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Bu c¢alisma, askorbik asidin kanser hiicrelerinde etkisini arttirmak igin
askorbik asit yiikli KLN’in hazirlanarak, kanser hiicrelerine olan sitotoksik ve
apoptotik etkilerinin belirlenmesine ve etkilesimlerinin degerlendirilmesine
yoneliktir.

Calismanin birinci asamasinda askorbik asidin H-ras 5RP7 ve NIH/3T3
hiicreleri iizerine sitotoksik etkisini 6lgmek i¢in MTT testinden faydalanilmis ve
apoptotik etkisini 6lgmek amaciyla Akim Sitometri kullanilmustir. Ikinci asamada,
askorbik asit yikli KLN hazirlandiktan sonra karakterizasyonu yapilmistir.
Hazirlanan nanopartikiillerin bu hiicre hatlar1 iizerinde olan sitotoksik ve apoptotik
etkisi ol¢lilmiistiir. Son olarak askorbik asit ve askorbik asit yiiklii KLN’in bu hiicre
hatlart ile etkilesimleri TEM ve Konfokal Mikroskobu kullanilarak incelenmistir.

Askorbik asit ve askorbik asit yiikli KLN’in H-ras 5RP7 ve NIH/3T3
hiicreleri lizerinde olan etkileri arastirilip, karsilagtirllmistir. Sonug olarak, askorbik
asit yiiklit KLN’in kanser hiicreleri iizerinde apoptotik ve sitotoksik etkisinin daha
fazla oldugu, yapilan karakterizasyon caligmalariyla bu formiilasyonun uygun bir

terapotik tasiyici olarak kullanilabilecegi kararina varilmastir.
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This study is intended for determination of the cytotoxic and apoptotic
effects by preparing ascorbic acid loaded solid lipid nanoparticles (SLN) and
evaluated the interaction of cancer cells to increase the effects of ascorbic acid on
cancer cells.

In the first stage study, we were utilized MTT test to measure the cytotoxic
effects of ascorbic acid on H-ras 5RP7 and NIH/3T3 cells and used Flow
Cytometry to measure the apoptotic effects. In the second stage, after ascorbic acid
loaded SLN were prepared, they were characterized. These prepared nanoparticles
were measured the cytotoxic and apoptotic effects on these cell lines. Finally, the
interactions of ascorbic acid and ascorbic acid loaded SLN in these cell lines were
investigated by using TEM and Confocal Microscopy.

The effects of ascorbic acid and ascorbic acid loaded SLN were investigated
and compared on H-ras 5RP7 and NIH/3T3 cells. In conclusion, ascorbic acid
loaded SLNs have more apoptotic and cytotoxic effect on cancer cells, the
characterization studies concluded that the formulation can be used as a suitable

therapeutic carrier.

Keywords: Cancer, Ascorbic acid, SLN, TEM and Confocal Microscopy.
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1. GIRIS

Glinlimiizde mevcut kanser tedavi yontemleri (cerrahi miidahale,
kemoterapi ve radyoterapi) bir ¢ok yan etkiye sahip olmalarindan dolay: yetersiz
kalmaktadir. Kanser tedavilerinde yeni yaklagimlar, tedavinin sadece kemoterapi
ve radyoterapi ile birlikte uygulanmasi degil ayn1 zamanda normal hiicre veya
dokular1 hasardan korumak ve ilag direncine engel olmayr amaglamaktadir. Bu
acidan uygulanan yontemlerin etkinligi, ¢esitli anti kanserojen ilaglarin kanser
hiicrelerini hedefleyip normal hiicrelere miimkiin olabildigince az zarar vermesine
baglidir (Peppas-Brannon ve Blanchette, 2004; Hu Jack ve ark., 2010).

Son yillarda, vitaminlerin kanser tedavisindeki etkilerini belirlemeye
yonelik bircok calisma yapilmaktadir. Vitaminler viicutta metabolik olaylarin
normal bir sekilde meydana gelmesi ve saglikli durumun siirdiiriilmesi i¢in gerekli
olan, viicutta sentez edilemeyen veya az sentezlenen ve besinler icinde ¢evreden
ufak miktarda alinmasi zorunlu maddelerdir (Akkan, 1999). Suda ¢oziinen bir
vitamin olan askorbik asit (C vitamini, L-askorbik asit) insan beslenmesindeki
temel roliinliin disinda; kanser, enfeksiyonlar, viral gibi patolojik durumlar,
solunum hastaliklari, soguk alginligi ve tiim kardiyovaskiiler hastaliklarda da
onemli bir yere sahiptir (Padayatty ve Levin, 2000; Chen ve ark., 2005).

Konvansiyonel tedavide go6zlenen olumsuzluklari ortadan kaldirmak,
ilacin etkisinin hiicresel diizeylere taginmasini arttirmak, ilaclarin kan dolagiminda
ya da diger biyolojik sivilardaki derisimini ve sahm kinetiklerini optimize etmek,
ilaglarin farmokokinetik ve farmakodinamik ozelliklerini degistirmek, etkin ve
giivenli tedavi saglamak, toksik etkilerini gidermek, ilaglarin kararliligini
arttirmak ve viicudun diger bolgelerinde herhangi bir istenmeyen etkilesmeye
neden olmadan hedef bdlgede istenilen diizeyde farmokolojik yanit elde etmek
icin nanoteknolojiden faydalanilarak nano boyutlu ila¢ tagima sistemleri
gelistirilmistir (Kas, 2002; Farokhzad ve Langer, 2009; Sitterberg ve ark., 2010)

Giliniimiizde, kanser tedavisinde alternatif bir ilag tasiyici sistem olarak
kat1 lipid nanopartikiillerin (KLN) kullanim1 biiylik dikkat ¢ekmektedir. Ciinkii
anti kanser ilaglar1 normal hiicrelerde toksik etki, zayif secicilik, kararlilik ve
timor hiicrelerinde ilag dayanikliligini arttirma riski gibi 6zelliklere sahip
olduklarindan dolayr bu kisitlamalar KLN kullanilarak ortadan kaldirilabilir
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(Mulla ve ark., 2010). KLN, mevcut kolloidal sistemlere alternatif bir tasiyict
sistem olarak ortaya g¢ikan, kiiciik boyuta sahip, otoklavda sterilize edilebilen,
kontrollii ve siirekli salim saglayan fiziksel stabilitesi yiiksek olan tasiyicilardir.
Bu sistemlerin istiinliikleri arasinda, kolloidal biiyiikliikte olmalari, biyolojik
olarak gecirimli olmalari, hidrofilik ve hidrofobik ilaglarin yiiklenebilmesi, iiretim
icin gerekli aletlerin basit olmasi, yiiksek ila¢ yiikleme kapasitesine sahip
olmalari, toksik etkilere sahip olmamalar1 gibi 6zellikler sayilabilir (Kas ve
Eldem, 2002; Numanoglu ve Tarimci, 2006; Kamboj ve ark., 2010).

Kanser hiicreleri enerji ihtiyaglarin1 karsilamak igin glukoza ihtiyag
duymaktadirlar. Bu ¢alismada; hidroksil gruplarindan dolay1 glukoza benzer
yaptya sahip olan askorbik asit secilmistir. Daha sonra askorbik asit yiiklii KLN
hazirlanmis ve kanser hiicreleri ile etkilesiminin saglanmasi amaglanmistir.
Askorbik asit ve askorbik asit yiiklii KLN’in kanserli ve normal hiicre hatlar
tizerinde olan apoptotik ve sitotoksik etkilerini belirlemek i¢in, MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) testinden ve Akim
Sitometri cihazindan (Flow Sitometri) faydalanilmistir. Bu hiicrelerde meydana
gelen yapisal ve ince yapisal degisiklikleri belirlemek i¢in ise TEM ve konfokal
mikroskobu kullanilmistir. Ayrica elde edilen nanopartikiillerin kalitesini kontrol
etmek amaciyla foton korelasyon spektroskopisi (PCS) ve yiiksek performansli
stvi kromotografisinden (YPSK) yararlanilarak partikiil boyutu, zeta potansiyeli,

ila¢ salim1 ve ilag yiikleme kapasitesi bulunmustur.

1.1. Kanserin Tanim ve Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Hiicreler bir taraftan programli 6liim (apoptozis) ile yok olurken, diger
taraftan da biiyiime faktorlerinin etkisiyle cogalir. Kanser, kontrolsiiz hiicre
bolinmesi ile karakterize olan ve bazi etkilerle degisime ugramis hiicrelerin
kontrolsiiz olarak ¢ogalip biiylimelerinin sonucu olusan bir hastaliktir.

Kanserin kokeni, hangi dokudan tiirevlendigine baghdir. Kanser
hiicrelerinin yaklasik %85°1 epitel hiicrelerinden olusur ve karsinoma olarak
siiflandirilir. Mezoderm hiicrelerinden (kemik, kas hiicreleri) tiirevlenenler
sarkoma olarak smiflandirilirken, bezsel dokulardan tiirevlenenler ise

adenokarsinoma olarak isimlendirilmektedir (Pecorino, 2008; Weinberg, 2007).



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Kanser hiicreleri pek ¢ok karakteristik dzellige sahiptirler. Bu karakteristik
ozelliklerin temeli 6nemlidir. Cizelge 1.1’de kanser hiicreleri ile normal hiicreler
arasindaki farklar belirtilmistir. Biitlin kanser tedavileri, uyarilan hiicreye ve
cevresine odaklanmaktadir. Bu oOzelliklerin mekanizmalarinin anlasilmas: ile

kanser tedavisinde basarilar elde edilebilir.

Cizelge 1.1. Normal hiicreler ile kanser hiicrelerinin baz1 6zelliklerinin karsilastirilmasi (Pecorino,

2008; Weinberg, 2007).

NORMAL HUCRELER

KANSER HUCRELERI

Biilyiime sinyal

otonomisi

Normal hiicreler boliinmek igin
biiyiime faktorlerine ihtiyag

duyarlar.

