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2014 yili verilerine gore, Tirkiye’de kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii meme
kanseridir (43/100000). Tan1 konulan her 4 kadin kanserinden 1’1 meme kanseridir.
Meme kanserinin tedavisi ic¢in klinikte kullanilan yontemler; cerrahi tedavi,
kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi ve hedefe yonelik tedavidir.
Doksorubisin, meme kanseri tedavisinde kullanilan en etkili kemoterapi ilaglarindan
biridir. Doza bagli toksisite, ilaca kars1 direncin ortaya ¢ikmasi ve kanser
hiicrelerine  kars1  diisiik  seciciligi, doksorubisinin  klinikte  kullanimini
kisitlamaktadir. Bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmaya yonelik yaklagimlarin baginda
nanoteknoloji gelmektedir.

Nanoteknolojideki gelismelerin ilag tasiyict sistemlere onemli 6l¢iide etkisi vardir.
Nano boyuttaki ilag tagiyict sistemler ilacin kontrollii salinimi, kimyasal kararlilik,
yiizeylerinin kolay modifikasyonu ve ilaci immiin sistemden koruyabilme
ozelliklerinden dolay: ilacin yar1 dmriinii uzatmakta, biyoyararlanimi arttirmakta,
olasi1 yan etkileri azaltmakta ve terapotik pencereyi genisletmektedir.
Nanoparcaciklar, bir¢cok klinik uygulama ve arastirmada ilag tastyici sistem olarak

onemli rol oynamaktadir. Nanoolcekte farkli geometrideki platformlara, lipozom,
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misel, dendrimer, nanokabuk, albiimin temelli ve polisakkarit temelli
nanoparg¢aciklar, metalik, seramik ve polimerik nanopargaciklar 6rnek verilebilir.
Bu calisma kapsaminda kulanilan melanin; biyouyumlu, biyobozunur, metal
iyonlar1 ile selat yapabilen, ilaglara baglanabilen ve dogal fotoakustik o6zellikleri
bulunan bir polimerdir.

Bu tez calismasi siirecinde; 1) melanin nanoparcacik (MNP) sentezlenmesi, ii)
polietilen glikol (PEG) ile melanin nanopargaciklarin modifikasyonu, iii) PEG ile
modifiye edilmis melanin nanopargaciklara doksorubisin (DOX) yiikklenmesi iv)
salim profilinin incelenmesi, v) in vitro deneyler ile Onerilen ilag tasiyict sistemin
saglikli hiicrelerde ve meme kanseri hiicrelerinde hiicre canliligina etkisinin
incelenmesine yonelik ¢alismalar gerceklestirilmistir.

Sentezlenen nanoparcaciklarin morfolojisi gecirimli elektron mikroskopu (TEM)
ile, kimyasal yapis1 Fourier doniisiimlii kizil 6tesi (FT-IR) spektrometre analizi ile,
ylizey yiikii zeta potansiyel analiz cihazi ile, 15181 absorblama 6zelligi ise ultraviyole
ve goriiniir 151k (UV-Vis) absorpsiyon spektroskopisi kullanilarak incelenmistir.
Nanopargaciklarin ilag yiikkleme kapasitesi ve ilact salma profili UV-vis
spektrofotometre cihazi kullanilarak belirlenmistir. Kolorimetrik bir metod olan 3-
(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT) testi ile hiicre
canlilig: takip edilmistir.

Yapilan testler sonucunda melanin nanoparcaciklarin, PEG ile modifiye edilmis
melanin nanoparcaciklarin ve PEG ile modifiye edilmis doksorubisin yiiklii melanin
nanoparcaciklarin sirasiyla 50, 30, ve 15 nm boyutlarinda kiiresel sekilde olduklar:
ve yiizey yiiklerinin -24, -22, ve -40 mV oldugu saptanmistir. Onerilen sistemin
kontrollii ilag salimi yaptig1 ve hiicre testleri sonucunda saglikli hiicrelere herhangi
bir toksik etki gostermezken, konvansiyonel yontemle karsilastirildiginda meme
kanseri hiicrelerini etkili bir sekilde 6ldiirdiigli goriilmiistiir.

Bu tez calismasinda polietilen glikol (PEG) ile modifiye edilmis doksorubisin yiiklii
melanin nanopargaciklarin, biyomedikal alanindaki arastirmalarda ilag tasiyict

sistem olarak kullanilmasi i¢in dnerilebilecegi sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Melanin, Doksorubisin, Nanoparcacik, ilag tasiyic1 sistemler,

Kontrollii ilag salimi.



ABSTRACT

Master of Science
DOXORUBICIN LOADED MELANIN NANOPARTICLES FOR BREAST
CANCER THERAPY

Busra Ozlii

TOBB University of Economics and Technology
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Biomedical Engineering Science Programme

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet MUTLU
Date: October 2018

According to 2014 data, breast cancer is the most common cancer in women in
Turkey. One out of every 4 women diagnosed with breast cancer. Currently
available clinical procedures are surgery, chemotherapy, radiation therapy, hormone
therapy and targeted therapy. Doxorubicin is an efficient chemotherapy drug
usually used in breast cancer therapy. Dose dependent toxicity, drug resistance and
low selectivity to cancer cells limit the use of doxorubicin in clinical practice.
Nanotechnology is the leading approach to eliminate these disadvantages.
Developments in nanotechnology have a significant impact on drug delivery
systems. Nano-sized drug delivery systems provides controlled release of drug,
chemical stability, surface modifications, therefore they protect the drug from the
immune system and prolong the half-life of the drug, increase bioavailability,
reduce possible side effects and broaden the therapeutic window.

Nanoparticles play an important role as a drug delivery system in many clinical
applications and researches. Nanoparticle platforms include: liposomes, micelles,

dendrimers, albumin based and polysaccharide based nanoparticles, metal, ceramic

Vi



and polymeric nanoparticles. Melanin is a biopolymer with good biocompatibility
and biocompatibility, intrinsic photoacoustic properties and it can also bind to drugs
and chelate with metal ions.

Within the scope of this thesis; 1) synthesis of melanin nanoparticles, ii)
modification of melanin nanoparticles with polyethylene glycol, iii) loading of
doxorubicin drug to polyethylene glycol modified melanin nanoparticles and iv)
examining the release profile, v) in vitro cytotoxicity assay for the proposed drug
delivery system were performed.

Morphology, chemical structure, surface charge and light absorption properties of
synthesized nanoparticles were investigated with transmission electron microscope
(TEM), Fourier transformed infrared (FT-IR), zeta potential analyzer, ultraviolet
and visible light (UV-Vis) absorption spectroscopy, respectively. The drug loading
capacity and drug release profile of the nanoparticles were analyzed using the UV-
vis spectrophotometer device. Cell viability was evaluated by employing the MTT
viability assay.

Results showed that melanin nanoparticles (MNP), PEG modified melanin
nanoparticles (PEG-MNP) and doxorubicin loaded melanin nanoparticles (DOX-
PEG-MNP) have spherical shape with the size of 50, 30, and 15 nm and their
surface charge were -24, -22 and -40 mV respectively. DOX-PEG-MNP system
provides controlled release of drug. In vitro cytotoxicity assays showed that MNP
and PEG-MNP did not show any toxic effect on healthy cells while DOX-PEG-
MNP was able to Kill breast cancer cells effectively.

In this thesis, it is suggested that doxorubicin loaded melanin nanoparticles can be

effectively used as drug delivery systems in biomedical engineering approaches.

Keywords: Melanin, Doxorubicin, Nanoparticle, Drug delivery systems, Controlled

drug release.
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1. GIRIS

1.1 Giris ve Tezin Amaci

Kanser, diinya genelinde bir¢ok tilkede temel saglik sorunudur (Siegel, Ma, Zou, &
Jemal, 2014; Torre ve ark., 2015). Amerika’da her dort 6liimden birinin sebebi
kanserdir (Siegel ve ark., 2014). 2014 yil1 verilerine gore, Tiirkiye’de kadinlarda en
stk goriilen kanser tiiri meme kanseridir (43/100000). Tan1 konulan her 4 kadin
kanserinden 1’1 meme kanseridir (Url-1). Glinimiizde meme kanserinin tedavisinde
cerrahi miidahale, kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi ve hedefe yonelik
tedavi olmak tizere 5 temel yontem kullanilmaktadir.

Uygun miktarda ilaci terapdtik derisimi saglayacak sekilde istenilen siirede
viicudun uygun boélgesine ileten sistemlere ilag tastyici sistemler denir. Gliniimiizde
kullanilan konvansiyonel ila¢ tastyici sistemlerde; ilacin ¢oziiniirligliniin ve
biyodagiliminin az olmasi, in vivo ortamda ilacin hizli bozunmasi ve aktivitesini
kisa siirede kaybetmesi, hiicrelere toksik etki (sitotoksisite) gdstermesi ve yan
etkilere ek olarak doku hasari olusturmasi sebebiyle yeni ilag tasiyici sistemlerin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Nanoteknolojideki gelismelerin ilag tasiyict
sistemlere 6nemli 6l¢iide katkis1 vardir ve nanopargaciklar, bir¢ok klinik uygulama
ve arastirmada dnemli rol oynamaktadir. ilag tastyici sistemlerde nanopargaciklarin
kullanilmasimin avantajlart: ilacin suda ¢Ozinirliigiinii arttirmak, salim siiresini
uzatmak ve biyoyararlanimini arttirmak, hedeflenmis tasinimini saglamak, toksik
yan etkilerini azaltmak, ilact bozunmadan korumak, ilacin tiim alim yollar i¢in
uygun form saglanmasi olarak siralanabilir (Parveen, Misra, & Sahoo, 2012).

Bu tez caligmasi kapsaminda; biyouyumlu, biyobozunur, metal iyonlar ile selat
yapabilen, ilaglara baglanabilen ve dogal fotoakustik ozellikleri bulunan bir
biyopolimer olan melaninden sentezlenen nanopargaciklarin bir ilag tasiyici sistem
olarak kullanilabilirligi gosterilmistir. Bu dogrultuda, en etkili anti-kanser

ilaglarindan biri olan doksorubisinin kanserli hiicrelere kars1 segiciliginin artirilarak



toksik yan etkilerinin azaltilmasi, kontrollii saliminin saglanmasi amaglanmis, ve

elde edilen sonuglar ile bu hedeflere ulagilabildigi gosterilmistir.



