilmektedir. TEM goriintiilerinde gozlenen partikiillerin
boyutunun birbirine olan yakinligt DLS sonuglarindaki polidispersite verilerini de

dogrulanmistir. (Tablo 3.2)
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Sekil 3.16 : CDDP@P4 ve CDDP@PS5 i¢in TEM goriintiileri.

3.2.3 ila¢ yiiklenme Kapasitesi

Hazirlanan ilag yiiklii miseller i¢cin (M1 ve M3) ila¢ ylikleme kapasitesi kantitatif
ICPMS elemental platin tayini yontemiyle 6l¢iilmiistiir. Misel olusturmada kullanilan
CDDP miktaria gore peptidli misel %16.24 yiiklenmisken, Peptidsiz misel %24.17
yiiklenmistir. M1 ve M3 hazirlanmasinda kullanilan polimerlerde CDDP ile kompleks
olusturan MAETC {inite sayisi1 birebir aynidir (53 {inite).

3.3 in vitro Degerlendirme

3.3.1 in vitro ila¢ salim deneyi

Fizyolojik pH(7.4) ile kiyaslandiginda tiimor mikrogevresine 6zgii asidik pH(5.5)’te
secici olarak kontrollii ilag salim1 yapmasi beklenerek tasarlanan bu ¢alismadaki misel
sistemi i¢in CDDP ila¢g salim deneyi prosediirii ayrintili olarak ilgili baslikta
anlatilmistir. Belirlenen saat araliklarinda toplanan numuneler, igerigindeki platin
elementinin miktar tayininin yapilmasi amaciyla kantitatif elemental tayin yontemi
ICP-MS ile analiz edilmistir. Bunun i¢in numuneler once aqua regia (kral suyu)
¢ozeltisi ile muamele edilmis, daha sonra ultra saf su ile 10 mL’ye tamamlanarak,
analize alinmistir. Analiz sonuglar1 dogrultusunda hesaplanan degerler dogrultusunda
olusturulan % kiimiilatif salim grafigi alttaki gibidir (Sekil 3.17). Saatlik olarak %
kiimiilatif ilag salim degerleri ise sirasiyla pH: 5.5 icin 0. saat, 30 dk, 2 saat, 4 saat, 10
saat, 24 saat, 48 saat olmak iizere %0.39, 3.20, 37.31, 51.49, 68, 79.38 ve pH:7.4 i¢in
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%0.78, 2.60, 6.87, 13.55, 16.67, 23.27 dir. Tasarlanan pH duyarli polimerik misel
sistemin istenildigi gibi asidik pH da fizyolojik pH’ya kars1 zamana bagli olarak ilaci
daha hizli saldig1 goriilmektedir.

80+ /

wl

A pu—

T T T T T T
0 10 20 30 40 50
ZAMAN(saat)

% KUMULATIF PLATIN SALIMI

Sekil 3.17 : CDDP yiiklii hedeflendirilmis misel (CDDP@P5) i¢in 48 saatlik
Y%kiimiilatif ila¢ salim grafigi.

3.3.2 Hiicre Kkiiltiirii ve sitotoksisite degerlendirmesi

Hazirlanan misel formiilasyonlarindan serbest CDDP, M1(CDDP@P4.2), M2(P5) ve
M3(CDDP@PS5) icin in vitro sitotoksisite ¢alismalari SAOS-2 ve HUVEC hiicre
hatlarinda MTT sitotoksisite testi ile degerlendirilmistir. Serbest CDDP, M1 ve M3
esit ila¢ konsantrasyonu icerecek sekilde hazirlanmis, M2 i¢in ise polimer miktar1t M3
ile esitlenerek ana ornekler hazirlanmistir. Daha sonra 10 farkli konsantrasyonda 200
uM'dan baslayarak yarilanarak azalan 10 konsantrasyon i¢in ardindan test kuyularina
eklenmis, her grup 3 tekrarli olacak sekilde 2 farkli hiicre hattinda denenmistir. 24 saat
kimyasal muamelesinden sonra kuyulara MTT reaktifi eklenerek 3 saat beklenmistir.
Daha sonra her kuyuya DMSO eklenmesinin ardindan 20 dk sonra ELISA Reader
cihazi ile 6l¢iimler alinmistir. Analiz neticesinde hazirlanan nihai misellerin saglikli
hiicrelerde daha az sitotoksisite gosterirken, kanserli kemik hiicrelerinde daha ¢ok
toksik etki gosterdigi gorilmistiir (Sekil 3.18-3.19). %Canlilik hesaplamasi i¢in
oncelikle sadece DMSO eklenmis olan kuyulardaki yansima payi1 tiim degerlerden
cikartilmigtir. Daha sonra n=3 tekrarli olan degerlerin ortalamas1 alinmistir. Son olarak
alttaki formiil uygulanarak hesaplama yapilmistir. 96-well plate fotograflar1 ve
hesaplamaya ait grafik Sekil 3.18 ve 3.19°dan incelenebilir.
%Canlhilik = Kimyasal Uygulanan Hiicreler / Kontrol Grubu x 100