Kanser hiicreleri biiyiime faktor

sinyallerine ihtiya¢ duymazlar

Biiyiime inhibitor
sinyallerinin
etkisiz hale

gelmesi

Normal hiicreler homeostaziyi
saglamak i¢in inhibitor sinyallere

cevap verirler.

Kanser hiicreleri bolinmeyi
inhibe edici faktdrlere cevap

vermezler

Apoptozisin etkisiz

Normal hiicreler DNA hasarina

Kanser hiicreleri apoptotik

potansiyelleri

(immortalite)

Immortalitenin mekanizmalarindan
biri kromozom uglarinda olan
telomerlerdir. Hiicreler boliintirken,
¢ogu normal hiicre tipinde

telomerler gittikge kisalir.

hale gelmesi yanit olarak apoptozise giderler. sinyallerden kagarlar.
Limitsiz Cogu normal hiicrenin bdliinme Kanser hiicreleri simirsiz sayida
replikasyon sayist sinirhdir. boliiniirler. Kanser hiicrelerinde

telomerler telomeraz enziminin
etkisiyle yenilenirler.
Sonug da, telomerlerin uzunlugu
sabit kalir ve hiicre sinirsiz sayida

boliiniir.

Anjiyogenez

Normal hiicreler oksijen ve besin
saglamak i¢in kan damarlarina
baghdirlar. Fakat damar yapisi

yetiskinlerde sabittir.

Kanser hiicreleri, yeni kan
damarlar1 olusturarak tiimoriin
yayilmasi i¢in anjiyogenezi

tetiklerler.

Metastaz

Normal hiicreler viicutta yerlerine

baglidirlar ve genelde gog etmezler.

Kanser hiicrelerinin viicudun bir
yerinden diger yerine hareket
ederek metastaz yaparlar. Buda
kanser Sliimlerinin en dnemli

nedenidir.
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1.2. Hiicre Dongiisii ve Kanser Olusumundaki Yeri

Hiicre boliinmesi, bir hiicrenin morfolojik ve genetik olarak birbirine tipa
tip benzeyen iki yavru hiicreye boliinmesidir. Her bir yavru hiicre de iki yavru
hiicre olusturmak i¢in boliinlir ve bdylece hiicre boliinmesi bir dongii seklinde
devam eder, bu dongiiye hiicre dongiisii denir. Hiicre dongiistii (siklusu),
cogalmak iizere uyarilmis bir hiicrede gerg¢eklesen ve bir dizi gegici biyokimyasal
aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigi bir siiregtir (Pecorino, 2008).
Genel olarak, hiicreler bir béliinme sinyali almadiklari siirece hiicre siklusunun
aktif (G;, Gy, S ve M) fazlarina girmezler ve istirahat fazi denilen Gy fazinda
beklerler. Hiicrelerin ikiye boliinmesi mitoz ile gergeklesir. Hiicreler mitoza
girmeden Once bir hazirlik sathasi gecirirler ve bu sathada hiicreler hacimce
biiyiirler. Bu hazirlik safthasinda bolinme igin gerekli olan ¢esitli diizenleyici
proteinler (Siklin) ve makromolekiiller (DNA) sentezlenir. Bu hazirlik sathasina
da interfaz denir. Sekil 1.1.’de gosterildigi gibi; interfaz kendi iginde G, S, ve G,
olmak tizere ¢esitli alt boliimlerden (fazlardan) olusur. Mitoz ve interfaz birlikte
hiicre siklusu olarak bilinen bir dongiiyii olustururlar (Park ve Lee, 2003).

G1 ve G; kisaltmalari “gap” (ara, bosluk) sozciigiinden gelmektedir. S ise
DNA sentezi (replikasyon) fazini gostermektedir. M ise mitoz anlamina
gelmektedir.

» G1 fazi; hiicre siklusunun siiresi agisindan en degiskenlik gosterdigi
fazdir. Bu fazin siiresi siklusun en O6nemli belirleyicisidir. Bu fazda
hiicreler ya boliinmek, ya farklilasmak, ya da 6lmek i¢in karar verirler.

» S fazinda; hiicre DNA’simnin normal miktarinin 2 katina ¢iktigi fazdir.
Hizli olmasinin nedeni, DNA iplikciklerinin birbirinden ayrilmasi
esnasinda bazlar, ¢esitli ilaglar veya mutajenler gibi dig ajanlarin etkisine
acik hale gelirler. Bu ylizden DNA sentezi basladiginda hemen
bitirilmelidir.

» G2 fazinda; bir onceki (S) fazinda replike olmus DNA ve kromatin
proteinleri yogunlasirlar ve paketlenirler. Tamir mekanizmalarindan
ka¢mis hasarli DNA veya replike olmamis DNA bu fazda kontrol edilir.

» M fazinda; paketlenmis kromatitler diizgiin bir sekilde ayni konuma

gelirler ve ardindan hiicre gesitli asamalardan gegerek (profaz, metafaz,
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anafaz, telofaz ve sitokinez) ikiye boliinmiis olur (Franks, 1996; Baserga,
1999).

1.2.1. Siklinler ve Siklin Bagimh Kinazlar (CDK)

Bir hiicre dongiisii ortalama olarak 16 saat siirer. Gy, S, G, fazlari (interfaz)
hiicre siklusunun %90'nin1 kapsar. Mitoz boliinme ise 1-2 saat siirmektedir. Bu
fazlardaki hiicre dongiisii siklin ad1 verilen bir seri protein tarafindan diizenlenir.
Hiicre siklusu; siklinler (CYC=CLN), siklin bagimli kinazlar (CDK) ve siklin
bagimli kinaz inhibitorleri (CDI) tarafindan kontrol edilir. Bu proteinlerin
diizeyleri hiicre siklusunun farkli fazlarinda farkliliklar gosterir (Malumbres ve
Barbacid, 2007).

Siklinlerin diizenleyici CDK alt birimleri vardir. Siklin bagimli kinazlar
kendi baslarina bulunduklarinda inaktiftirler. Ancak, sikline baglandiklarinda
aktiflesirler ve boylece aktif siklin-CDK komplekslerini olustururlar. CDI (p15,
pl18, p19, p21 ve p27) ise ya siklinlere, ya CDK’lara ya da her ikisine baglanarak
CDK aktivitelerini inhibe eden proteinlerdir (Schwartz ve Shah, 2005).

Farkl: siklin-CDK kompleksleri hiicre dongiisiinde spesifik noktalarda yer
alirlar ve faz gecislerinde 6nemli gorevleri vardir. Sekil 1.1.de gosterildigi gibi;
siklin D hiicre dongiisiinde ilk sentezlenen siklindir ve CDK 4/6 ile birlikte G,
fazi boyunca siirer. Siklin D, Gj;’den S fazma geciste Siklin E geninin
ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol alir. Siklin A-CDK 2 S faz1
siirecinde 6nemlidir. Siklin A, B-CDK 1 G, fazinda bulunur, mitotik siklinlerdir

ve G,-M fazi gegisinde etkilidir (Pecorino, 2008; Puri ve ark., 1999).
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Yeni Yavru

hiicre
-
Toplam etkin . Dongiiye
madde . baslangi¢
G2 Kontrol

Noktasi n

| Siklin 3

B/A+CDK2
/ G,
Siklin
Siklin A Ds+CDK4/6
+CDK1
\
—\ [N
DNA miktar: 2 ' ) R
katina cikar. 3
Siklin
E+CDK2
G1 Kontrol
noktasi

Sekil 1.1. Hiicre dongiisii boyunca siklin-CDK aktivitelerinin ve hiicre dongiisii kontrol

noktalarinin gosterilmesi (Sandal, 2002; Pecorino, 2008)

1.2.2. Hiicre Dongiisiiniin Kontrol Noktalar:

Hiicre boliinmesi, hiicre siklusu i¢inde yer alan bazi kontrol noktalar
tarafindan diizenli olarak kontrol edilir. Hiicre dongiisli kontrol noktalar1t DNA
hasarina hiicresel yanit1 tetikleyen bir seri biyokimyasal sinyalden olugmaktadir.
Bir¢ok hiicre dongiisii kontrol noktalarinin efektorleri siklin bagimli kinazlardir
(Pines, 1997; Sandal 2002).

G; kontrol noktas1 DNA hasarina yanit olarak hiicre dongiisiinii durdurur
ve S fazinda DNA hasarmin ¢ogaltilmasini engeller. Eger herhangi bir lezyon
saptanirsa, hiicreler G; kontrol noktasinin yardimi ile ya hasart onarirlar ya da
apoptoza giderek oliirler. G, kontrol noktasi, S fazinin uygun tamamlanmasini

saglamak icin eslenmeyen DNA’ya ya da hasar géren DNA’ya yanit olarak hiicre
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dongiistinii durdurur. M faz1 kontrol noktasi; mitotik ig lizerindeki kaymalara
yanit olarak kromozomal ayirima yol acar. Bu kontrol noktalarinin iglevlerinde
herhangi bir hasar meydana gelirse, kromozomlar ayrilmadigi igin kanser

olusumunu tetikleyen mutasyonlara yol agar (Pecorino, 2008; Weinberg, 2007).

1.2.3. Hiicre Dongiisii ve Kanser

Kanser hiicreleri kontrolsiiz béliinmeleri ile karakterizedir. Insan
tiimorlerinde genellikle hiicre dongiisii diizenleyicilerini kodlayan genlerde
mutasyon goriilmektedir. Bu genlerde olan mutasyonlar, biliylime faktoriiniin
kendi kendini idare etmesine (otonomisine) yol agar. Mutasyonlar ¢ogunlukla pro-
onkogenler ve tiimor baskilayict genlerde meydana gelir. Ayrica, Rb ve p53 gibi
timor  baskilayici  genlerin - inaktivasyonu, hiicre dongisiinii inhibe eden
proteinlerin fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur (Vermeulen ve ark., 2003).
Kanser hiicrelerinde bulunan mutasyonlar; CDK, siklin bagimli kinazlar, CDI ve
kontrol noktalarindaki proteinlerde gozlenir. Kanserde bulunan mutasyonlar gen
amplifikasyonu ile siklinlerin (siklin D ve E) asir1 ekspresyonunu tetikler.
Ornegin, akciger kanserlerinde siklin D’nin DNA amplifikasyonu %15 oraninda

olustugu bulunmustur. Ayrica pankreas kanserinde P16 "™

inhibitdriiniin geninde
delesyon oldugu goriilmiistiir (Pecorino, 2008).