2. LITERATUR

2.1 Meme Kanseri

Kanser, diinya genelinde bir¢ok tilkede temel saglik sorunudur (Siegel, Ma, Zou, &
Jemal, 2014; Torre ve ark., 2015). Amerika’da her dort 6liimden birinin sebebi
kanserdir (Siegel ve ark., 2014). 2012 yilinda Diinya genelinde yaklasik 14 milyon
yeni vaka ve 8 milyon kanser baglantili 6liim olmustur. Bunlarin arasinda
erkeklerde en yaygin olarak akciger, prostat, kolorektal, mide ve karaciger kanseri,
kadinlarda ise meme, kolorektal, akciger, serviks ve mide kanseri bulunmaktadir
(Torre ve ark., 2015). 2014 yili verilerine gore, Tirkiye’de kadinlarda en sik
goriilen kanser tiirii meme kanseridir (43,0/100000). Tanm1 konulan her 4 kadin
kanserinden 1’I meme kanseridir (Url-1). Kanser hastalar1 genellikle kemoterapi,
radyoterapi ve cerrahi miidahale segeneklerinin biri veya kombinasyonlart ile tedavi
goriirler. Cerrahi miidahale hastaligin erken evrelerinde tercih edilen bir segenektir
(DeSantis ve ark., 2014). Fakat kanserin tipi, yerlesimi ve evresi gibi sebeplerden
dolay1 cerrahi miidahale ¢ogu zaman gergeklestirilememektedir (Luo ve ark., 2017).
Meme hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu meme kanseri olusur. Bu hiicreler
X-1smlar1 ile goriintiilenebilen tlimoérleri olusturur. Bu tiimoérler ¢evre dokulara
dogru biiyliyor veya viicudun uzak boélgelerine metastaz yapiyorsa malin timor
olarak adlandirilir. Meme kanseri memenin farkli yerlerinde baslayabilir. Kanser siit
bezinden kaynaklaniyorsa lobuler karsinoma, siit kanalindan kaynaklaniyorsa duktal
karsinoma olarak adlandirilir.

Kanser hiicrelerinin kan veya lenf dolagimina girmesiyle birlikte viicudun diger
bolgelerine yayilir. Lenf sivisi: doku yan friinleri, atiklar1 ve bagisiklik sistemi
hiicrelerini igerir. Lenf damarlari, memeden lenf sivisini tasir. Meme kanserinde,
kanser hiicreleri bu lenf damarlarina girebilir ve lenf diigiimlerinde biiylimeye
baslar. Meme lenf damarlarinin ¢cogu asagidaki diigiimlere lenf sivisini tagir (Sekil

2.1):



Kolun altindaki lenf diigiimleri, kopriicik kemigi etrafindaki lenf diigtimleri
(supraklavikular [kopriiciik kemigi tistiinde] ve infraklavikular [kopriiciik kemiginin

altinda] lenf diigtimleri), gogiis icindeki lenf diigiimleri (ic meme lenf diiglimleri).
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Sekil 2.1 : Memedeki lenf damarlarinin lenf sivisini tagidiklar diigtimler.

Eger kanser hiicreleri, lenf diiglimlerine sicarmis ise lenfatik sistem boyunca taginip
metastaz yapma olasilig1 yliksektir. Meme kanseri i¢in risk faktorleri:

- Yasam tarzina bagh risk faktorleri : alkol kullanimi, obezite, fiziksel aktivitenin az
olusu, ¢ocuk sahibi olmamak veya 30 yasindan sonra dogum yapmak, bebek
emzirmemek, dogum kontrol yontemleri, menapoz sonrasi hormon tedavisi

- Degistirilemeyecek risk faktorleri: yaslanma, genetik miras, ailede meme kanseri
hikayesi, kisisel meme kanseri hikayesi, 1tk ve etnik koken, yogun meme dokusuna
sahip olmak, menstriiasyon dongiisiiniin erken baslamasi, radyasyona maruz

kalmak, olarak siralanabilir.

2.1.1 Meme kanserinin tedavisinde kullanilan yontemler

Gilinlimiizde meme kanserinin tedavisinde 5 temel yontem kullanilmaktadir. Bunlar
kisaca asagidaki sekilde siralanmaktadir.

- Cerrahi miidahale: Sadece kanserli dokunun alinmasi veya mastektomi adi verilen
memenin tamamin alindigi uygulamadir.

- Radyoterapi: X 151n1, protonlar veya elektron demeti gibi radyasyon kaynaklari
kullanarak kanserli hiicrelerin o6ldirilmesidir. Radyoterapinin bir tiirii olan
brakiterapi uygulamasinda radyoaktif kaynak direk olarak tiimoriin igerisine veya

hemen yakinindaki bosluklara yerlestirilir.
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- Hormon Tedavisi: Baz1 kanser tiirleri 0strojen ve progesteron pozitif olabilirler.
Kanserin dstrojen pozitif olmasi, kanser hiicrelerinin dstrojen hormonuna baglanan
reseptorleri bulunduguna ve bu sekilde hormona baglanarak biiyiidiikleri anlamina
gelir. Tamoksifen gibi bazi ilaglar meme kanseri hiicrelerindeki Ostrojen
reseptorlerini bloke ederek kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini 6nler. Bazi hormon
tedavilerinde ise direk kandaki Ostrojen hormon seviyesi diisiiriilerek kanserin
biiylimesi yavaslatilir ve tekrar etmesi 6nlenir.

- Kemoterapi: Antikanser ilaclar kullamlarak yapilan tedavidir. ilaglar hastaya agiz
veya damar yoluyla verilebilir.

- Hedefe Yonelik Tedavi: Tedavi edici ajanlar direkt olarak kanser hiicrelerindeki

proteinlere baglanirlar.

2.2 la¢ Tasiyic1 Sistemler

Tiirkiye Tibbi Cihaz ve ilag Kurumu’na ait tanima gore: hastaliklarin teshisi,
tedavisi, profilaksisi (hastaliktan korunma) cerrahi girisimlerin kolaylastirilmasi ve
bazi fizyolojik olaylarin degistirilmesi (dogum kontrolii gibi) amaciyla tipta
kullanilan ve biyolojik etkinligi olan saf kimyasal madde veya ona esdeger bitkisel
veya hayvansal kaynakli standart miktarda etkin madde ve yardimci madde igeren
kimyasal preparata ila¢ denir. Dolgu maddeleri, seyrelticiler, c¢oziiciiler,
koruyucular, aroma vericiler ve renklendiriciler ilagta yardimci madde olarak
kullanilabilir.

Hastaya bir defada verilen ilag miktarina doz, dozlar arasindaki zamana doz araligi
ve bir giin igerisinde verilmesi tavsiye edilen miktara da giinliik doz denir.

Ilaglarin hastaya verilebilecek sekilde 6zel kaliplara sokulmus hallerine ilaglarin
farmasotik sekli denir. Tablet, kapsiil, draje, toz paket, pastil gibi ilaclar kati
farmasotik sekiller, krem, merhem, jel gibi ilaglar yar1 kati farmasotik sekiller,
soliisyon (damlalar, gargara, inhaler ¢ozeltiler vb), surup, siispansiyon, emiilsiyon,
lavman, parenteral yolla kullanilan ampul, flakon ve serum siselerindeki ilaglar da
stv1 farmasotik sekiller kategorisinde siiflandirilabilirler.

Uygun miktarda ilact terapdtik derisimi saglayacak sekilde istenilen siirede
viicudun uygun bolgesine ileten sistemlere ilag tasiyict sistemler denir.

Fizikokimyasal 6zellikleri, molekiil agirligi, yart omrii, kimyasal stabilitesi, sivi
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ortamda biyolojik aktivitesini korumasi degerlendirilerek ilacin iletim yolu segilir.
Ilaglar ag1z, rektal, lokal, parenteral, burun, gz ve kulak yollariyla iletilebilir.

Ilag tastyic1 sistemler tasarlanirken asagidaki unsurlar1 saglamasi hedeflenir:

- Ilacin etki yaratabilme kapasitesinin (efikasi) en yiiksek seviyede olmasi

- [lacin stabilitesinin ve ilag salim siiresinin uzatilmasi

- Herhangi bir degisime ugramadan sistemik dolasima katilabilen ilag miktarinin
(biyoyararlanim) arttirtilmasi

- Doz miktarini ve sikligin1 azaltarak tedavi kalitesinin iyilestirilmesi

- Yan etkilerin azaltilmasi.

Terapinin basarisi, uygun miktarda etkin maddenin istenilen bolgeye ulasmasina

bagli oldugundan ila¢ salimi ve ilacin hedeflenmesi ¢ok 6nemlidir.

2.3 fla¢ Salim Sistemleri

Ilag salim sistemleri, hemen salim ve modifiye edilmis salim olmak iizere temelde 2
gruba ayrilir. Bir ¢cok konvansiyonel yontem genelde hemen salim sistemi ile ¢alisir.
Hemen salimda; ilacin viicuda alinmasiyla es zamanli olarak salimi1 bagladigindan,
terapOtik olarak etkin bir derisime ulasilabilmesi i¢in ilacin giinde bir ka¢ doz
alinmas1 gerekir. Bu durum da kandaki ila¢ derisiminin, minimum etkin derisimin
altina dlismesine veya minimum toksik derisimin iistiine ¢ikmasina sebep olarak
istenmeyen yan etkiler yaratabilir.

Modifiye edilmis salim sistemi kendi igerisinde; ertelenmis salim, siirekli salim ve
kontrollii salim olmak {izere 3 gruba ayrilir.

Ertelenmis salimda ilag viicuda alindiktan belirli bir zaman sonra aktif bilesenin
salim1 baglar. Bunu saglayabilmek i¢in genelde ilacin etrafi uygun bir polimer ile
kaplanir. Bu polimer ortamm pH’sina bagli ¢oziinlir. Ertelenmis salima
verilebilecek en giizel 6rneklerden biri enterik asprinlerdir. Enterik asprinlerin
midedeki diisik pHlarda c¢o6ziinmeyip ince barsaga dogru yiliksek pHlarda
cOziinmesi saglanir.

Stirekli salim ve kontrollii salim sistemleri ilacin daha uzun siire salimina olanak
Verir.

Stirekli salimda, hemen salim sisteminde olanin aksine, ilac1 glinde bir ka¢ doz

almak yerine tek bir dozda alarak ilacin doz miktar1 ve siklig1 azaltilabilir. Siirekli
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salimin saglanabilmesi i¢in ilacin etrafi kaplanabilir veya ilag bir matriks igerisinde
¢Oziindiirtilebilir.

Siirekli salimda ilacin farmasétik seklinden salimi kontrol edililebilirken, kontrollii
salimda viicuttaki ilag derigimi kontrol edilebilir.

Detayl1 agiklama i¢in kandaki ilag derisiminin zamana karst de§isimini gosteren
asagidaki grafik (Sekil 2.2) incelendiginde: Tek seferde yiiksek dozda alinan ilacin

plazmadaki seviyesi “a” egrisi ile gdsterilmektedir. Ilag alimin takiben, baslangicta

Toksik Derisim
=
=
e
3
i L o e el e e —— — — e —
2 d
S
e
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= .
=
]
g D D O D I D C N OOy
g Mimimum Effektif Derisim
-
-

Zaman

Sekil 2.2 : Kandaki ila¢ derisiminin zamanla degisiminin karsilastirilmasi; (@)
hemen salim, (b) klasik dozaj alim sekli, (c) enjeksiyon yontemiyle alim, (d)
kontrollii salim.

kandaki ila¢ derisiminin zamanla artarak toksik seviyeye gectigi goriilmektedir.
Daha sonra ise derisim zamanla azalmaya baslar. Alisilmis dozaj sekillerinde alinan
ilacin plazmadaki durumu ise “b” egrisinde gosterilmektedir. ilag ilk alindiginda
plazmadaki orani1 yavas yavas artar, daha sonra derisim diismeye baslar. Yeni doz
uygulamasiyla beraber oran tekrar artmaya baslar ve etkin madde-plazma diizeyi
etkili alanda tutulmaya c¢alisilir, tedavi ancak bu islemin bircok defa

tekrarlanmasiyla saglanabilir. Bu tip alimlarda toksik seviyeye gegilmesini




engellemek icin bir sonraki dozun zamanlamasinin ¢ok iyi yapilmasi gerekmektedir.
C egrisi ise kana direkt verilen enjeksiyon ile alim1 gostermektedir.