%Canlilik tizerinden ICso degerleri de hesaplanmis (Tablo 3.3), neticede SAOS-2 i¢in
serbest CDDP i¢in 3.103 pg /mL iken M3 i¢in 3.234 ng/mL bulunmustur. Bu degerler
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yakin olsa da daha azalan konsantrasyonlarda M3 {in daha ¢ok sitotoksisite gosterdigi
Sekil 3.18 de goriilmektedir. Bu durum hazirlanan ilag tastyici sistemin daha genis bir
konsantrasyon araliginda etki gosterdigini kanitlamaktadir. Ayrica yeni
formiilasyonun kanserli SAOS-2 saglikli ve HUVEC hiicreleri lizerindeki etkisi
serbest CDDP ile kiyaslandiginda hedefleyici tasiyici sistemin daha az sitotoksik

oldugu ve ilacin yan etki profilini azaltabilecegi diistliniilebilir.

L L <
v?',ﬁl R4
“L

HUVEC saghkh endotel hiicre hattida: CDDP, M1 (CDDP@P4 2), M2(PS), M3(CDDP@P5)

Sekil 3.18 : SAOS-2, HUVEC hiicre hatlarinda M1, M2, M3 ve serbest CDDP i¢in
antikanser aktivitenin incelenmesi. Soldan saga giden kuyularda ilag konsantrasyonu
artmaktadir. Antikanser etkinlik degerlendirmesi kimyasal varliginda azalan hiicresel

metabolizmaya bagli olarak azalan mor renk ile iliskilidir.
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Sekil 3.19 : SAOS-2, HUVEC hiicre hatlarinda M1, M2, M3 ve serbest CDDP i¢in
%Canlilik hesaplamasi ve degisen konsantrasyona gore karsilastirmali grafigi.
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Tablo 3.3: SAOS-2 ve HUVEC igin hesaplanan 1Cso degerleri.

Kod Icerik ICsopg/mL ICsopg/mL
HUVEC SAOS-2
Ml CDDP@P4.2 72.7 16.7
M2 P5 111.3 268
M3 CDDP@P5 333.4 3.2
CDDP Serbest Cisplatin 196.9 3.1
3.4 Sonuc¢

Bu tez calismasinda osteosarkom tedavisine yonelik yeni bir polimer olan P(IMAEMA -
b-(HEMA-pMA@KHP)) polimeri RAFT polimerizasyonu ve tiyol-allkin click
kimyas1 yontemiyle basariyla sentezlenmis 'H-NMR spektroskopisi, GPC
kromatografisi ve FT-IR spektroskopisi analizleri ile karakterize edilmistir. Daha
sonra hafif bazik (pH:8-9) ortamda CDDP ile yiiklenirken, kendiliginden misel
olusturmasi saglanmis ve parcacik boyutu, zeta potansiyel ve TEM goriintii analizleri
yapilmistir. Daha sonra serbest ilag, bos misel, peptidli ilac yiiklii misel ve pepdidsiz
ilag yiiklii miseller i¢cin (M0, M1, M2, M3) iki farkli pH'da (5.5. ve 7.4) ilag salim
deneyi ve kanserli SAOS-2 osteosarkom saglikli HUVEC gobek kordonu endotel
hiicrelerinde sitotoksisite analizi yapilmistir. Tiim bu degerlendirmeler neticesinde
elde edilen elde edilen polimerlerin kendiliginden sulu ortamda kiiresel nanometre
117.68 nm boyutlarinda misel olusturdugu TEM analizinde goriilmiistiir. Ultra saf su
ile hazirlanan misellerden CDDP@P4 ile kiyaslandiginda peptidli CDDP@P5 hizli bir
sekilde agrege olmaktadir. Sagliklh HUVEC hiicreleri ve SAOS-2 osteosarkom
hiicrelerinde yapilan MTT sitotoksisite analizinde, peptidli olan CDDP@P5’in serbest
ilag ve peptidsiz CDDP@P4 ile kiyaslandiginda daha ytiksek sitotoksisite gosterdigi
Olclilmiistiir. Yapilan bu calismada goriilmiistiir ki, se¢ici hedefleme amaciyla peptid
kullanilarak yapilan polimerik miseller ile konvansiyonel ilaglarin performansi
arttirtlabilmektedir. Daha ileri ¢alismalar ile bu ¢esit sistemler mevcut tedavilere

gelismis bir alternatif olabilecegi diistiniilmektedir.
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