Normal kosullarda, kontrol noktalar: inaktiftir, fakat spesifik sinyallerce
aktif olduklarinda, hiicre dongiisiini durdururlar. Kanser hiicreleri, hasarli
DNA’nin ¢ogalmasini engelleyen kontrol noktalarini ya kaybetmislerdir ya da
reddederler. G, kontrol noktalarinda olusan hasarlar ise kromozomal kirilmalarla
iligkilidir ve genetik kararsizliga yol acar (Pecorino, 2008; Puri ve ark., 1999).

Radyasyon, vb. etkenlere maruz kalan hiicrelerde de hiicre siklusunda
hatalar olabilmektedir. Ornegin; gamma radyasyonuna maruz kalan hiicreler G
fazinda kalamaz ve S fazinda hasarli DNA'y1 kopyalarak gen mutasyonuna veya
hatali kromozom dizilimine neden olurlar (Cabadak, 2008; Park ve Lee, 2003).

Bu ylizden hiicre dongiisii kontrol noktalarinin ve bu kontrol noktalarinin

efektorleri  olan  siklin-CDK  komplekslerinin  anlasilmasi,  kanserin

anlasilabilmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir (Collins ve ark., 1997).
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1.3. Kanser Olusumunda Etkili Olan Genler

Karsinogenez mekanizmalarinin anlagilmasindaki 6nemli gelismeler
onkogenler, proto-onkogen ve sonradan tiimor baskilayici genlerin kesfi ile ortaya

¢ikmustir.

1.3.1. Onkogenler

Pro-onkogenler hiicre boliinmesi iizerinde pozitif etki gosterirken, timor
baskilayict genler diizensiz hiicre boliinmesini engeller. Pro-onkogenler (c-onc
veya normal hiicre genleri) normal hiicrelerde, hiicre boliinmesini ve farklilagmasini
kontrol eden hiicresel genlerdir; amplifikasyon veya modifikasyon gibi gesitli
mekanizmalar ile onkogenlere doniisiirler. Onkogenler kanserin gelisimine
katkida bulunan aktive olmus genlerdir. Bu aktivasyon; ¢ogu proteini kodlayan
gen amplifikasyonundan, nokta mutasyonundan veya kromozomal
translokasyondan olusabilir. insan kanserlerinde sayisiz onkogenler tespit
edilmistir (Osborne ve ark., 2004; Croce 2008).

Onkogenler hiicresel veya retroviral orjinli genlerdir. Hiicresel
onkogenler; kanser hiicrelerinden DNA elde edildikten sonra, bu DNA’larin
normal hiicrelere sokulmasiyla hiicrelerin kanserlesmesi (DNA transfeksiyonu)
yoluyla kesfedilmislerdir. Retroviral onkogenler (v-onc) hayvan tiimérlerinden
elde edilmis hizla transforme edici retroviriislerde ilk olarak kesfedilmistir.
Hiicresel onkogenler hem intronlara hem de ekzonlara sahipken, viral onkogenler

sadece ekzonlara sahiptir (Kopnin, 2000; Weinberg, 1983).

> Ras Geni

Hayvan ve insan kanser tiimorii model sistemlerinde en sik bozulmaya
ugrayan onkogen ras ailesindeki mutasyonlardir. Bunu myc, siklin D, ret, erb-B,
bcl-2, mdm-2, abl gibi diger onkogenler takip eder. Ras genleri p21 olarak
adlandirilan molekiiler agirligt 21 kDa olan proteinleri kodlayan ve hiicrenin
cogalmasi ve farklilasmasinda temel rol oynayan bir proteindir. p21 proteini
tirozin kinaz reseptorleri ile etkilesime girerek sinyal iletim yolunu aktive eder.
Bu nedenle, tiim ras gen friinleri GTPaz aktivitesine sahiptir ve hiicrenin

biiyiimesini ve farklilasmasini diizenlerler (Teich, 1996).
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Ras gen ailesindeki mutasyonlar ¢esitli insan kanserlerinde bulunur. Bu
mutasyonlarin ¢ogu (12, 13 veya 61 kodonda) olan nokta mutasyonlaridir.
Mutasyona ugramis ras p2l1 aktive olan proteine (GAP) GTPaz baglanma
yetenegini engelleyen bir yapida olur. Boylece guanozin trifosfat (GTP) bagh
aktif durumda p21 tutulur (Buyru ve ark., 2003).

Ras gen ailesi H-ras (Harvey ras), K-ras (Kirsten ras), R-ras, M-ras ve N-
ras (Neuroblastoma ras) olmak {izere 5 tiyeden olusmaktadir. Bunlar hiicrenin
kendi orjinal onkogenleri olup, viriislerde yalnizca H-ras ve K-ras onkogenlerinin
karsilig1 bulunmustur. H-ras ve K-ras, fare sarkomu viriisii ilk olarak Harvey ve
Kirsten viral (V-ras) onkoprotein olarak belirlenmis ve hiicresel transformasyonda
yer aldiklar1 bulunmustur. N-ras onkoprotein néroblastoma hiicre hattinda tespit
edilmistir. Insan DNA dizisindeki 11p15.5, 12p12.1, 1p13 kromozomlarda
bulunmustur (Macaluso ve ark., 2002; Spandidos, 2007).

1.3.2. Tiimoér Baskilayic1 Genler

Timoér baskilayict genler, hiicrelerin  biiytimesini kontrol eden veya
farklilagsmasinda etkili olan genlerdir. Bu 6zelliklerini kaybederlerse, hiicrelerin
fenotiplerini degistirerek kanser hiicrelerine dontismesini saglarlar (Komarova ve
ark., 2003).

Timor baskilayici genler (anti-onkogenler, resesif timor genler) hiicresel
genlerdir; biiytime faktoriinii baskilayarak tiimoriin boliinmesini engellerler. Bu
genler biiyiime diizenleyici veya hiicre adezyon ve proteaz aktivitesinin
diizenlenmesi gibi tiimor hiicrelerinin  yayilmasini saglayan metastazi
etkileyebilecek islevleri vardir. Son 20 yilda sayisiz onkogen ve tiimor baskilayici
gen kesfedilmistir. Yaklagik 100 tane onkogen (hiicresel ve viral) ve 20 tane
timor baskilayict gen tanimlanmistir (Kopnin, 2000; Osborne ve ark., 2004).
Timor baskilayict genlerden kanser i¢in en 6nemlileri Retinoblastoma (Rb) geni

ve p53 genidir.

» Retinoblastoma Geni (Rb):
Rb geninde bir mutasyon sonucu olusan Rb proteini bir tiir ¢ocuk goz
kanseridir. insanin 13. kromozomu iizerinde yer alir. Rb, hiicre déngiisiinii Gy

evresinden DNA sentezinin gergeklesti§i S evresine gecisi yavaslattigi i¢in bir
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timor baskilayict olarak gorev almaktadir. Rb’nin en 6nemli hedeflerinden birisi
S evresinin gergeklesmesi igin gerekli olan hiicresel transkripsiyon faktorii olan
E2F genlerin aktivasyonunda rolii olan protein ile etkilesime gegmesidir (Sandal,
2002; Stein ve ark., 1999).

Rb proteini hiicre boliinmesinin  diizenlenmesi ve timor olusum

mekanizmasinda 6nemli bir role sahiptir (Thangue, 1997).

» p53 Geni:

p53 tiimor baskilayici gen, hiicre dongiisiinde gen ekspresyonunu
diizenleyen DNA’ya baglanabilen bir proteini kodlamaktadir. DNA‘da
olusabilecek bir hasarda ya hiicrenin biiylimesini durdurur ya da hiicreyi apoptoza
siriikler. Eger p53 geni kaybolur ya da mutasyona ugrarsa, hiicre boliinmeye
devam eder ve hasarli DNA’y1 replike eder. Boylece mutasyon yavru hiicrelere
gecer buda kanserin gelisiminde onemli bir belirteg olarak gézlemlenmektedir
(Teich, 1996; Gangopadhyay ve ark., 1997). p53 geninin iiriinii olan protein,
herhangi bir DNA hasar1 olusmasi durumunda, hiicre dongiisiiniin G1/S kontrol
noktasinda sentezlenir ve hiicrenin S evresine girmeden G; evresinde
bekletilmesini saglar (Spandidos, 2007; Sandal, 2002; Weinberg, 2007).

p53 geninin aktive olmasi, BAX, Bcl-2 ve diger apoptozu kontrol eden
genlerin ekspresyonunu ortadan kaldirarak, hiicre dongiisiinii durduran p21 WAF

ve GADDA4S5 genlerin ekpresyonunu saglar (Kopnin, 2000).