Derisimin diisme siiresi, ilacin metabolize edilme, par¢alanma ya da etki alanindan
uzaklasma gibi nedenlerle viicuda yararsiz hale gelme hizina baghdir, bu
nedenlerden dolay1 ilacin kan plazmasindaki derisimi etkin diizeyin altina diisebilir
veya gilivenilir diizeyin (toksik bolge) tizerine ¢ikabilir.

Minimum toksik derisiminin {istiinde yer alan bolgeler kullanilmamis ilag miktarini

ifade etmektedir ki bu durum, hastada istenmeyen yan etkilere neden olur.

2.3.1 Kontrollii ila¢ salim mekanizmalari

Salim siireci bir takim mekanizmalar ile agiklanabilir. Etkili bir ila¢ tasima
sisteminin tasarlanmasi i¢in bu mekanizmalarin ve bu mekanizmalar1 etkileyen
parametrelerin tanimlanmasi ve anlamlandirilmasi gerekmektedir. ilacin salim
stirecinde genellikle birden fazla mekanizma etkin rol alir. Salim siirecinin farkli
periyotlarinda, farkli mekanizmalar salimin karakteristiginde baskin etki gdsterebilir
(Siegel, Rathbone, Siepmann, Siegel, & Rathbone, 2012). Bu mekanizmalar;
difiizyon kontrollli, ¢éziinme kontrollii, difiizyon ve ¢éziinme kontrollii, kimyasal

kontrollii ve sisme kontrollii olarak siralanabilir (Lin & Metters, 2006).

2.3.1.1 Difiizyon kontrollii salim

Difiizyon, bir maddenin derisimi yiiksek olan bolgeden derisimi diisiik olan bolgeye
hareketi olarak tanimlanabilir. Kontrollii salim sistemlerinde difiizyon ¢ok dnemli
bir faktordiir. Diflizyon kontrollii salim sistemlerinde, suda ¢oziinmeyen inert
polimerik membranlarin (rezervuar sistemleri) veya polimerik matrislerin
(monolitik sistemler) igerisinde hapsolmus ila¢ difiizyon yoluyla salinir (Jantzen &
Robinson, 2002; Uhrich, Cannizzaro, Langer, & Shakesheff, 1999). Difiizyon
kontrollii salim sistemleri, sistemin yapisina ve ila¢ yiikleme mekanizmasina bagh
olarak 4 temel gruba ayrilabilir. Bunlar: sabit olmayan ilag¢ kaynagi rezervuari, sabit
ilag kaynagi rezervuari, monolitik soliisyon ve monolitik karigimlardir. Sekil 2.3” de
kontrollii ilag salim sistemlerinden zamana baglh ilag salimi sematize edilmistir.

Sabit olmayan ila¢ kaynagi rezervuarlarinda veya monolitik soliisyon sistemlerinde
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yiiklenen ila¢ miktar1 ilacin doygunluk seviyesinin altindadir (zaman(t)=0). Ilag
salindig1 zaman, rezervuar veya matristeki ila¢ miktar1 zamanla azalir, boylece t1 ve
t2 zamanlarinda salinan ilag miktar1 azalir. Sabit ilag kaynagi rezervuari veya
monolitik karisim sistemlerinde, asir1 doymus derisimde ila¢ soliisyonu ile
coziinmemis ila¢ agregatlarindan olusan bir karigim sisteme yiiklenir. Sistemde
yiiklii ¢oziinmiis haldeki ila¢ salindiginda derisimi doygunluk seviyesinin altina
diiser. Bu durumda ilag agregatlar1 ¢oziinerek salinan ilacin yerini alir. Boylelikle
sistemden salinan ilag miktar1 t1 ve t2 zamanlarinda sabit kalir. Sonug olarak ilag,
sabit bir oranda sifirinc1 derece kinetik ile kontrollii bir sekilde salinmis olur
(Huynh & Lee, 2014).

Esitlik 2.1° de verilen Korsmeyer-Peppas denklemi, difiizyon kontrollii salim1
aciklayan denklemlerden biridir (Dash, Murthy, Nath, & Chowdhury, 2010).

—L =k.t" 2.1

[c<]

Mt: Belirli bir zamana kadar salinan ila¢ miktar (mol/ms)
t: Zaman (),

M..: Salinan tiim ilacin miktar1 (mol/m°)

n: flag salimin mekanizmasini isaret eden salim sembolii
k: Sistemi tanimlayan yapisal/geometrik bir sabit (s™)

Zaman=0 Zaman =t1 Zaman =2

x
Rezervuar % & 2 X
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x x x
=
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—> —>
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® Cozinmemis llag (dagilmss agregatlar)

Sekil 2.3 : Difiizyon kontrollii salim.



[lag salim matrisleri icin farkli salim mekanizmalarma ve geometrilerine sahip
cesitli n degerleri mevcuttur (Lin & Metters, 2006). Korsmeyer-Peppas esitligi igin
ilacin homojen olarak dagildig1 ve difiizyon akisinin sabit oldugu varsayilmaktadir

(Streubel, Siepmann, Peppas, & Bodmeier, 2000).

2.3.1.2 Coziinme Kontrollii Salim

Coziinme kontrollii sistemlerde, ilag yavas ¢Oziinen polimerik membranlar
(rezervuar sistemleri) ile kaplanabilir veya matrislerin (monolitik sistemler)
icerisine hapsedilebilir (Sekil 2.4). Rezervuar sistemlerinde, ilag diisiik ¢ozintrligi
olan bir polimerik membranin igerisinde korunur. Bu membran tam olarak
¢oziindiigli zaman ilag salimi1 gerceklesir. Monolitik sistemlerde ilag agregatlari
polimerik matris boyunca dagilmistir. Bu matris ¢oziindiikce ilag agragatlar
¢cOziiniir ve ¢Ozlinen ilacin salimi gerceklesir. Coziinme kontrollii salim
sistemlerinde ialcin kontrollii salimini etkileyen temel faktor polimerik tasiyicinin

cOziiniirligidiir.

Farkl ¢oziinme hizlan
olan polimer
membranlar

Coziinme
Kontrolli

Sistemler

Matriks Coziinme Kontroli

Cozinmeyen matriks

Sekil 2.4 : Coziinme kontrollii salim.

2.3.1.3 Coziinme ve difiizyon kontrollii Salim

Coziinmenin ve diflizyonun birlikte kontrol ettigi salim sistemlerinde ilag, kismen
¢oziinerek porlar olusturan polimerik membran veya matrisler icerisinde hapsedilir.
Porlar sayesinde sulu ortam sistemin merkezine ulasarak hapsedilmis ilacin
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difiizlenmesini saglar. Salim silirecinde genelde tek bir mekanizma (¢6ziinme veya

difiizyon) veya ikisinin kombinasyonu gerceklesir.
2.3.1.4 Kimyasal kontrollii salim

Kimyasal kontrollii salim, aginma kontrollii ve polimer-ilag ¢ifti kontrollii sistemler
olmak tizere iki gruba ayrilabilir.

Asinma kontrollii sistemlerde ila¢ aginabilir bir polimer matris icerisine dagitilarak
veya molekiiler baglar (hidrofobik, iyonik vb.) ile yiiklenir. Matris bozundugunda
ve ilaglar ¢oziniip difiizlendiginde salim gerceklesir. Bu sistemlerde, ilacin
¢Oziinilirligl ve diflizyonu ve polimer matrisin aginmasi salim profilini kontrol eder.
Polimer-ilag ¢ifti kontrollii sistemlerde ilag, hidrolitik veya enzimatik yollarla
bozunabilen baglaglar ile polimer matrise kovalent baglanir (Jantzen & Robinson,
2002; Neeraj Agrawal & Alok Mukerji, 2013; Uhrich ve ark., 1999). Bu sistemler,
ilacin sistemik dolasimda inaktif ve stabil olarak bulundugu dagilim kontrolli
salimda kullanilabilir. fla¢ salim mekanizmasini, hedef bolgenin ortam kosullart
kontrol eder. Ilag ve polimer arasindaki kovalent baglarmn hidrolitik veya enzimatik
olarak yikilmasi sonucu ilag salinirak aktif hale geger. Ornegin ilacin bagirsaklara
iletilmesi i¢in bu sistem kullanildiginda, gastrointestinal sistemde bulunan bakteriler

tirettikleri enzimler sayesinde kovalent baglari yikar (Uhrich ve ark., 1999).

2.3.1.5 Sisme kontrollii salim

Sisme kontrollii sisstemelerde ilag, kuru haldeki ii¢ boyutlu sisebilir polimer agina
homojen bir sekilde dagitilir. Bu sistemler su veya viicut sivisi ile temas ettiginde,
lic boyutlu polimer agina su girisi olur. Boylece sistemdeki sulu ¢6ziicii miktarinin
ve ag bilylkliginin artmasi sonucu polimer agindan ilacin ¢dziinmesi ve
difiizyonuyla birlikte ila¢ salim1 gergeklesir. Sistemlerin sisebilme 6zellikleri, ilacin
¢ozlinirligi ve diflizyonu ilag salimini kontrol eden temel parametrelerdir (Shaik,
Korsapati, & Panati, 2012).

Esitlik 2.2 de verilen Korsmeyer-Peppas esitliginin bir uyarlamasi, sistem hem
difiizyon kontrollii hem de sisme kontrollii ise sistemi tanimlamak i¢in kullanilabilir

(Lin & Metters, 2006).

11



—_— = kltm + kz.tzm 22

M : Belirli bir zamana kadar salinan ila¢g miktari (mol/m?’)
t : Zaman (s),

M., : Salinan tiim ilacin miktar1 (mol/m?®),

ki.t™: Ila¢ salim mekanizmasina difiizyonun etkisi

ko.M : fla¢ salim mekanizmasina sismenin etkisi

ky ve k, : Sistemi tanimlayan yapisal/geometrik birer sabit (s™).