10
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DNA Hasan

p53

DNA hasari onarihr DNA hasari
onarilmazsa hiicre

apoptoza gider

Sekil 1.2. p53 proteinin hiicre dongiisii tizerindeki etkisi
1.4.  Apoptoz ve Kanser Olusumundaki Rolii

Cok hiicreli organizmalarda hiicre bdliinmesi ile artan hiicre sayist ayni
zamanda hiicrelerin 6liime gitmeleri ile dengelenmektedir. Eger organizmada bir
hiicreye gereksinim duyulmuyorsa hiicre i¢i 6liim programlar1 aktive edilerek
hiicrenin intihar silireci baglatilir. Apoptoz olarak adlandirilan Onceden
programlanmig hiicre Oliimiiyle hiicre ¢ogalmasi arasinda kontrollii bir denge
vardir. Apoptoz terimi ilk olarak 1972 de J.F.K.Kerr tarafindan nekrozdan farkli
olarak gergeklesen diger bir oliim sekli olarak tanmimlanmigtir. Yaptiklari
calismalarda apoptoza ugrayan hiicrelerin ¢ekirdeklerinin yogunlastigini ve hiicre
igeriklerinin membran ile g¢evrili apototik cisimcikler seklinde alindigini
belirlemislerdir (Gewies, 2003; Altunkanyak ve Ozbek, 2008; Pinarbasi, 2007).
Apoptoz, embriyolojik gelisim ve eriskin dokunun yasaminin siirdiiriilmesinde
anahtar rol oynar. Apoptoz embriyogenesiz, sinaptogenesiz, immiin yanit, doku ve
organ olusumu gibi ¢esitli biyolojik siireglerin merkezinde yer alir (Ekshyyan ve
Aw, 2004).
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Tiim hastaliklarin temeli hiicrenin hasar gormesidir. Eger hasar ¢ok fazla
ise, hiicrenin yapisinda ve islevselliginde geri doniilemez degisiklikler meydana
gelir, bu da hiicreyi 6liime gotiiriir. Apoptoz farkli hastaliklar sonucu olusabilir.
Ornegin; fiziksel kosullar (embryonik ve fetal gelisim, eriskin dokularda hiicre
yenilenmesi), patolojik kosullar (hiperplazi regresyonu, patolojik atrofi, ilaclar,
toksik kimyasallar, kimyasal karsinojenler ve kanser kemoterapi ajanlart ve
radyasyon), hastalik durumlar1 (otoimmun hastaliklar, iskemi, norodejeneratif
hastaliklar ~ (Alzheimer hastaligl), kan hiicrelerinde bozukluklar, viral

enfeksiyonlar ve gesitli inflamatuar hastaliklar (Cameron ve Feuer, 2000).

1.4.1. Apoptozun Morfolojisi ve Nekroz ile Arasindaki Farklar

e Apoptozda ana morfolojik olay, niikleusun yogunlagmasi ve daha sonra
parcalara ayrilmasidir. Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma
onarilabilirken, apoptoziste yaklasik 300000 kirilma meydana gelir ve
hiicre onarimi yapilamaz. Ayrica kromatin ¢ekirdek zarina yakin
bolgelerde yogunlasir.

e Apoptoz, tek bir hiicrede, bliziisme ve cevre hiicrelerle olan temasin
kaybolmasi ile karakterizedir. Hiicresel biiziismenin nedeni Na®, K*, CI’
tasiyicl sistemin durmasi nedeniyle hiicre i¢i ve dis1 arasindaki iyon
gecislerinin durmasit ya da hiicre iskeletindeki aktin filamentleri ve
lamininlerin ayrilmasiyla hiicrenin biiziilmeye baglamasidir.

e Hiicre iskeleti apoptozda 6nemli bir role sahiptir. Elektron mikroskobunda
apoptoz esnasinda, hiicrelerde meydana gelen kromatin yogunlasmasi,
sitoplazma biiziilmesi, plazma membraninin kabarmasi, mitokondri dis
membraninda sisme, mitokondrial membran araliginda sitokrom C ve bir
oksidorediiktaz ile iligkili flavoprotein olan apoptoz indiikleyici faktor
(AIP) salimimi, bilinen morfolojik degisikliklerdir.

e Apoptoz siireci ilerledik¢e sitoplazmik ¢ikintilar ve tomurcuklanmalar
Olusur. Daha sonra hiicreler sitozol, yogun kromatin ve organel iceren
apoptotik cisimciklere parcalanir (Gewies, 2003; Potten ve Wilson, 2004;
Pinarbasi, 2007).
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Cizelge 1.2. Apoptoz ile nekroz arasindaki farklar (Cameron ve Feuer, 2000; Potten ve Wilson,
2004; Lacasse ve ark., 2005)

NEKROZ APOPTOZ

Fizyolojik bir oliim seklidir. Hiicreler | Hem fizyolojik hem patolojik bir 6liim seklidir.

gruplar halinde o6liir Hiicreler tek tek veya birkaci birarada oliir.

Hiicre icine asir1 sivi girmesi sonucu | Hiicre biiziiliir, apoptotik hiicre veya cisimcikler
hiicre siser ve hiicre icerigi dis ortama | komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan

aktigindan inflamasyon olusur. fagosite edildiklerinden inflamasyon olugsmaz.

Nekrotik hiicre de kromatin yogunlugu | Apoptotik hiicrede kromatin nukleus membranin

normal hiicredeki goriintiiye benzer. cevresinde yogunlasir.

Nekrotik hiicrenin plazma membram | Apoptotik hiicrede hiicre membrani biitiinliiglini

biitiinliigiinii kaybeder. korur.

1.4.2. Apoptozun Indiiksiyonu

Bir hiicrede apoptoz ya ¢evreden gelen sinyallerle [Tiimor nekroz faktorii
(TNF), koloni uyarict faktorler (CSF), noron biiylime faktori (NGF), insiilin
benzeri biiylime faktorii (IGF), glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, cesitli
antijenler, (Fas/FasL , sFas proteinleri, viriisler) ya da ¢esitli genlerin (Bcl-2, c-
myc,p53, p21, ras onkogeni, fas (CD95/APO1)] aktivasyonu ile baslar (Aksit ve
Bildik, 2008; Cameron ve Feuer, 2000).

Apoptozun mekanizmasi; 6liim sinyallerinin olugmasi, hiicre membrani
tarafindan 6liim sinyallerinin alinmasi [Fas ligandi, tiimor nekroz faktorii (TNF),
Lenfotoksin (TNF-beta)], hiicrede 6liimiin gergeklesmesi (mitokondriyal i¢ yolak
ya da hiicre yiizeyindeki oliim almaglari) ve oOlen hiicrelerin fagositozla
uzaklastirilmasi olmak iizere dort asama da gergeklesir (Kandas, 2004; Aksit ve
Bildik, 2008).

Memeli hiicrelerinde apoptozun indiiksiyonunu saglayan iki tane biiyiik
yolak belirlenmistir. D1s yolak; membranda bulunan 6liim almaglarina ligandlarin

baglanmasiyla aktive olur ve baslatict kaspazlardan 8 ve 10 araciligiyla sinyalin
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diger kaspazlara iletilip aktive edilmesiyle gerceklesir. I¢ 6liim yolag:; biiyiime ve
tireme faktorlerinin azligi, hormon eksikligi ve DNA hasar1 (p53 geni yoluyla)
sonucunda sitokrom c’nin salinimi ile kaspaz 9 aktivasyonuna, ardindan kaspaz

zincirinin aktive olmasi ile gergeklesir (Pinarbasi, 2007).

Mitokondrinin Apoptozdaki Rolii

Mitokondri hiicre o6liimiiniin diizenlenmesinde O6nemli bir rol oynar.
Mitokondri, apoptoz uyarici faktoér (AIF), Smac/ DIABLO ve sitokrom c gibi pro-
apoptotik proteinleri igerir.  Bcl-2 ailesinin iiyelerinden olan, proapoptotik
gruplar, sitokrom c’nin mitokondri zarindan hiicre igine gegisini saglayarak
apoptozun uyarilmasinda etkili olurken, antiapoptotik grup iiyeleri ise sitokrom c
salinimina engel olarak apoptozu baskilamaktadir (Pmarbasi, 2007).

Mitokondriyel apoptoz yolagi hiicrenin disindan gelen uyarilara ya da
hiicre i¢i DNA hasarlar1 sonrast olusan uyarilara karst hiicreler tarafindan
kullanilan en yaygin yolaktir. Mitokondride apoptozun gergeklesmesini Sitokrom
¢ salmmmu saglar. Sitokrom c, kaspaz olarak adlandirilan hiicre i¢i proteazlar
dogrudan uyarabilmektedir. Bir hiicrede sitokrom ¢, apoptoz indiikleyici faktorler
(AIF) ile birlikle mitokondriden salinip sitoplazmaya gectiginde apoptotik proteaz
aktivasyon faktorleri (Apaf 1) ile baglanip ve apoptozom kompleksinin
olusmasini saglar. Bu kompleks, inaktif olan prokaspaz-9’u aktiflestirerek kaspaz
kaskadinin baslamasi saglar (Aksit ve Bildik, 2008; Cruchten ve Broeck, 2002;

Brenner ve Kroemer, 1999).
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Apoptotik Sinyaller

¥

£

Aefosforilasyon

Bad Salinimi

Sitokrom C Apoptozom Olusumu

Kaspaz Zinciri

Sekil 1.3. Mitokondrinin apoptozdaki rolii. Oliim sinyallerine yanit olarak mitokondriden sitokrom
¢ salir. Sitokrom c, Apaf-1, prokaspaz-9 ile etkileserek apoptozomu olusturur ve
kaspaz zincirinde aktivasyon baglar.
(http://www.Sgul.ac.uk/depts/immunology/dash/apoptosis/mito.htim)

1.4.3. Apoptozun Diizenlenmesinde Gorev Alan Genler

Apoptozun olusumda birgok gen gorev almaktadir. Bu genlerin bir kismi1
hiicre yiizeyinde bulunurken diger kismi hiicre i¢i sinyal iletim yollarinda gérev
alirlar. Apoptozda gorev alan en 6nemli genler; Bcl-2 ailesi genleri, kaspazlar ve
p53 genidir.

% Bcl -2 Ailesi Genleri

Bcl-2 ailesi antiapoptotik ve proapoptotik iiyelerden olusan ve apoptozun
diizenlemesinde en 6nemli role sahip olan onkoprotein grubudur. Bu ailenin 20
tiyesi tamimlanmustir; tiyelerinin bir kisminin apoptozu uyardigi (Bax, Bad, Bid,
Bcl-xS), bir kisminin ise inhibe ettigi (BHRL-1, bcl-xl, bcl-w, bfl-1, brag-1)
bilinmektedir (Aksit ve Bildik, 2008; Kandas, 2004).
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[lk memeli genlerinden biri olarak kesfedilen hiicre Sliimiinii diizenleyen
antiapoptotik gen bcl-2’dir. Mitokondride, niikleus disinda ve endoplazmik
retikulum zarinda bulunan Bcl-2, 25-26 kDa agirliginda olan bir proteindir. Bcl-2
proteinlerinin mitokondriyel yolaklar1 endoplazmik retikulum (ER) ile birlesir. Bu
organel de apoptozda kritik bir rol oynamaktadir. ER kalsiyum depolarinin
salimimi ile bir yandan 6liim yolaklarin1 aktive ederken diger yandan mitokondri
icin dogrudan proapoptotik uyar1 génderir. Ayrica Fas ve p53 aracilikli apoptoza
katkida bulunur (Pmarbasi, 2007; Hockenbery, 1994).

Baz1 bcl-2 genleri apoptozu inhibe etmekten ziyade tetiklemeleriyle
tanimlanirlar. Bunlarin iginde en onemlisi bax ailesidir. Bcl-2 mitokondride
sitokrom c’nin salinimu ile kontrol edilir. Sitozole mitokondriden salinan sitokrom
c kaspaz aktivasyonu ve DNA fragmentasyonu i¢in gereklidir. Bcl-2
mitokondriden salinan sitokrom C’yi bastirict olarak islev gormektedir (Kasof ve
ark., 1999).

Bcl-2 apoptoz sirasinda, proapoptotik iiyelerine baglanarak apoptoza etki
eder, mitokondri membranindan iyon akisini diizenler, sitokrom c salimini
diizenler ve Apaf-1’e baglanarak inhibisyonun saglanmasi gibi bir¢ok islev goriir

(Pinarbasi, 2007).

Bcl 2 Bax prokazpaz ATP ADP

)

¢ ::' 5“‘.,- adaptér

sitoplazma

Sekil 1.4. Bcl-2 ailesi proteinlerinin sahip oldugu o&zelliklerin gosterilmesi a) mitokondri
membraninda por olusturarak sitokrom € ve diger intermembran proteinlerinin
salinmasini, b) pro ve antiapoptotik iiyeler arasinda heterodimer olusumunu c)

Adaptor molekiiller araciligi ile kaspazlarin aktivitesinin diizenlenmesi, d) Diger
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mitokondriyel proteinlerle etkilesim (VDAC), €) Oligomerize olarak zayif segici iyon
kanal1 olustururlar (Pinarbasi, 2007)

% Kaspazlar

Biiyiik bir proteaz enzim ailesi olan kaspazlar apoptoz ile yakindan
iligkilidir. Aktif merkezlerinde sistein amino asidini tasirlar ve hedefledikleri
proteinleri aspartik asit birimlerinden kestikleri i¢in bu ismi almislardir.
Kaspazlarin aktivasyonu ve fonksiyonu, kaspaz-kaskad sistemi dahil, apoptozu
inhibe eden proteinler, Bcl-2 ailesi proteinleri, kalpain ve Ca™ gibi gesitli
molekiiller tarafindan diizenlenir (Fan ve ark., 2005; Cohen, 1997).

Kaspazlar, sitoplazmada normalde inaktif proenzimler olarak bulunurlar ve
prokaspaz adini alirlar. Fakat proteolitik pargalanmadan sonra aktif hale gegerek
kaspaz aktivasyon zincirini baslatirlar. Bu proteinler, hiicresel fonksiyonlar igin
gerekli olan, 6zellikle hiicre iskeleti yapisal proteinleri ve DNA tamirinde rol alan
proteinlerin par¢alanmasindan sorumludurlar (Kandas, 2004; Ekshyyan ve Aw,
2004).

Kaspazlar sadece apoptozun son asamasini yiiriitmekle kalmazlar ayni
zamanda bazi durumlarda hiicre Oliimiiniin uyarilmasinda da gorev alirlar.
Kaspazlar apoptotik yolun son asamasinin vazgegilmez bir pargasi olarak rol
alirlar (Kasof ve ark., 1999). Kaspazlarin bazilar1 (Kaspaz 2, 8, 9, 10) baslatici
kaspazlar olarak bilinirken, bazilar1 da (3, 6, 7) efektor kaspazlar olarak bilinir.
Bagslatic1  kaspazlar apoptotik uyariyla baglayan Oliim sinyallerini efektor
kaspazlara iletirler. Apoptotik yolagin sonraki asamalarinda gorev alan kaspaz
enzim zincirinin diger lyeleri ise efektor kaspazlar olarak adlandirilirlar. Efektor
kaspazlar baslatic1 bir kaspazla aktive edilirler. Kaspazlardaki hasarlar otoimmun
hastaliklara, kansere ve bazi norolojik bozukluklarin olusumuna katkida
bulunabilirler. Hatta kaspaz 8’in noéroblastomada tiimor siipressorii olarak islev
gordiigi de bulunmustur (Cameron ve Feuer, 2000; Ratogi ve Sinha, 2009;
Pinarbasi, 2007).

s p53 Geni
Bir timdr siipressor gen olan p53 geni, kromozom 17°de yerlesiktir ve 53

kDa agirliginda bir proteini kodlar. Hiicrede bir sekilde (radyasyon, kemoterapi
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etkisiyle) DNA hasar1 olustugunda, eger hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre
siklusunu G; fazinda durdurur ve hiicreye DNA’sin1 tamir edebilmesi i¢in zaman
kazandiran bir proteindir. Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar biiyiikse bu
durumda p53 apoptozu indiikler. p53’lin apoptozu indiiklemesi, Bax’in
ekspresyonunu artirmasi  boylece Bcl-2/Bax oranmi degistirmesi yoluyla
gerceklesir. Uyarilan p53, bcl-2 ailesinden bax’1in uyarilmasina yol agarak apoptoz
mekanizmasini baglatabildigi gibi, Fas, DR4 ve DRS5 gibi hiicre yilizeyi 6liim
reseptorlerini uyararak da apoptozu uyarabilmektedir. Ek olarak p53 ile ayni islevi
goren p63 ve p73 genleri de tespit edilmislerdir (Thiede ve ark., 2000; Aksit ve
Bildik, 2008; Pinarbasi, 2007).

Islevsel p53 radyasyon ya da kemoterapik ilaglarin yani sira c-myc gibi
transforme olmus onkogenlerin ve E1A adenoviriisiin neden oldugu apoptoz i¢in
gereklidir. Fakat tim apoptoz yollarindan sorumlu degildir, ¢ilinki
glukokortikoidler tarafindan tetiklenen hiicre 6limiinde etkisi goriilmez. p53’iin
islevi hiicre tipine ya da fiziksel kosullara baglidir. Aslinda, sitokinler ve biiyiime
faktorleri p53°tin apoptozu tetiklemesinde etkilidirler. p53°iin genetoksik olarak
uyarilmasi, hiicre dongiisiindeki siiregleri kontrol eden bir kontrol noktasi olarak
hareket eder ve genomik biitiinligi saglamaktadir (Kasof ve ark., 1999;
Weinberg, 2007).

p53 geni mutasyona ugrarsa, yanlis proteinler kodlanir ve buda kanser
gelisimine yol acar. Cogu kanserde, p53 geninin mutasyona ugradigi bulunmustur.
Bu da p53 proteininin fonksiyonunu kaybettigini gostermektedir (Potten ve
Wilson, 2004).

1.4.4. Apoptozu Belirleme Yontemleri
Apoptozun  belirlenmesinde ¢esitli  yontemler  gelistirilmistir.  Bu
yontemler;
e Morfolojik goriintiileme yontemleri
( Elektron Mikroskobu, Floresans Mikroskop ve Konfokal Mikroskop)
e Immunohistokimyasal yontemler
e Biyokimyasal yontemler (FACS analizleri, Annexin Yontemi, MTT

Yontemi, Kaspazlar, Tunel Teknigi)
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e Molekiiler biyoloji yontemleri (DNA Ladder, Semi-kantitatif mRNA
analizleri, RNAaz Uretim metodu, Fas Analizi, Fas Ligand Analizi,
TRAIL/TRAIL R, Bcl-2 Uretimi, Bcl-XL Uretimi (Altunkanyak ve
Ozbek, 2008).

1.4.5. Apoptoz ve Kanser Arasidaki iliski

Tiimor hiicreleri DNA hasarina ve onkogen aktivasyonuna yanit olarak
bir¢ok sinyal iirettiklerinde apoptozis baglar. Tiimor baskilayicilar araciligryla
¢ogu hiicre karsinogenik karakteristigini apoptoz ile ortadan kaldirir. Fakat timor
hiicreleri edinilen mutasyonlarla apoptotik yanittan kacarlar. Apoptozdan
kagmalar1 mutasyonlarin daha da c¢ok olusumuna yol acar. Tiimdr hiicreleri
normal hiicrelere gore bircok apoptoz indiikleyici sinyallere (oksidatif stress,
onkogen aktivasyonu gibi) sahiptirler. Timoér hiicrelerinde apoptotik yollar
genelde kusurludur. Bu yoldan g¢ikarak, tiimor hiicrelerinde apoptotik yolun
diizeltilmesi p53 geninin hedeflendirilmesiyle yeni kanser terapétikleri i¢in kayda
deger bir strateji olabilir. Kanser hiicreleri ile normal hiicreler arasinda kaspaz
aktivasyonunda da temel farkliliklar vardir. Kanser hiicreleri diizensiz IAP’ler
tarafindan inhibe olan aktiflesmis kaspazlar igerirler fakat normal hiicreler inaktif
prokaspazlar igerirler. Bu ylizden kanser hiicreleri normal hiicrelerle
karsilastirildiginda apoptotik yanitin tetiklenmesine daha yatkindirlar (Pecorino,
2008; Soucie ve ark., 2005).