2.4 Hedeflenmis Tla¢c Tasinim

Ilacin idealde kontrollii saliminin saglanmis olmasi, ilacin viicutta istenilen bdlgeye
gittigini garanti etmez. ilacin viicutta istenilen bdlgeye secici olarak gittiginden
emin olunmasi i¢in hedeflenmesi gerekir. Hedeflenmis taginim, ilacin pasif veya

aktif hedeflenmesi ile gergeklesebilir (Sekil 2.5).

b) Saglikli Doku Tiimorlii Doku

* Siki endotel baglantilar * Endotel hiicreler aras1 bosluklar

Aptamer ® Fonksiyonel lenfatik sistem » Fonksiyonel olmayan lenfatik sistem

= Fonksiyonel diiz kas yapis1  Yiiksek hiicreleraras1 sivi basmer

« Az miktarda makromolekiil sizintis1 « Makromolekiil sizintist

Kiiciik molekiil|(6r. folik asit)

Aktif Hedefleme Pasif Hedefleme

Sekil 2.5 : (a) Aktif hedefleme, (b) Pasif hedefleme.

flacin artmis gecirgenlik ve alikonma etkisi kullanilarak hedeflenmesine pasif
hedefeleme denir. Artmis gegirgenlik ve alikonma etkisi, tiimoriin kendine 6zgii
anatomik ve patofizyolojik yapisindan kaynaklanir. Saglikli doku ve organlardan
farkli olarak cogu tiimor biliylimek i¢in fazla damarlanmis bir yapr olusturur
(hipervaskiiler) ve zarar gormiis kan damarlarlarina sahiptir, endotel hiicreler
arasinda genis bosluklar vardir, diiz kas katmanlar1 yoktur. Saglikli dokunun siki

yapisinin aksine timorli bolgedeki bu bosluklar ilacin secici olarak tiimdre
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tasinmasini  saglar. Bunlara ek olarak tiimorli bolgede lenf sistemi zarar
gordiiglinden iceri giren molekiiller hemen temizlenemez ve uzun siire orada kalir
(Maeda, Wu, Sawa, Matsumura, & Hori, 2000).

Aktif hedeflemede ise peptit (Maeda ve ark., 2000), protein (Maeda ve ark., 2000),
antikor (Colombo ve ark., 2010), aptamer (Maeda ve ark., 2000), polisakkarit
(Lemarchand, Gref, & Couvreur, 2004) gibi ligandlar veya folik asit gibi kiiglik
molekiillerin (Manuscript, Targeted, & Therapy, 2011) baglanmas: ile modifiye

edilen ilag secici olarak tiimorlii bolgeyi tanir ve buraya baglanir.

2.5 Nanoparcaciklarin ila¢ Tasiyic1 Sistem Olarak Kullamlmasi

Nanoteknoloji, genellikle boyutlar1 1-100 nanometre araliginda olan maddelerin
tiretimi ve mithendislik uygulamasi olarak tanimlanir (Darling-Hammond, 2000).
Nanoteknolojinin; biyolojik sistemleri kontrol etme, goriintiileme, tan1 ve tedavi
alaninda kullanimi ise nanotip olarak tanimlanir (Moghimi, 2005). Nanotip
uygulamalarinin yeni cihazlarin ve ilaglarin gelistirilmesine, bir¢ok hastaligin erken
tan1 ve tedavisine, hasta yasam kalitesini ylikselterek Onciilik etmesi
beklenmektedir (Pelaz ve ark., 2017). Nanoteknolojideki gelismelerin ilag tasiyici
sistemlere 6nemli Ol¢iide etkisi vardir ve nanoparcaciklar, bircok klinik uygulama
ve arastirmada onemli rol oynamaktadir. Nanopargacik platformlarina: dendrimer
(Sekil 2.6-a), lipozom (Sekil 2.6-b), misel (Sekil 2.6-c), nanokabuk, albiimin temelli
ve polisakkarit temelli nanopargaciklar, metalik, seramik ve polimerik
nanoparcaciklar drnek verilebilir (Darling-Hammond, 2000).

Gilinlimiizde  kullanilan ~ konvansiyonel ilag tasiyict  sistemlerde; ilacin
¢Oziinlirliigliniin ve biyodagilimimin az olmasi, in vivo ortamda ilacin hizh
bozunmas1 ve aktivitesini kisa siirede kaybetmesi, hiicrelere toksik etki
(sitotoksisite) gostermesi ve yan etkilere ek olarak doku hasar1 olusturmasi
sebebiyle yeni ila¢ tasiyict sistemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
ama¢ dogrultusunda ila¢ tasiyici sistemlerde nanopargaciklarin kullanilmasinin
avantajlari: ilacin suda c¢Oziinlirliglinii arttirmak, salim siiresini uzatmak ve

biyoyararlanimini arttirmak,
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Sekil 2.6 : (a) Dendrimer, (b) Lipozom, (c) Misel

hedeflenmis tasinimini saglamak, toksik yan etkilerini azaltmak, ilaci bozunmadan
korumak, ilacin tim alim yollar1 i¢in uygun form saglanmasi olarak siralanabilir

(Parveen, Misra, & Sahoo, 2012).

2.5.1 Teranostik nanoparcaciklarin ila¢ tasiyici sistem olarak kullamilmasi

Tan1 ve tedaviyi birarada sunan sistemlere teranostik sistemler denir. Etkili bir ilag
taginim  sistemi gelistirmenin yanm1 sira yiiklenen ilacin hedeflenen bdlgeye
tasiniminin  kontrolii, diger bir deyisle ilacin sistemik seviyeden hiicre alti
seviyesine kadar takip edilmesi ve goriintilenmesi de c¢ok oOnemlidir. Farkl
nanoparcacik sistemleri in vitro ve in vivo c¢aligmalarda tan1 ve tedavi amaciyla
kullanilabilir (Parveen ve ark., 2012).

Kullanilan kontrast ajanina gore: optik ve niikleer gorlintileme, manyetik rezonans
gorlintiileme, bilgisayarli tomografi ve ultrason yontemleri kullanilarak ilacin
biyodagilimi, birikimi ve salinimi izlenebilir (Manuscript, Agents, Controlled,
Drug, & Carriers, 2012) Lipozom, misel, silika tabanli por6z nanopargaciklar,
polimerik, altin tabanli, nanotlip tabanli nanoparcaciklar teranostik amach

kullanilabilir (Michael J. Sailor, 2013).

2.6 Nanoparcacik Sentezleme Yontemleri

Nanopargcaciklarin sentezlenemesinde iki temel yaklagim kullanilir.
Yukaridan asagiya iiretim yaklasimi: Hacimsel malzemeye disaridan mekaniksel

ve/veya kimyasal islemler ile enerji verilmesi sonucunda malzemenin nano boyuta
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kadar inebilecek kiiclik parcalara ayrilmasi esas alinmaktadir. Yukaridan asagiya

yaklasimi ile ¢alisan yontemlere 6rnek olarak; mekanik 6giitme, nanolitografi, lazer

ablasyon, piskiirtme ve termal dekompozisyon verilebilir (Anu Mary Ealia &

Saravanakumar, 2017).

Asagidan yukariya iiretim yaklasimi: Atomik veya molekiiler boyuttaki yapilar

kimyasal reaksiyonlar ile biiyiiterek partikiil olusumunun gerceklestirilmesi olarak

tanimlanmaktadir. Asagidan yukariya yaklasimi ile ¢alisan yontemlere Ornek
olarak: Kimyasal buhar kaplama, alev sentezi, sol jel ve lazer piroliz yontemleri

verilebilir (Anu Mary Ealia & Saravanakumar, 2017; Dhand ve ark., 2015).

Nanopargacik tiretiminde kullanilan yontemlerin yukarida agiklanan ayrimi disinda

fiziksel, kimyasal ve biyolojik temelli yoOntemler olarak da iic ayr1 grupta

siiflandirilmast miimkiindiir.

o Fiziksel yontemler: Mekanik basing, yiiksek enerjili radyasyon, 1s1 veya elektrik
enerjisi uygulanarak; malzemenin asinmasi, erimesi, buharlasmas1 veya
yogunlagmasi ile nanopargaciklarin elde edildigi yontemlerdir.

« Kimyasal yontemler: Sol jel, hidrotermal, kimyasal buhar kaplama metodlarinda
oldugu gibi kimyasal reaksiyonlarin gercekletigi yontemlerdir.

o Biyolojik Yontemler: Bakteri, mantar, viriis, maya gibi biyolojik sistemlerin
metal ve metal oksit nanoparcaciklarin sentezinde kullanildigi yontemlerdir

(Dhand ve ark., 2015).

2.6.1 Ultrasonikasyon yontemi ile nanoparcacik sentezi

Sonokimya, gii¢lii ultrason radyasyonu (20 kHz-10 MHz) uygulanarak molekiillerin
kimyasal reaksiyona girdigi calismalarin yapildigt bir alandir. Sonokimya
stirecinden sorumlu fiziksel olay akustik kavitasyon etkisidir.

Sonokimyanin temeli, sivi igerisinde olusan baloncugun biiyiiyerek patlamasi
esasina dayanir. Baloncuk maksimum boyutuna ulastiginda son asama olan patlama
basamagi gerceklesir. Inorganik iiriinlerin elde edildigi neredeyse tiim sonokimyasal
reaksiyonlarda nanomalzeme elde edilir. Elde edilen bu malzemeler farkli boyutta,
sekilde, yapida ve kat1 fazda (kristal veya amorf) olabilir, fakat her zaman nano
boyuttadir (Gedanken, 2004). Yapilan c¢aligmalarda herhangi bir proteinin
sonikasyon ile nanokiirelere doniistiiriilebilecegi gosterilmistir (Avivi, Nitzan, Dror,
& Gedanken, 2003; Baram-Pinto ve ark., 2012).
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2.7 Nanoparcaciklarin Fonksiyonellestirilmesi

Nanopargaciklarin goriintiileme, tant ve ilag tasinimi alanlarinda sagladigi
avantajlara ragmen, in vivo ortamda hiicre icerisindeki degisimlerin es zamanli
goriintiilenmesi, istenilen bolgeye spesifik hedefleme veya hedef hiicre igerisindeki
etkin ilag tasinimi gibi  bazi uygulamalarin hala gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu anlamda, multifonksiyonel (birden fazla fonksiyonu olan)
nanoparcaciklarin tasarlanmasi, hazirda varolan nanoparcaciklarin karakteristik

ozelliklerinin iyilestirilmesine katkida bulunmaktadir.
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Sekil 2.7 : Multifonksiyonel nanopargacik.