1.5. Askorbik Asidin Kanser Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik EtKisi

Askorbik asit (C vitamini) 176,13 g/mL agirligina sahip suda ¢oziinebilen
alti karbonlu bir laktondur. Askorbat ekstraselliiler sivida c¢ok Onemli bir
antioksidandir. Suda ¢6ziinen bir vitamin oldugu icin dokularda yiiksek
derisimlerde bulunabilir (goéz, beyaz kan hiicreleri, beyin, pankreas, karaciger)
(Spielholz, 1997; Gonzales ve ark., 2005).

Yaklasik tiim memeliler, siirlingenler ve kurbagalar viicutlarinin giinliik
ihtiyact olan askorbik asidi tretirler. Cogu memeli askorbik asidi karacigerlerinde
sentezlerken, siiriingenler ve kurbagalar bobreklerinde sentezlerler. Insanlar,
primatlar ve meyve yarasalari askorbik asit iiretme yeteneklerini kaybetmislerdir.

Insanlar L-gulokolakton oksidaz (GLO) enziminin eksikliginden dolay1 askorbik
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asit iretemezler. Bu gen enzimde kodlanmistir fakat mutasyona ugradigi icin bu

proteini tiretememektedir (Spielholz, 1997; Padayatty, 2003).

1.5.1. Askorbik Asidin Tarihcesi

Askorbik asit 1700’lerde ilk olarak skorbit hastaliginin tedavisi igin
kullanilmasma ragmen, aslinda tam olarak tanimlanamamustir. 1753’de, Ingiliz
fizik¢i James Lind yayinladigi skorbit hastaliginin bilimsel incelemesinde,
narenciye meyvalarinin skorbit hastaligini tedavi ettigini ve yeterli miktarda
alindiginda bu hastaliktan korunulabildigini aciklamistir. Daha sonra, 1928°de Dr.
Albert Szent-Gyogyi C vitaminini izole etmistir ve bu molekiilin skorbit
hastaligini tedavisinden sorumlu oldugunu agiklamis ve adini, anti-skorbit etkisini
gostermek i¢in askorbik asit olarak koymustur (Szent-Gyorgyi, 1928). Bu ¢aligma
1937°de Dr.Albert Szent-Gyo6gyi’ye Nobel 6diilii kazandirmustir. 20.yy sonlarina
dogru Dr.Linus Pauling, yiiksek dozda C vitamininin soguk alginligina karsi
koruyucu oldugunu savunmustur ve askorbik asidin kanser tedavisindeki 6nemini
vurgulamistir (Lawson, 2003).

Askorbik asidin kesfinden beri, viicuttaki roliinii ve sagliga olan faydasini
anlamak i¢in milyonlarca ¢alisma yapilmigtir. Yapilan ¢aligmalarda; immiin
sistemi gii¢lendirdigi, kataraga karsi korudugu, serbest radikal hasarindan DNA’y1
koruyarak kansere karsi korudugu, E vitamini ile birlikte kalp hastaligi riskini
azaltarak lipoproteinlerin oksidasyonuna karsi korudugunu ve ayrica kollajen
olusumunu uyardigi, UV 1gmimin hasarina karst cildi korudugu ve inflamatuar

yanitt modifiye ettigi gosterilmistir (Spielholz, 1997).

1.5.2. Askorbik Asidin Biyokimyasal Yapisi

Askorbik asit bircok reaksiyonda, direk ya da dolayli olarak enzimlere
elektron saglar. Askorbik asit hidroksilaz enzimlerinin kofaktorii olan metal
iyonlarina elektron sagladigi icin, hidroksilasyon reaksiyonlarini hizlandirmada
onemli bir role sahiptir. Hidroksilasyon reaksiyonlar1 kollajen sentezinde, lizini
karnitine, dopamini ndrepinefrine doniistirmede ve tirozin metabolizmasinda,
sitokrom  p-450 aktivitesinde, kolesterol metabolizmasinda ve dis kaynakli
bilesiklerin detoksifikasyonunda 6nemlidir (Padayatty ve ark., 2003; Padayatty ve
Levine, 2001; Heaney ve ark., 2008).
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Askorbik asit kararli olmayan oksijeni, nitrojeni ve siilfiir merkezli

radikalleri azalttig1 i¢in gii¢lii bir antioksidandir. Ayrica diger vitaminlerle sinerjik

bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Gilloteaux ve ark., 1998; Gonzales ve ark.,

2005).
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1.5.3. Askorbik Asidin Etki Mekanizmalari

Lenfosit {iretimini arttirarak immiin sistemi giiclendirir.

Tiimorlerin metastaz yapmasini engelleyen kollajenin kofaktordiir.
Tiimorlerin birbirleri ile etkilesimini engelleyen ve metastazi durduran
hiyaluronidaz enzimini inhibe eder. Kanser hiicreleri hyaluronidaz
enzimini kollajen ve fibrinleri yikarak, tiimoriin biiylimesi ve yayilmasi
icin gerekli alan1 yaratmak i¢in kullanirlar.

Karnitin olarak bilinen proteinin sentezinde yer alir. Karnitin enerji tiretimi
i¢cin mitokondride yaglarin tasinmasi i¢in gereklidir.

Viicutta birgok hormon ve ndrotransmitteri aktivite eden peptidil a- mono
oksijenaz (PAM) islevinde yer alir.

Bagirsakta demir absorbsiyonu igin gereklidir.

Onkojenik viriislerin inhibisyonunu saglar.

Yaralarin iyilesmesini kolaylastirir.

Tamoksifen, sisplatin gibi kemoterapik ilaglarin etkisini gii¢lendirken,
adriamisin gibi toksik kemoterapik ilaglarin toksisitesini azaltir.

Hiicreyi radikal hasara karsi korur.

Karsinojenik maddeleri notralize eder ( Calvino ve Levine, 2001; Igbal ve
ark., 2004; Heaney ve ark., 2008).

1.5.4. Askorbik Asidin Hiicreye Alim Mekanizmasi

Serbest radikaller tarafindan olusan DNA’daki hasar, karsinogenezin ilk

asamasidir. Kanserden korunmak i¢in viicudun DNA mutasyonlarindan

korunmaya ihtiyact vardir. Viicut serbest radikallerin hasarina karsi kendisini

antioksidan kullanarak savunur (Ge ve ark., 2008).

Askorbik asid 6 karbonlu molekiiliin 2. ve 3. karbonlar1 arasindaki gift

bagdan 2 elektron verdigi i¢in antioksidan olarak bilinir ve diger bilesiklerin

okside olmasini saglar. Askorbik asidin dogasinda bu reaksiyon oldugu i¢in

21



@ ANADOLU UNIVERSITESI

kendini de okside edebilir (Buettner ve Moseley, 1993). Askorbik asit sadece
antioksidan aktiviteye sahip degildir ayn1 zamanda yiiksek derisimlerde de kanser
hiicreleri tizerinde sitotoksik aktivitesi vardir. Anaerobik glikoliz i¢in piirivatlarin
kullanimi1 inhibe ederek oksidatif metabolizmay1 diizenler. Artan hiicre
proliferasyonu ile iligskisi olan aragidonik asit ve tiirevlerini inhibe eder.
Biiylimeyi inhibe edici Ozelligi en az 7 farkli timor cesidinde caligilmistir.
Yapilan c¢alismalarda, bu sitotoksik etkisinin askorbik asidin prooksidan
ozelliginden kaynaklandigi bulunmustur (Padayatty ve Levine, 2001).

Kanser olusumuna yol agan DNA kirilmalari, lipid peroksidasyonuyla
hiicre membraninin bozulmasi, hiicresel ATP’nin tiikkenmesi (Krebs ¢emberinde
ve elektron tasima sistemindeki anahtar rol oynayan enzimlerin oksidatif
inaktivasyonu) gibi negatif hiicresel etkilerde, askorbik asit hidrojen peroksit
tireterek hatta oksidasyonu i¢in gerekli olan bakir ve demir gibi elementlerle
yapisint giiclendirerek, katalaz aktivitesi olmayan tiimor hiicrelerinin hiicre
membranlarina zarar vererek, hiicrelerin 6lmesine yol acar (Ge ve ark., 2008;
Astuya ve ark., 2005).

Genel olarak, askorbik asitin sitotoksik etkisinin merkez noktasi hidrojen
peroksittir. Hiicreler tarafindan iiretilen hidrojen peroksit miktar1 askorbik asit
derisimine baghdir. Hidrojen peroksit, askorbik asitin metabolik oksidasyonla
dehidroaskorbik asite doniisiimii boyunca intraseliiler olarak {iretilir. Hidrojen
peroksit lipid peroksidasyonunu baslatir. Kanser hiicrelerinde, askorbik asitin
antiproliferatif etkisi, askorbik asitin oksidasyonu ig¢in katalizator olan bakir
iyonlarmin eklenmesiyle olusur. Bakir, bakir siilfat formundayken tirozin
aktivitesini inhibe eder. Bu da katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz
gibi antioksidan enzimlerin kanser hiicrelerinde seviyesini azalttifindan dolayzi,
kanser hiicrelerini askorbik asite kars1 daha secici yapar ve hidrojen peroksitin
toplanmasini saglayarak hiicresel hasara yol agmaktadir (Lawson, 2003; Igbal ve
ark., 2004; Chen ve ark., 2005).

Askorbik asit sodyum bagimli tasiyicilar (SVCT) SVCT1 ve SVCT2 ile
taginir. SVCTT1 epitel sistemlerden (bagirsak, bobrek, karaciger) ve diger epitel
dokularda (akciger, gbzyasi bezi, epididimus) tasiyici olmasi ile smurli iken,

SVCT2 oldukga genis bir tasiyicidir. Askorbik asidin bu tasiyicilart var olmasina

22



@ ANADOLU UNIVERSITESI

ragmen, bazi dokular (eritrositler) askorbik asidi okside olmus formu olan
dehidroaskorbat (DHA) halinde glukoz tasiyicilart ile (GLUT) tasimayi tercih
ederler (Kodaman ve ark., 1998; Spielholz ve ark., 1997; Agus ve ark., 1999;
Padayatty ve Levine, 2001).

Askorbik asidin avantaji, kanser hiicreleri enerji ihtiyaglarini karsilamak
icin glukoza ihtiya¢ duyarlar ve yeterli glukoz ihtiyaclarini karsilamak i¢in glukoz
tastyicilarini (GLUT) arttirirlar. Bu da askorbik asit ya da okside olmus formunu
kanser hiicrelerine girmesini kolaylastirir. Ciinkii askorbik asit ve glukoz hidroksil
gruplarindan dolayi, benzer yapiya sahiptir. Askorbik asit kanser hiicrelerinde
sitotoksik etkiye sahipken, normal hiicrelerde toksik etkisi yoktur. Bu da normal
hiicreyle kanser hiicreleri arasinda katalaz enziminin farkli seviyede olmasindan
dolayidir. Katalaz hidrojen peroksiti su ve serbest oksijene metabolize eder fakat
kanser hiicrelerinde bu enzim yoktur (Verrax ve ark., 2008; Lawson, 2003; Astuya
ve ark., 2005).

Ayrica karsinojenik siirecte mitokondrinin islevi de dnemlidir. Askorbik
asit iyi bir elektron verici oldugu icin, mitokondrinin enerji yolagr i¢in gereken
elektronlart fiziksel ve metabolik olarak saglar (Gonzales ve ark., 2005; Sagun ve
ark., 2005).

CH,OH
H
2 OH
H OH
Askorbik Asit Glukoz
(C Vitamini)

Sekil 1.5. Askorbik asit ile glukozun formiilasyon yapilarinin karsilagtiriimasi
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AA Na+ DHA

Sekil 1.6. Askorbik asidin hiicreye almmasii saglayan sodyum bagimli (SVCT) ve glukoz
bagiml tastyicilar (GLUT) (Astuya ve ark., 2005)

1.5.5. Askorbik Asidin Kanser Tedavisindeki Yeri

Askorbik asidin kanser tedavisindeki roliinii anlamak i¢in yapilan
caligmalarin  baslangict  1970’li  yillara dayanmaktadir. Askorbik asidin
antikanserojenik etkisi ilk olarak, 1974 yilinda Cameron ve Campbell tarafindan
calisilmis, yiiksek dozda askorbik asidin kansere kars1 dogal direnci giiglendirdigi,
askorbik asit ek alimmmin kanser tedavisinde standart bir destekleyici olarak
kabul gorecegini bulduktan sonra (Cameron ve Campbell, 1974), 1976 yilinda
Cameron ve Pauling tarafindan askorbik asidin kanser tedavisinde
kullanilabilecegini agiklanmigtir. Cameron ve Pauling askorbit asidin kanser
tedavisinde kullanimu ile ilgili iki hipotez 6ne siirmiislerdir. Birincisi, askorbatin
antitimor etkisini kollajen sentezi ile arttirdigi, ikincisi ise hiyaluronik asitin
olusumunu engelleyen hyaluronidaz enzimini inhibe etmesidir. Yaptiklari
calismalarinda, askorbat ile tedavi edilen kanser hastalarinin yasam siiresini ti¢ kat

daha arttigini, hatta kanserin ilk asamalarinda askorbat tedavisi gorenlerinin
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Oomriiniin 5 yildan 20 yila kadar ¢ikabilecegini bulmuslardir (Cameron ve Pauling,
1976). 1978 yilinda bir diger ¢aligmalarinda, askorbat alan kanser hastalarinin
yasam kalitelerinin artt1ig1, fakat erken asamada teshis edilen kanser hastalarinda
¢ok daha fazla etkisi olabilecegi gosterilmistir (Cameron ve Pauling, 1978).
Ayrica yaptiklart bagka bir ¢calismada hem insan hem de hayvan deneylerinde,
askorbik asitin invaziv timor enzimlerini inhibe ettigini, ayrica yiliksek dozda
askorbik asit alimmin immiin sistemi ¢esitli yollarla gii¢clendirdigini, askorbat
kimyasal ve fiziksel karsinojenlere ve onkogenik viriislere karsi koruyucu bir rolii
oldugunu bulmuslardir (Cameron ve ark., 1979). Daha sonra askorbat ile tedavi
edilen erken asamadaki kanser hastalarinin yasam siirelerinin analizler sonucunda
kontrollere gore (180 giin) ortalama 343 giin olarak arttigin1 bulmuslardir
(Cameron ve Campbell, 1991).

Askorbik asidin kanser tedavisinde etkileri ile ilgili ¢alismalar, Cameron
ve Pauling’in ¢alismalarin1 destekleyici sonuglar ile devam etmistir. 1982 yilinda
yiiksek dozda askorbat ile tedavi edilen 130 kanser hastasinin yasam siiresinin
uzadig1 gosterilmistir (Murata ve ark., 1982). Ayn1 yilda Dunham ve ark. farelerde
ultraviole 151k ile uyarilan dermal neoplazma tiimorlerinde L-askorbik asit
aliminin etkisini arastirmis, yemeklerine L-askorbik asit eklenen farelerde dermal
timor olusumunun azaldigi bulunmustur (Dunham ve ark., 1982).

[lerleyen yillarda C vitaminine maruz birakilan kanser hiicrelerinin hiicre
ylizeyleri ve ince yapilari incelenmis, C vitamininin sitolitik ve otofajik etkiyi
arttirarak, hiicre membran biitiinliiglinii bozdugunu, kollajen sentezini arttirdigini
ve boylece kanser hiicrelerinin metabolizmasini ve proliferasyonunu inhibe ettigi
bulunmustur (Lupulescu, 1992). Maramag ve ark. C vitamini prostat kanseri
hiicrelerinin canlilik oranini ve proliferasyonunu inhibe ettigini bulmuslardir
(Maramag ve ark., 1997). Iki yil sonra yapilan baska bir calismada Stromal hiicre
oksidasyonunda tiimor hiicrelerinin C vitaminini alma mekanizmalari1 ¢alisilmis,
C vitamininin dehidroaskorbik asit formunda GLUT tasiyicilart ile hiicreye
alindigini, normal hiicrelerle karsilastirildiginda kanser hiicrelerinde C vitaminin
derisiminin arttigin1 ve in Vitro bazi neoplastik hiicrelerin bliyimesi engellemede

onemli bir rol aldig1 bulunmustur (Agus ve ark., 1999).
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Askorbik asit ile K3 vitamininin sinerjik bir etkiye sahip oldugu ile ilgili
literatiirde bircok ¢alisma vardir. Insan prostat karsinoma hiicreleri ve T24 insan
mesane karsinoma hiicrelerinde C ve K3 vitamininin sinerjik antitimor aktivitesi
calisilmig, bu kombinasyonun oksidatif stresi arttirdigi, hiice zarina zarar verdigi
ve DNA fragmentasyonuna neden olarak kanser hiicrelerin iizerinde sitotoksik
etkiye sahip oldugunu bulunmustur (Jamison ve ark., 1996; Gilloteaux ve ark.,
1998; Verrax ve ark., 2003).

Cameron ve Pauling’in c¢alismalarindan sonra, Levine ve Padayatty en
yiiksek konsantrasyonda bile intravendz verilen askorbik asidin normal hiicrelere
hicbir zarar vermeyip ¢esitli kanser hiicrelerine kars1 toksik etkiye sahip oldugunu
bulmuslardir. Kanser hiicrelerinde askorbatin toksik etkisinin intraseliiler
konsantrasyondan ¢ok ekstraseliiler konsantrasyonda yiiksek seviyede oldugunu
bulmalarina ragmen bu toksisitenin mekanizmasini agiklayamamiglardir (Levine
ve ark., 1996; Padayatty ve Levine, 2000). Diger bir ¢alismalarinda C vitaminin
gliclit bir antioksidan o6zellige sahip oldugunu bulmalarina ragmen Klinik
calismalarda insanlarda olan antioksidan 6zelligi heniiz desteklenememistir
(Padayatty ve ark., 2003). 2004 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda, C vitamininin
oral ve intravendz kullanimi ¢alisilmisg, intravendz C vitamininin oral verilen C
vitaminine gére plazma konsantrasyonunun daha fazla oldugunu ve normal
hiicrelerde toksik etkiye sahip olmayip kanser tedavisinde etkili bir rolii
olabilecegi bulunmustur (Padayatty ve ark., 2004; Padayatty ve ark., 2006). Chen
ve ark. 2005 yilinda, bu etkinin mekanizmasimi bulmak igin askorbik asidin
hidrojen peroksit iireterek kanser hiicrelerinin segici bir sekilde 6ldiirmesiyle ilgili
bir ¢alisma yapmislar, askorbatin ekstraseliiler hidrojen peroksit (H20,)
formasyonunu baslattigini bulmuslardir ve askorbat derisiminin farmakolojik
tirlinii olan hidrojen peroksitin kanser tedavisine ek olarak potansiyel bir terapotik
olarak kullanilabilicegini bulmuslardir (Chen ve ark., 2005). 2008 yilinda Hoffer
ve ark. yliksek dozda askorbik asitin antikanser etki gosterdigini fakat ilerlemis
kanser hastalarinda onceden gordiikleri tedaviden dolayr antikanser etkisinde
basarisiz oldugunu bulmuslardir (Hoffer, ve ark., 2008). Levine ve ark. askorbatin
kanser tedavisinde farmakokinetigini ¢alismis ve ayni yilda askorbik asidin kanser

tizerine olan etkileri ile ilgili bir derleme yapmuslardir (Levine ve ark., 2009).
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Askorbik asidin kanser tedavisindeki roliinii anlamada en onemli asama,
Riordan ve ark., askorbik asidin kanser hiicrelerinde toksik oldugunu ve
mekanizmasini gostermis olmalaridir. Riordan ve ark. tarafindan 1990 yilinda
bobrek hiicre karsinomasi olan hastalarin tedavisinde yiiksek dozda intravendz C
vitamininin etkilerini ¢alismis ve yiiksek dozda C vitamininin normal hiicrelerde
toksik ve herhangi bir yan etkiye sahip olmayip, kanser hiicrelerinde toksik etkiye
sahip oldugu bulmustur (Riordan ve ark., 1990; Riordan ve ark., 1995; Riordan ve
ark., 2000). Mikirova ve ark. tarafindan 2001 yilinda kanser hiicrelerinde C
vitamini ile beraber manyetik alanin etkileri arastirilmis, diisiik frekansta
manyetik alan ile C vitamini kombinasyonunun tiimor hiicrelerini %50 oraninda
uyardig1 ve normal hiicrelere zarar vermedigini bulmuslardir (Mikirova ve ark.,
2001). 2011 yilinda intravendz askorbik asidin kanser ile iliskili durumlar
Onleyici mi yoksa tedavi edici mi oldugu calisilmis, askorbik asidin kanser
hastalarinda inflamasyonu azaltma, hayat kalitesini arttirma gibi faydalari oldugu
bulunmus ve askorbik asidin toplanan tiim biyolojik verilere gore mitkemmel bir
ajan olma olasilig1 oldugu bulunmustur (Ichim ve ark., 2011).