Ornegin lipozom gibi monofonksiyonel bir sistem sadece ilacin tagmimini
saglamakta, Ote yandan saglikli ve kanserli hiicre veya dokular1 birbirinden
ayiramamaktadir. Multifonksiyonel nanoparcaciklar farkli 6zellikleri tek bir kararh
yapt igerisinde bulundurabilir (Sekil 2.7). Ornegin; merkezdeki nanopargacia
spesifik hedefleme ajan1 baglanarak, hedef hiicrenin kendine 06zgli yiizey
ozelliklerinin taninmas1 saglanabilir. Ayn1 zamanda bu yeni yapiya; ilag, hiicreye
penetrasyonu saglayan ajan ile birlikte bir goriintiileme ajan1 baglanarak ilag
tasinimi izlenebilir (Sanvicens & Marco, 2008). Cizelge 2.1’ de multifonksiyonel

nanopargaciklarin gelistirilmesinde kullanilan bazi yaklagimlar 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.1 : Multifonksiyonel nanoparcaciklarin gelistirilmesinde kullanilan bazi

yaklasimlar.
Ozellik Aorantaj Fonksiyonellegtitm e Referans
Unsun
Stabilite, Kandakiilag seviyesitu PEG (Gref we ark, 1994
biyouynamnluluk | konayarak, dzgilliiai Fosfolipit misel (Dabertret we atle, 20020
arttirmak Polipeptit (Pinaud, King Moore, &
Weizs, 2004
Spesifik Toksk etkitnin Antikor (Lukyanoy, Elbayoumd,
Hedefleme azaltilma=s Peptit Chakilam, & Torchilin,
Aptamer 2004
Farhohidrat (Akerm an, Chan,
Folik asit Laakkonen Bhatia, &
Ruoslahti 2002
(Fatrokhzadwe ark, 20068)
(Zhu, e, Guo, Zhang, &
Ilarchant, 2007
(Fukowska-Latallo ve
atk., 2003
Hiiete igihe Nanopateaciiin Trans-transktipaivon (Bawantve ark, 2008)
penetrasyon farm akokinetiZnit ve aktivatdrii(TAT) (Battlett, 3u, Hildebrandt,
bivodaZhmimn Transferrin Weber, & Davis, 2007
deZgtitittn esi, efikasinin | Katyonik polim etler (Lutery, wvan M ostram, De
attirilimas S edt, & Hennink;, 2008
Gariatilem e Egzamanh olarak Dlanyretil: (MMedarowa, Pham, Farrar,
nanopatrgacik nanopargaciklar Fetkowva, & Moore, 2007
bivodaZhmimn
izletun esl

2.7.1 Nanoparcaciklarin polietilen gikol ile fonksiyonellestirilmesi

Polietilen glikol, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi’nce (FDA) onaylanmis

biyobozunur bir polimerdir. Su molekiilleri, polietilen glikoldaki eter oksijenine
hidrojen bagi ile baglanarak PEG zincirlerinin de esnekligi sayesinde bir bulut
olusturur. Bu bulut, nanopar¢acigin makrofajlar tarafindan tanmip fagosite

edilmesini engeller. Bu sayede, PEG ile modifiye edilmis nanoparcaciklarin; viicut
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icerisinde daha uzun siire kalmasi, pasif hedefleme ile istenilen bolgeye ulagsmasi ve
biyoyararlaniminin arttirtlmasi saglanir.

Tez ¢aligmasi kapsaminda suda ¢oziinebilir sekilde sentezlenen melanin (MNP) ve
ardindan PEG ile modifiye edilmis melanin nanoparcaciklarin (PEG-MNP) yapisi
asagidaki gibidir (Sekil 2.8).

PEG-MNP

Sekil 2.8 : (a) Melanin nanopargacigin, (b) PEG ile modifiye edilmis melanin
nanoparcacigin kimyasal yapisi.

2.8 Nanoparcaciklara lac Yiiklenmesi

Nanopargaciklara ila¢ yiiklemesi; nanoparcacik iiretimi sirasinda ilacin eklenmesi
veya nanoparg¢aciklar iiretildikten sonra ilag soliisyonu icerisinde inkiibe edilerek
ilacin absorbe olmasi yoluyla iki sekilde gerceklesebilir. Adsorpsiyon ile
karsilagtirildiginda nanoparcacik liretimi sirasinda ekleme metodunda daha fazla

ilag sisteme hapsedilebilir (Soppimath, Aminabhavi, Kulkarni, & Rudzinski, 2001).

2.9 Melanin’ in Yapisi ve Ozellikleri

Genel tanim olarak melanin: fenollerin oksidasyonu ve sonraki ara fenoller ile
kinonlarin polimerizasyonu sonucu olusmus heterojen bir polimerdir.

Melanin dogada eumelanin, pheomelanin, neuromelanin, allomelanin ve
pyomelanin olmak iizere, bes farkl: tipte bulunur.

Eumelanin: L-tirozin veya L-dopa’nin, 5,6-dihidroksindol (DHI) veya 5,6-
dihidroksindol-2-karboksilikasit (DHICA) ile oksidatif polimerizasyonu sonucu
olusan siyah-kahverengi bir pigmenttir. Siyah sacta ve miirekkep baligina ait
miirekkepte bulunur.

Pheomelanin: 5-S-Sistein-dopamin ~ ve  5-S-Sistein-dopa’nin  oksidatif

polimerizasyonu sonucu olusan sarimsi-kirmizimsi renkte bir pigmenttir.
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Eumelanin’den temel farki aromatik halkasinda kiikiirt bulundurmasidir. Kirmizi
sacta, cillerde ve kus tliyiinde bulunur.

Neuromelanin: Dopamin ve diger katekolamin Onciillerinin oksidasyonu sonucu
noronlar tarafindan iiretilen koyu pigmenttir. Insanlarda bulunan néromelanin yapisi
merkezdeki pheomelanini kaplayan eumelanin yiizeyden olusur.

Allomelanin: Bitkilerde katekol oksidaz ile katekol onciillerinden {iretilen koyu
kahverengi-siyah renkteki pigmentlerdir. Yapisinda nitrojen bulundurmaz. Katekol-
melanin seklinde de adlandirilir.

Pyomelanin: Genelde mikroorganizmalar tarafindan homogentisik asit varliginda
tiretilen koyu renkli pigmentlerdir.

Sentetik Melanin: Genelde L-dopa, L-dopamin, DHI ve DHICA 0nciillerinin
tirozinaz, peroksidaz ve hidrojen peroksit ile katalitik reaksiyonlar1 sonucu veya
bazik pH kosulunda (pH > 7.5) oksidasyon sonucu polimerlesmesiyle elde edilir.
Ozellikle, dopaminin polimerlesmesi sonucu elde edilen polidopamin, eumelanine
benzer yapidadir (Eom, Woo, & Shim, 2016).

Melaninin 6zellikleri:

- Elektriksel 6zellikleri: Ozellikle eumelanin, yapisinda bulunan n-m bagi
sayesinde elektriksel iletkenlige sahiptir. Dogal ve sentetik melaninlerin elektriksel
iletkenlikleri ~ S/cm araligindadir (Baraldi, P. Cappelletti, R. Crippa, 1979) (Osak,
Tkacz, Czternastek, & StAwinski, 1989) (Bothma, De Boor, Divakar, Schwenn, &
Meredith, 2008) (Chen ve ark., 2013) (Wiinsche, Cicoira, Graeff, & Santato, 2013).
- Biyouyumluluk: Melaninin biyobozunur ve biyouyumlu oldugu, in-vitro ve
in-vivo ¢alismalarda gosterilmistir. Biyouyumluluguna ek olarak dokularda
rejeneratif etki de gostermektedir (Kai, Prabhakaran, Jin, & Ramakrishna, 2013)
(Bettinger, Bruggeman, Misra, Borenstein, & Langer, 2009).

- Metal iyonlar1 ile selat olusturmasi: Melanin, yapisinda bulunan o-
benzosemikinon, cis-semidiones, ve flavin semikinon ile , , gibi metal iyonlarina
baglanabilir (Riley, 1997), (Felix, Hyde, Sarna, & Sealy, 1978). DOPA’ nin
oksidatif polimerizasyonu sonucu sentezlenen melanin pargaciklarinin yiizeyine
kursun, bakir ve kadmiyum gibi agir metaller absorbe olabilir (Kim, Ju, & Lee,
2012).

- Radikal tutucu: Melanin ayni zamanda antioksidan 6zellik gostermektedir

(Wang ve ark., 2015) (Shanmuganathan, Cho, lyer, Baranowitz, & Ellison, 2011).
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2.10 Doksorubisin’in Yapisi ve Ozellikleri

Doksorubisin (Adriamycin) onkolojik uygulamalarda 1960 yili sonundan beri
kullanilmaktadir (Dunn, 1994). ileri seviye meme kanseri, akciger kanseri, AIDS ile
iliskili Kaposi sarkomasi, akut losemi, Ozafagus karsinomlari, lenfomalar ve
miyelom gibi bir ¢ok kati tiimériin ve hematolojik malignitelerin tedavisinde
antrasiklin antibiyotik olarak kullanilmaktadir (Dunn, 1994; Hortobagyi, 1997).
Mide, karaciger ve pankreas kanserleri daha az duyarli olmalarina ragmen genel
faydalarina bakildiginda doksorubisin ile tedavi edilmektedir (Dunn, 1994).
Doksorubisin, DNA  sentezini dolayisiyla ~makromolekiill — biyosentezini
interkalasyon ile engelleyerek, topoizomeraz 1l enzimini (DNA replikasyonunda
gorevli bir enzim) inhibe ederek, serbest radikal olusturarak ve lipit peroksidasyonu
yaparak islev goriir. Doksorubisin en ¢ok kullanilan anti-kanser ilaglarindan biridir
ve en Onemli yan etkisi ise kardiyotoksik olusudur (Gewirtz, 1999; Hortobagyi,
1997; Luo, Carter, Miranda, & Lovell, 2017; Momparler, Karon, Siegel, & Awvila,
1976).

2.11 Karakterizasyon Teknikleri

2.11.1 Gegirimli elektron mikroskopu

Gecirimli Elektron Mikroskobu, goriintilleme ve kirmmim tekniklerini birlikte
kullanarak malzemelerin mikroyapilarinin ve kristal yapilariin belirlenmesini
saglayan bir malzeme karakterizayon cihazidir. Nano boyutta ve ince alanlardan,
milyon kat1 biiylitmelerde malzemenin kristalagrofik ve morfolojik bilgilerine aym
anda ulasilabilir. TEM ile goriintii ve kirmim bilgisini elde etmenin temel prensibi,
ortasinda ¢ok kiiciik bir delik bulunan numuneye paralel bir elektron demeti
gondermek ve numuneden dogrudan gecen kirmmima ugramamis i1sinlart ve
numunenin belirli diizlemlerinden Bragg sartlarina uygun agilarda kirinima ugramis
1sinlart numunenin altinda toplamak esasina dayanir. Aydinlik alan goriintiilerinde
sadece gecen 1s1n demeti kullanilarak, karanlik alan goriintiilerinde kirinima
ugramis 1sinlardan biri kullanilarak numunelerdeki mikron alti boyutlardaki

olusumlarin incelenebilir ve varolan ikinci fazlarin ayirt edilebilir.
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2.11.2 Fourier doniisiimlii kizil o6tesi spektrometre

FTIR matematiksel Fourier doniisiimii yontemi ile 15181n infrared yogunluguna karsi
dalga sayisini 6l¢en analitik bir yontemdir. Elektromanyetik 11k dizisinin kizil 6tesi
bolgesi 14000 cm™ ile 10 cm™ arasindadir ve yakin dalga boylu kizil Gtesi (NIR;
4000~14000 cm™), orta dalga boylu kizil tesi (MIR; 400~4000 cm™) ve uzak dalga
boylu kizil otesi (FIR; 4~400 cm'l) olmak iizere iic ana bolgeden olusmaktadir
(Skoog, Holler, & Crouch, 1998). FTIR spektrometresi genis spektrum araliklarinda
yiikksek ¢Oziiniirliiklii veri toplayabilir. Numune tarafindan absorbe edilen 1s1k
miktarini 6lgebilmek icin tek seferde farkli frekanslarda 1sik gonderir. Farkli frekans
kombinasyonlarinda gonderilen 151k demeti ile farkli dalga boylarinin absorpsiyonu

bilgisayarda analiz edilir.

2.11.3 Ultraviyole ve goriiniir 151k absorpsiyon spektroskopi

Elektromanyetik radyasyon (6rnegin goriiniir 1s51k) karakteristik bir dalga boyu ve
frekans1 olan bir dalga olarak kabul edilir. Spektrumda birbirini takip eden tepeler
arasindaki mesafe dalga boyu olarak adlandirilir. Belirli bir noktadan belirli bir
zamanda gegen dalga sayisi ise frekans olarak adlandirilir. UV-Vis Spektrometre
kisa siire igerisinde tiim bilesen dalga boylarini tarar. Goriiniir 151k bdlgesi 400 ile
800 nm, UV bolgesi 200 ile 400 nm arasindadir. Dikey eksende absorpsiyon, yatay
eksende dalga boyu goriintiilenir. Amax maksimum absorbansin dalga boyu olup,

Olciilen numunenin karakteristik bir degeridir.

2.11.4 Zeta potansiyel analizi

Tanecikler arasindaki itme veya ¢cekme degeri dlglimiine zeta potansiyel denir. Zeta
potansiyel 6l¢iimii dagilma mekanizmalart ile ilgili ayrintili bilgi verir. Belirli bir
yiikteki tane, siispansiyon igerisindeki karsi yiikteki iyonlar1 ¢ekmesi sonucunda
yiiklii tanenin yilizeyinden digsa dogru yayilan giiglii bir bag yiizeyi olusur. Yayilmis
bu yiizey icerisinde "kayma ylizeyi" adi verilen bir sinir bulunur. Yiikli tane ve
onun etrafinda bulunan iyonlarin kayma yiizey sinirina kadar olan kismi bir biitiin
olarak hareket eder. Bu kayma yiizeyindeki potansiyel zeta potansiyeli olarak
isimlendirilir. Zeta potansiyeli tanenin yiizey yapisindan ve iginde bulundugu
stvinin igeriginden etkilenir. Tanelerin polar sivilar igerisindeki davraniglarini

yiizeylerindeki elektrik yiikii degil, zeta potansiyel degerleri belirler.
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2.11.5 Hiicre  canhiigi  belirleme  testi  3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-

difeniltetrazolyum-bromiir testi

Hiicre canliligi belirleme testi, 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-
bromiir (MTT) bilesiginin yapisinda bulunan tetrazolyum halkasinin, canli ve
mitokondriyal fonksiyonlar1 bozulmamis bir hiicredeki mitokondriyal bir enzim
olan siiksinat dehidrojenaz enzimi ile formazana doniismesi temeline dayanir
(Mosmann, 1983; Alley ve ark., 1988). Canli hiicrede soluk sar1 renk veren MTT,
tetrazolyum halkasinin pargalanarak ¢oziinmeyen formazan firiiniine doniismesi
sonucu koyu mavi-mor renk verir. Boylece canli ve mitokondriyal fonksiyonlari
bozulmamis hiicreler mor renkte boyanirken, 6lii ve mitokondriyal fonksiyonu
bozulmus hiicreler boyanmaz. Hiicreler dimetil stilfoksit (DMSO) ile
cozlindiiriildiikten sonra formazan ¢ozeltisine ait rengin siddeti spektrofotometrik
olarak 570 nm’de 6l¢iiliir. MTT nin rediiksiyonu sadece metabolik olarak aktif olan
hiicrelerde meydana gelir ve bu aktivitenin seviyesi hiicrelerin canliliklariyla
Olgiiliir (Alley ve ark., 1988; Fotakis ve Timbrell, 2006; Mosmann, 1983; Van
Meerloo ve ark., 2011).
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3. DENEYSEL GERECLER VE YONTEM

3.1 Deneysel Gerecler

Melanin (Sigma-Aldrich), sodium hidroksit (Sigma-Aldrich), hidroklorik asit (37 wt
%, Sigma-Aldrich), metoksipolietilen glikol amin (MPEGs,,, -NH,, M,;=5000,
Sigma-Aldrich), 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT,
Thermo-Fischer), fosfat tampon ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich) firmalarindan temin
edilmistir. Ultra saf su (18 MOhm) eldesi icin Millipore firmasina ait cihaz
kullanilmistir. Gegirimli Elektron Mikroskopu (FEI Tecnai G®Spirit BioTwin
CTEM, ODTU Merkez Laboratuvari), Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi (FT-IR)
Spektrometre (Thermo Fisher), Ultraviyole ve goriiniir 151k (UV-Vis) absorpsiyon
spektrometresi (Hitachi), spektrofotometre (Molecular Devices), Zeta Potansiyel
Analizi (Malvern, Zetasizer, Nano ZS) cihazlari, fiziksel, kimyasal ve

fizikokimyasal analizlerde kullanilmistir.

3.2 Melanin Nanoparcaciklarin Uretimi ve Karakterizasyonu

Melanin nanoparcaciklarin lretilmesinde yukaridan asagiya tasarim yaklagimi
kullanilmistir. Ticari olarak temin edilen melanin ilk olarak suda ¢oziinebilir hale
getirilmis ardindan ultrasonikasyon ile kavitasyon yontemi uygulanarak nano
boyuta inilmistir. Melaninlerin suda ¢oziinebilir hale getirilmesi i¢in 20 mg melanin
0,1 M derisiminde 10 ml hacimli sodyum -hidroksit (NaOH) igerisinde karistirilmis
ardindan 0,1 M hidroklorik asit (HCI) kullanilarak ¢6zeltinin pH’1 7 olacak sekilde
ayarlanmistir. Bu islem sirasinda olusan sodyum kloriirii (NaCl) uzaklastirmak icin
iiretilen nanoparcaciklar ultra saf su igerisinde, 9000 rpm hizda 20 dk siiresince
santrifiij islemi ile yikanmistir. Yikama islemi 5 kez tekrarlanmistir.

Islem sonucunda elde edilen koyu kahverengi melanin ¢dzeltisi kurutulduktan sonra

10 mg melanin toz formunda elde edilmistir.

23



Elde edilen melanin nanoparagaciklarin morfolojisi TEM ile, kimyasal yapis1 FT-
IR analizi ile, yiizey yiikii zeta potansiyel analiz cihazi ile, 15181 absorblama 6zelligi

ise UV-vis spektrofotometre kullanilarak incelenmistir.

3.3 Polietilen Glikol ile Modifiye Edilmis Melanin Nanoparcaciklarin Uretimi

ve Karakterizasyonu

Suda ¢oziinebilir sekilde elde edilen 10 mg melanin tozunun 10 ml ultra saf su
igerisinde sulu ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltinin pH’1 0,1 M derisiminde NaOH
eklenerek pH:9 olacak sekilde ayarlanmistir. Ardindan 70 mg metoksi polietilen
glikol amin’in (mPEGsqo9 -NH,, M,=5000) pH:9 da hazirlanan sulu ¢ozeltisi,
melanin ¢ozeltisine eklenmis ve manyetik karistiric1 ile 12 saat boyunca
karistirilmastir.

Karigan soliisyon filtreli santrifiij tlipline aktarilmis ve nanopargaciklar ile
etkilesime girmeyen mMPEGsq09 -NH, nin uzaklastirilmast icin santrifiij cihazinda
4000 rpm hizda 30 dk siiresince ultra saf su ile yikanmistir. Yikama islemi 3 kez
tekrarlanmigtir. Kurutma islemi sonucunda PEG ile modifiye edilmis melanin
nanopargaciklar (PEG-MNP) toz formunda elde edilmistir.

Elde edilen nanoparagaciklarin morfolojisi TEM ile, kimyasal yapist FT-IR analizi
ile, ylizey yiikii zeta potansiyel analiz cihazi ile, 15181 absorblama 6zelligi ise UV-vis

spektrofotometre kullanilarak incelenmistir.

3.4 Polietilen Glikol ile Modifiye Edilmis Melanin Nanoparcaciklara

Doksorubisin Yiiklenmesi ve Karakterizasyonu

Elde edilen PEG-MNP lere farkli konsantrasyonlarda doksorubisin yiiklenmistir.
Bunun i¢in 6ncelikle doksorubisin suda c¢oziilerek 0,50, 0,25, ve 0,125 mg/ml
derisimlerinde 3 farkli ¢ozelti hazirlanmis ve bu cozeltilerden 1 mL hacminde
ornekler bir sonraki asamada kullanilmak {izere ayrilmistir.

PEG-MNP yapisina doksorubisin yiikleme isleminde, 2 mg PEG-MNP, 2 ml ultra
saf igerisinde karistirilarak ¢ozelti homojen hale getirilmis, ardindan bu ¢6zeltinin
lizerine yukarida belirtilen derisimlerde hazirlanan ilag ¢ozeltilerinden birisi
eklenerek toplam hacim 3 ml olmustur. Bu farkli miktarlarda doksorubisin igeren

cozeltiler 24 saat boyunca manyetik karistiricida karistirilmistir.
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24 saat sonunda manyetik karistiricidan alinan karisimlar santrifiij tiiplerine
aktarilmistir. 4000 rpm hizda 30 dakika siiren santrifiij islemi sonucunda elde edilen
stipernatant, UV-vis spektrofotometrede analiz edilerek PEG-MNP lerin ilag
yikkleme kapasitesi, yapiya yiiklenemeyerek ¢ozeltide kalan doksorubusinin
derisimi sonucu belirlenmistir.

Santrifiij islemi sonunda elde edilen pelet, ilag salim calismalarinda kullanilmak
tizere 3 ml fosfat tampon ¢ozeltisine (PBS) eklenmistir.

Elde edilen nanoparagaciklarin morfolojisi TEM ile, kimyasal yapisi FT-IR analizi
ile, ylizey yiikii zeta potansiyel analiz cihazi ile, 15181 absorblama 6zelligi ise UV-vis

spektrofotometre kullanilarak incelenmistir.

3.5 Polietilen Glikol ile Modifiye Edilmis Doksorubisin Yiiklii Melanin

Nanoparcaciklardan fla¢ Sahm

Farkli konsantrasyonlarda doksorubisin yiikli DOX-PEG-MNPler, 3ml PBS
icerisinde 100 rpm hizinda 37 °Csicaklikta ¢alkalamali inkiibatore yerlestirilmistir.

DOX-PEG-MNP ¢ozeltileri belirli zaman araliklarinda 4000 rpm hizinda 30 dakika
boyunca santrifiij edilmis elde edilmis, elde edilen slipernatanttan 1 ml PBS alinmis
ve geriye kalan ¢o6zeltinin iizerine tekrar 1 ml taze PBS eklenmistir. 1 ml
sipernatant igerisindeki ila¢ konsantrasyonu UV-vis-spektrofotometre cihazi
kullanilarak doksorubisine ait karakteristik dalga boyu olan 480 nm’de tayin edilmis

ve kiimiilatif ila¢ salim yiizdeleri hesaplanmistir.

3.6 Hiicre Canlih@ Testleri

MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatti, %10 fetal sigir serumu iceren
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) igerisinde, %5 CO, - %95 O,
iceren ortamda ¢ogaltilmistir. 24 saat boyunca kiiltiirde c¢ogalan hiicreler
yerlestikten sonra deneye baslanmistir. Deney icin 96 c¢ukurlu kiiltiir kaplari
kullanilmigtir. Deney diizenegi her bir ¢ukura 5000 hiicre gelecek sekilde
kurulmustur. 24, 48 ve 72 saat araliklarla MTT testi yapilarak hiicre cogalmasi takip
edilmistir. Hiicreler dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢oziindiiriildiikten sonra formazan

coOzeltisine ait rengin siddeti spektrofotometrik olarak 570 nm’de 6l¢iilmiistiir.
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4. BULGULAR VE TARTISMALAR

4.1 Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu

Suda ¢0ziinebilir hale getirilen melanin nanopargaciklarin, PEG ile modifiye
edilmis nanoparcaciklarin ve ilag yiikli PEG-MNPlerin yiizey yikleri zeta
potansiyel analiz cihazi ile incelenmistir. MNP, PEG-MNP ve DOX-PEG-MNP’
lerin yiizey yiikleri sirasiyla -24 (Sekil 4.1), -22 (Sekil 4.2) ve -40 mV (Sekil
4.3) olarak Dbelirlenmistir. Grafiklerdeki mavi, kirmizi ve yesil egriler, bir
numuneden 3 kez 6l¢lim alindigini géstermektedir.

PEG ile modifiye edilmis doksorubisin yiiklii melanin nanopargaciklara ait -40 mV
seviyesindeki ylizey yilk degeri elektrostatik itme ile nanopargaciklarin
agregasyonunu engellemektedir. PEG ile modifikasyon ve pozitif yiiklii amin
gruplarinin eklenmesi sonucu, MNP’ ye ait -24 mV degerindeki zeta potansiyeli
PEG-MNP’ de -22 mV degerine diismiistir.

Zeta Potential Distribution

200000 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAAAA zeta pOtenﬂa' (rnv): _241
: Zeta Deviation (mV): 4,41

150000 Conductivity (mS/cm): 0,0130

100000 F: - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
> | X 5 i

Total Counts

50000 98 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA ......................

0
100 200

Zeta Potential (mV)

Sekil 4.1 : Melanin nanopargaciklarin zeta potansiyeli.
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Zeta Potential Distribution

30000 )
Zeta Potential (mV): -21,8

Zeta Deviation (mV): 5,69

20000 Conductivity (mS/cm): 0482
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-100 0 100 200

Zeta Potential (mV)

Sekil 4.2 : PEG ile modifiye edilmis melanin nanoparcaciklarin zeta potansiyeli.

Zeta Potential Distribution
- Zeta Potential (mV): -406
Zeta Deviation (mV): 122
: : Conductivity (mS/icm): 0,118
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100000
80000

Total Counts
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5 5 \ 3 3 g
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Sekil 4.3 : PEG ile modifiye edilmis doksorubisin yiiklii melanin nanoparcaciklarin
zeta potansiyeli.

Tez kapsaminda hazirlanan melanin nanoparcaciklarin (MNP), ardindan PEG ile
modifiye edilmis melanin nanoparcaciklarin (PEG-MNP) ve ilag yiikli PEG-
MNPIlerin (DOX-PEG-MNP) morfolojik 6zellikleri TEM ile incelenmistir.

Sekil 4.4’ de gosterilen TEM sonuglarina gore, MNP, PEG-MNP ve DOX-PEG-
MNP’ lerin kiiresel sekle sahip oldugu ve sirasiyla 50, 30 ve 15 nm pargacik
biiyiikliigiinde olduklar1 gdzlenmistir. Melanin nanopargaciklarin  ortalama
biiyiikliiklerindeki azalma trendi melaninin sisme oOzelligi gOstermesi ile
aciklanabilir. Melanin nanopargaciklara ilag yiiklenmesi ve PEG ile modifikasyon
yapilmasi1 bu nanopargaciklarin kendi icerisinde bag yapma egilimini arttirarak,
parcacik boyutunda kiiciilmeye sebep olmaktadir.
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Sekil 4.4 : (a) MNP, (b) PEG-MNP, (c) DOX-PEG-MNP' ye ait TEM goriintiileri
(6lgek gubugu= 50nm).

FTIR analizine gére PEG e ait 2900 cm™! de (alkil C-H ¢ekme), 1110 cm™? de (C-
O-C ¢ekme), 1635 de N-H biikiilme goriilen karakteristik pikler varliginda PEG ile
modifikasyonun basarilt bir sekilde gergeklestirildigi goriilmistir (Sekil 4.5

|
=
z

101

Transmittance (%)
=

Transmittance (%)
=

1|rr||11|r|||11rr||11rr ||1|r[| 11|[r|111|r||11

| | | l 1
J000 2500 2000 1500

Wavenumber (cm)

§
:
g

Sekil 4.5 : PEG-MNP (iistte) ve MNP' ye (altta) ait FTIR analizi.

UV-vis-spektrofotometre sonuglarina bakildiginda ise PEG-MNP ile MNP nin
benzer 15181 absorblama profilinde olduklar1 gorilmiis (Sekil 4.6), PEG ile
modifikasyonun melaninin 15181 absorblama 6zelligi iizerinde bir etkisi olmadigi

yorumu yapilmistir.
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Sekil 4.6 : MNP ve PEG-MNFP' ye ait UV-vis-spektrofotometre sonuglari.

4.2 Polietilen Glikol ile Modifiye Edilmis Doksorubisin Yiikli Melanin

Nanoparcaciklardan Ila¢ Salim

Farkli konsantrasyonlarda ilag yiiklii DOX-PEG-MNP’ lerden zamana gore salinan
kiimtilatif ilag miktar1 Sekil 4.7” de gosterilmistir.

0,125 mg doksorubisin yiiklii melanin nanopargaciklarin ilk 24 saatte ilacin
%62’sini, 12. giiniin sonunda ise ilacin tamamin1 saldig1 goriilmiistiir.

0,25 mg doksorubisin yiiklii melanin nanoparcaciklarin ilk 24 saatte ilacin %16’s1n1,
12. giinilin sonunda ise %48’ini saldig1 goriilmistiir.

0,50 mg doksorubisin yiiklii melanin nanopargaciklarin ilk 24 saatte ilacin %17’
sini, 12. Giiniin sonunda ise %46’ sini saldig1 goriilmustiir.

[lag miktarr arttik¢a salim siiresinin uzamasi, sisteme yiiklenen ila¢ miktarinin asir1
doygunluk derisimine yaklasmasi ile iliskilendirilebilir.

Onerilen ilag tasiyici sistemin salim mekanizmasin1 belirlemek amaci ile egri
uydurma (curve fitting) programi kullanilmustir. Ilag salim verileri, egri uydurma
programi ile farkli kinetik salim modelleri iizerinde denenmistir. Bu calismalar
dogrultusunda onerilen ila¢ sisteminin, Esitlik 2.2°de verilen Korsmeyer-Peppas
esitliginin uyarlamasina uygun olarak, diflizyon kontrollii ve sisme kontrollii salim
yaptig1 saptanmistir. Farkli konsantrasyonlarda ila¢ yiikli iic DOX-PEG-MNP

sisteminin de ayn1 salim profiline sahip oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.7 : Farkli konsantrasyonlarda ilag yiikli DOX-PEG-MNP' lerden zamana
gore salinan kiimiilatif ila¢ miktari.

4.3 Nanopargaciklarin Hiicre Canhihgina Etkisinin Incelenmesi

MNP, PEG-MNP ve DOX-PEG-MNP’ lerin in-vitro ortamda hiicre canliligina
etkisi incelenmistir.

0,50, 0,25 ve 0,125 mg olmak iizere farkli miktarlarda ila¢ yiliklii DOX-PEG-MNP’
lerin kanseri hiicreleri tizerindeki toksik etkisi 24, 48 ve 72 saat araliklarla
incelenmistir.

Sekil 4.8° de 0,50 mg ilag yiikli DOX-PEG-MNP’ lerin 24, 48 ve 72. Saatlerde
meme kanseri hiicrelerinin canliligina etkisi ve ayni siirelerde sistemin ilag salma
profili birlikte verilmistir. Ik 24 saatte sistemde baskin mekanizmanin sisme
kontrollii salim olmasi sebebi ile kontrol grubu ile karsilastirildiginda 0,50 mg ilag
yiikkli DOX-PEG-MNP’ lerin 24. Saatte, sistemde yiikli ilacin %18’ ine karsilik
gelen 0,09 mg miktarin1 salarak, meme kanseri hiicrelerini %20 oraninda
oldiirebildigi goriilmiistiir. Onerilen ila¢ tastyici sistemimizde, 24 ile 48. saatler

arasinda difiizyon kontrollii salim baskin olmaya basladigindan, sisme kontrollii
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salimdan difiizyon kontrollii salima gegilen bu aralikta birim zamanda ortama
salinan ila¢ miktar1 azalmistir. Bu sebeple meme kanseri hiicrelerinin sayisinda 24.
saate gore artig goriiliirken, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 48. saatte meme
kanseri hiicreleri tizerinde %23 oraninda toksik etkisinin oldugu goriilmiistiir. 48 ile
72. saatler arasinda salim diftizyon kontrollii olarak devam ettiginden meme kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmasi1 24-48 saat aralifindaki canliliga gore baskilanmis ve 72.
saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda %41 oraninda meme kanseri hiicrelerini

oldiirebildigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.8 : 0,50 mg ilag yiikli DOX-PEG-MNP' lerin 24, 48 ve 72. saatlerde meme
kanseri hiicrelerinin canliliina etkisi ile ilag salim profili.

Sekil 4.9° da 0,25 mg ila¢ yiikkli DOX-PEG-MNP’ lerin 24, 48 ve 72. Saatlerde
meme kanseri hiicrelerinin canliligia etkisi ve aym siirelerde sistemin ila¢ salim
profili birlikte verilmistir. 0,50 mg ila¢ yiiklii tagiyict sistemde oldugu gibi, ilk 24
saatte sistemde baskin mekanizma sisme kontrollii salimdir. Bu sebeple 0,25 mg
ilag yliklii DOX-PEG-MNP’ lerin, 24. saatte sistemde yiiklii ilacin %16’ sina denk
gelen 0,04 mg miktarin1 salarak, kontrol grubu ile karsilastirildiginda meme kanseri
hiicrelerini %14 oraninda &ldiirebildigi goriilmiistiir. Onerilen ilag tasiyict
sistemimizde, 24 ile 48. saatler arasinda difiizyon kontrollii salim baskin olmaya

baglamistir. Bu sebeple meme kanseri hiicrelerinin sayisinda 24. saate gore artis
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gortliirken, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 48. saatte meme kanseri hiicreleri
tizerinde %10 oraninda toksik etkisinin oldugu goriilmiistiir. 48 ile 72. saatler
arasinda salim difiizyon kontrollii devam ettiginden meme kanseri hiicrelerinin
cogalmasi 24-48 saat araligindaki canlilia gore baskilanmis ve 72. saatte kontrol
grubu ile karsilastirildiginda %31 oraninda meme kanseri hiicrelerini 6ldiirebildigi

gorilmiistiir.
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Sekil 4.9 : 0,25 mg ilag yiikli DOX-PEG-MNP' lerin 24, 48 ve 72. saatlerde meme
kanseri hiicrelerinin canlilifina etkisi ile ilag salim profili.

Sekil 4.10° da 0,125 mg ilag¢ yiikli DOX-PEG-MNP’ lerin 24, 48 ve 72. Saatlerde
meme kanseri hiicrelerinin canlilifina etkisi ve ayni siirelerde sistemin ila¢ salim
profili birlikte verilmistir. ilk 24 saatte sistemde baskin mekanizma sisme kontrollii
salimken, bu siireden sonra sistemde baskin mekanizma difiizyon kontrollii salim
olmaktadir. 24 ile 48. saatler arasindaki meme kanseri hiicrelerinin ¢cogalmasinin
etkin bir sekilde baskilanmamasi bu profil ile iligskilendirilmektedir. Kontrol grubu
ile karsilagtirlldiginda 0,125 mg ila¢ yiikli DOX-PEG-MNP’ lerin 24. saatte
biinyesinde yiiklii ilacin %62 sine karsilik gelen 0,07 mg miktarimi sisme kontrollii
salarak, meme kanseri hiicrelerini % 17 oraninda, 24-72 saat araliginda difiizyon
kontrollii salim yaparak 72. saatte meme kanseri hiicrelerini %26 oraninda

Sldiirebildigi goriilmiistiir.

33



350.00

—KONTROL - 012

300.00 0.125 mg DOX-PEG-MNP

-
=—Salinan ilag (mg DOX) / - 0.1
250.00

[T}
£
ang L 008 =T
= o
c 200.00 x
c X
(s} £
2 150.00 =
I m
*® L o00a =
100.00 1 / o
50.00 - 0.02
0.00 / T T T 0

0 24 48 72

Zaman, saat

Sekil 4.10 : 0,125 mg ilag¢ yiikli DOX-PEG-MNP' lerin 24, 48 ve 72. saatlerde
meme kanseri hiicrelerinin canliligina etkisi ile ila¢ salim profili.

Farkli miktarlarda ila¢  yiklii nanopargaciklarin  gosterdigi etki ile
karsilastirildiginda, en fazla ilag salimini1 0,50 mg ilag yiikkli DOX-PEG-MNP’ ler
sagladigindan meme kanseri hiicreleri iizerinde en yiiksek toksik etki bu sistemde
gorilmiistir.
0,50, 0,25 ve 0,125 mg olmak tizere farkli miktarlarda serbest ilacin, meme kanseri
hiicreleri tizerindeki toksik etkisi 24, 48 ve 72 saat araliklarla incelenmistir.
Sekil 4.11° de gosterildigi tlizere, 0,50 mg serbest ilacin 24, 48 ve 72. saatlerde,
sirastyla %18, %38 ve %57 oraninda meme kanseri hiicrelerini 6ldiirdiigi
gorilmiistiir.
Sekil 4.12” de, 0,25 mg serbest ilacin 24, 48 ve 72. saatlerde meme kanseri hiicreleri
iizerindeki toksik etkisi sirasiyla %27, %31 ve %39 olarak verilmistir.
Sekil 4.13° de verildigi lizere, 0,125 mg serbest ilacin 24, 48 ve 72. Saatlerde,
sirastyla %1, %21 ve %31 oraninda meme kanseri hiicrelerini oldirdiigi
gorilmiistiir.
Hiicreler iizerinde sadece serbest ilacin etkisi izlendiginde en yiiksek doz olarak
yiiklenen 0,50 mg’ 1n hiicrelerin ¢ogalmasini en etkili sekilde azaltan sistem oldugu
gorilmiustir.
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Sekil 4.11 : 0,50 mg serbest ilacin 24, 48 ve 72. saatlerde meme kanseri hiicrelerinin
canliligina etkisi.
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Sekil 4.12 : 0,25 mg serbest ilacin 24, 48 ve 72. saatlerde meme kanseri hiicrelerinin
canlilifina etkisi.
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Sekil 4.13 : 0,125 mg serbest ilacin 24, 48 ve 72. saatlerde meme kanseri
hiicrelerinin canliligina etkisi.

MNP ve PEG-MNP’ lerin saglikli hiicreler {izerinde canlilifa etkisi incelenmistir.
Sekil 4.14° de gortildigi tizere, MNP ve PEG-MNP’ lerin saglikli hiicreler iizerinde

herhangi bir toksik etki gostermeyen biyouyumlu malzemeler olduklart sdylenebilir.

120

100

% Hiicre Canhihg

Kontrol MNP PEG-MNP
Sekil 4.14 : MNP ve PEG-MNP' lerin saglikli hiicrelerin canlili§ina etkisi.

Sekil 4.7 deki grafigin 48-72 saat araligina denk gelen dogrusal bdlgesi, 0° salim
kinetigi gosteren, egimi 2*10™ mg/saat olarak hesaplanan ideal bir kontrollii ilag
serbestlestirme davranigi sergilemektedir. Bu dogrultuda hiicre canliligina ait
grafikler tekrar yorumlandiginda, 0,50 mg ilag yiikli sistemden salinan
doksorubisinin hem kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyici, hem de o6ldiiriicii

etkisi yaklasik 30 giin boyunca siireklilik gorterecektir. Bu ¢alismanin kosullarindan
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dolayr yapilamayan, in vivo deneyler ile bu etkinin ger¢ek ortamlarda
gosterilebilecegi diisiiniilmektedir.

Deneysel kosullar nedeni ile veri alinamayan, 120. (5. Giin) ve 240. saat (10. Giin)
gibi ileriki donemlerde hiicre canliligina ait grafiklerde sabit olarak seyreden canli
hiicre sayisinin diismeye baglayacagi beklenmelidir. Uzun donemde, hiicrelerin
cogalma stirecinde ilag dolayis1 ile gordiikleri baski ve 6len hiicrelerin yarattigi
cevresel kosullarin mevcut canli kanser hiicrelerini apoptoza siiriikleyerek etki
etmesi beklenmelidir.

Benzer davraniglarin, daha diisiik miktarlarda (0.250 ve 0.125 mg) ilag yiiklenen
sistemlerde de gozlenebilecegi, fakat etki siiresinin 0.5 mg kadar uzun olmayacagi
aciktir. Omegin 0.125 mg olarak yiiklenen DOX-PEG-MNP matrisinde, ilacin
tamaminin 12. giiniin sonunda tiiketildigi diistiniilirse, tedavinin planlamasinin ve
uygulanmasinin, bu dinamik davranis g6z Oniinde bulundurularak yapilmasi

gerektigi kacinilmaz olmaktadir.
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5. SONUC, ONERILER VE GELECEK CALISMALAR

Bu tez kapsaminda yukaridan asagiya tasarim yaklasimi ile ultrasonikasyon
yonteminin kavitasyon etkisinden faydalanarak suda ¢Oziinebilir melanin
nanoparcaciklar sentezlenmistir. Ardindan, PEG ile modifikasyon yapilarak,
nanoparcaciklarin makrofajlar tarafindan taninip fagosite edilmesini engellenmis ve
daha uzun siire sistemik dolasimda kalmasi, nanoparcaciklarin pasif olarak
hedeflenmesi saglanmistir. Son olarak, meme kanseri tedavisinde anti kanser ilag
olarak kullanilan doksorubisin, PEG ile modifiye edilmis melanin nanoparcaciklara
yiikklenerek salim modelleri incelenmis ve bu ila¢ tasiyict sistemin saglikli
hiicrelerin ile meme kanseri hiicrelerinin canliligina etkisi incelenmistir.
DOX-PEG-MNP, PEG-MNP ve MNP’ye ait morfolojik 6zellikler TEM ile analiz
edilerek, kiiresel sekilde sirastyla 50, 30 ve 15 nm boyutlarinda olduklar
saptanmistir.

Zeta potansiyel analizi sonucu, DOX-PEG-MNP, PEG-MNP ve MNP’ye ait ylizey
yiikleri sirasiyla -40, -22 ve -24 olarak belirlenmistir.

PEG-MNP ve MNP’nin kimyasal yapis1 FTIR ile incelenmis ve PEG’e ait
2900 cm™?! ile 1100 cm™! de karakteristik pik saptanmasi sonucu PEG ile
modifikasyonun basarili bir sekilde gerceklestigi yorumu yapilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda ilag yiiklii DOX-PEG-MNP’ lerden zamana gore salinan
kiimiilatif ila¢ miktar1 izlenmistir. Bu veriler egri uydurma programinda
kullanilarak,

farkli salim kinetik modelleri {izerinde denenmis, dnerilen tasiyici sisteme en uygun
modelin diflizyon ve sisme kontrollii salim oldugu sonucuna varilmaistir.

Hiicre testleri sonucunda 6nerilen sistemin saglikl hiicrelere herhangi bir toksik etki
gostermezken, konvansiyonel yontemle Kkarsilastirildiginda meme  kanseri
hiicrelerini etkili bir sekilde 6ldirdiigii gérilmiistiir.

Sonug olarak, polietilen glikol (PEG) ile modifiye edilmis doksorubisin yiiklii

melanin nanoparcaciklarin, biyomedikal alanindaki arastirmalarda ilag tasiyict
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sistem olarak kullanilabilecegi goOsterilmistir. Melaninin aromatik yapidaki anti-

kanser ilaglara baglanabildigi diistintildigiinde, farkli kanser tiirleri igin ilag¢ tasiyici

sistem olarak kullanilabilir.

Gelecek calismalarimizda,;

Meme kanserine ait bir biyobelirte¢ olan HER2 reseptorii ile etkilesecek bir
ligand baglanarak ila¢ yiiklii nanoparcaciklarimizin aktif hedeflenmesinin
saglanmas1 bdylece biyoyararlanim ve efikasinin arttirilip, doz miktarinin ve
sikliginin azaltilarak hasta yasam kalitesinin yiikseltilmesi,

Melaninin metaller ile selat yapabilme 6zelliginden faydalanarak, Fe'3 ile
selat yapmis melanin nanoparcaciklarin, rezonans goriintiileme (MRI)
sistemlerinde  gorlintileme  ajan1  olarak  kullanilmasi,  boylece
multifonksiyonel yonde gelistirilmis sistemimizin tani ve tedaviyi ayni1 anda

saglayabilen teranostik ajan olarak kullanimi incelencektir.
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