Bu ¢alismalarin disinda, glutatyon diizeyi azalmig HL-60 hiicrelerinde
oksidatif stres tarafindan gergeklesen hiicre 6liimiinde C vitaminin mekanizmasi
arastirillmistir. Bu caligmada, oksidatif stres ile ilgili hiicrelerin kendini savunma
mekanizmasi olarak C vitamininin antioksidan 6zelliginin kanser hiicrelerinde
kullanilabilecegi bulunmustur (Guaiquil ve ark., 2001). Ayrica insan kolon kanser
hiicrelerinde mitokondriyal siiperoksit anyonlar tarafindan apoptozun askorbik
asit ile baskilanmasi c¢alisilmistir. Antioksidan 6zelligi olan askorbik asidin
mitokondride reaktif oksijen {iiretimini azalttigi bulunmustur. Kemoterapi
esnasinda yliksek dozda askorbik asit alinmasinin, kanser tedavisi i¢in faydal
oldugu bulunmustur (Wenzel ve ark., 2004). 2005 yilinda, akciger mikrovazkular
endotel hiicrelerinde redoks bagimli canliligin C vitamini ile uyarilmasi
calistlmigtir. Farmakolojik konsantrasyonda C vitamini reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iireterek akciger mikrovazkular hiicrelerde oksidatif stresi uyardigi,
hidrojen peroksit ve intraseliiler demirin bu siirecte kritik bir rol oynadig
bulunmustur (Varadharaj ve ark., 2005). Reidling ve ark. C vitamininin insan

karaciger epitel hiicrelerinde sodyum bagiml tasiyicilar ile alimimi ve
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mekanizmasi1 calisilmistir (Reidling ve ark., 2008). BALB/C anjiyogenezin
simirlanmasinda yiliksek konsantrasyonda askorbik asidin farelere implante edilen
180 sarkoma kanserinde yiiksek dozda askorbik asidin anjiyogenezi inhibe ettigini
bulmuglardir fakat anjiyogeneze karst askorbik asidin mekanizmasini
bulamamiglardir (Yeom ve ark., 2009). Son olarak 2011 yilinda insan kolon
kanseri hiicrelerinde sisplatin tedavisi siiresince p53 araciligiyla olan apoptozdaki,
C vitaminin etkisi ¢alisilmistir. Sisplatin ile C vitamininin HCT-116 kolon kanseri
hiicrelerini apoptozise karsi daha hassas hale getirdigi ve bu birlesik tedavinin
kolon  kanserine karsi tedavide yeni bir strateji olarak kullanilabilecegi
bulunmustur (An ve ark., 2011).

1.6. Nanopartikiiler ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Nanoteknoloji 10-1000 nm arasindaki sistemlerin, araglarin, materyallerin
sentezi, tasarimi ve uygulanmasi iizerine gelistirilmis, matematik, fizik biyoloji,
eczacilik ve malzeme miihendisligi gibi biitiin bilim dallarin1 kapsayan, son
zamanlarda nanoboyutta tasiyicilar gelistirilmesi amaciyla ilag tasima sistemlerine
odaklanilmasini saglayan multidisipliner bir bilim dalidir (Park 2007; Farokhzad
ve Langer 2009; Poole ve Owens 2003). Nanopartikiiller biyolojik sistemlerle
etkilesime giren multifonksiyonel materyallerdir ve genellikle 10-1000 nm
arasinda boyuta sahip olan, dogal ya da sentetik polimer veya lipid gibi farkli
biyolojik  materyallerden olusan ilag tasiyicilari  olarak  kullanilirlar.
Nanopartikiiller, zayif ¢oziinen ilaglarin  ¢oziiniirliigiinii  arttiran, ilact
hedeflendirebilen ve ilag biyouyumlulugunu gelistiren hedefli ila¢ tasima araci
olarak kullanilir. Bu yapilar anti kanser ilaglarin hedefli taginmasi i¢in tasarlanan
nanopartikiil sistemlerinin gelismesine yol a¢cmistir. Birgok anti kanser ajani
kanserli hiicre ile normal hiicreyi ayirt edemedigi icin birgok yan etki ve
toksisiteye sahiptir. Ayrica, hedeflenmis doku ve organda hizli kaybolmalarindan
dolay: ilacin yiiksek miktarda alimimi gerektirirler (Soppimath ve ark., 2001;
Sinha ve ark., 2006; Pragati ve ark., 2009; Li ve ark., 2007; Bhowmik ve ark.,
2009; Rao ve ark., 2010).

[lag tasima sistemlerinde son gelismeler, biyolojik cevreyle ilacin

etkilesiminin anlasilmasina, hedefli hiicre popiilasyonlarina ya da hiicre yiizey
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reseptorlerine  hedeflenmesine, ilacin  kontrollii  salimimina, molekiiler
mekanizmasina ve hastaligin altinda yatan patolojinin anlasilmasina dayanan nano
sistemlerin  uygulanmasidir. Nano boyutta ila¢ tasima sistemleri ilaci
hedeflendirebilen, arzu edilen zaman ve bolgede kontrollii salinimini saglayan ve
nano boyutlu tasiyicilar igerirler. Genellikle nanoboyutlu tasiyicilar 1000 nm
altinda boyuta sahip ve nanokiirecikler, nanokapsiiller, nanomiseller,
nanolipozomlar ve nanolipidler gibi ¢esitli morfolojik yapilarda bulunurlar (Jones
ve ark., 1997; Sitterberg ve ark., 2010; Tao ve Desai, 2003; Kshirsagar, 2000).

1.6.1. Nanopartikiiler fla¢ Tasima Sistemlerinin Avantajlar
Nanopartikiiler ila¢ tagima sistemlerinin 6nemli avantajlar1 vardir:

» Nanopartikiiler ilag tagima sistemleri, ultra kiiciik hacimleri nedeniyle en
kiigiik kilcal damardan gecebilir ve fagositler tarafindan yakalanmalari
zordur.

> Istenilen zamanda istenilen bolgeye hedeflenebilirler.

» Karaciger, dalak, akciger, omurilik ve lenf gibi hedef organlara ulasmak
icin hiicre ve doku bosluguna niifuz edebilirler.

» Sicakliga, pH’ya, biyobozunurluga hassas olduklarindan dolay1 kontrollii
salinim yapma 6zelligine sahiptirler.

> TIlaglarm toksik ve yan etkilerini azaltabilir hatta yok edebilirler.

» Kontrollii ilag salintmi elde etmek icin tasiyict materyallerin
kombinasyonunu ve segiciligini saglarlar.

» Nanopartikiillerin endiistriyel ¢apta iiretimi ve klinik alanda uygulanmasi
kolaydir.

> In vivo siiregte nanopartikiillerin hedef doku ve organlarla etkilesiminin
aciklanmasi daha kolaydir.

» Yiiksek kapsiilasyon ve ilag yiikleme kapasitesine sahiptirler.

» Matrikste essiz ila¢ dagilimindan dolayi tercih edilirler (Jones ve ark.,
1997; Mohanraj ve Chen, 2006; Farokhzad ve Langer, 2009; Li ve ark.,
2007; Reddy ve ark., 2006).
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1.6.2. Nanopartikiiler fla¢ Tasiyic1 Sistemlerin Cesitleri

Gilincel metodlara alternatif olarak yeni ilag tasima sistemlerinin
gelistirilmesiyle, yliksek miktarda ila¢ tasinimiyla yan etkilerin ortadan kalkmasi
saglanmistir. Emiilsiyonlar, lipozomlar, KLN gibi lipid bazli sistemler hidrofobik
ilaglarin zayif ¢oziiniirlik sorunlarinin iistesinden gelmek icin gelistirilmis ve

basarili olunmustur.

% Polimerik Miseller

Boyutlar1 10-100 nm arasinda degisen tek bir hidrofobik c¢ekirdek,
hidrofilik kabuk ve amfifilik blok kopolimerlerden olusan, hedefleme yapabilen
bir ilag tasiyici sistemdir. Misellerle hidrofobik ilag tasimak i¢in ilacin hidrofobik
cekirdege, hidrofilik ila¢ tasimak i¢in ilacin hidrofilik kabuga yiiklenmesi gerekir
(Yang ve ark., 2008; Trubetskoy ve ark., 2006).

 Dendrimerler

Dendrimerler, boyutlar1 50-1000 nm arasinda degisen, globiiler yapida
olan, suda ¢oziinebilen, enkapsiilasyon yapilabilme yetenegine sahip ve
hedeflenme yapabilen ilag tasiyic1 sistemlerdir (Bharali ve ark., 2009; Morgan ve
ark., 2006).

% Lipozomlar

Lipozomlar, i¢ bolgesi sulu bir kaviteden olusan fosfolipid tek tabaka ile
cevrili, nano boyutlu, 6zel bolgelere hedefleme yapabilen, toksisitesi disiik,
biyouyumlu ila¢ tasiyicilardir. Lipozomlarda hidrofilik ilaglar sulu yapida olan i¢
bolgeye, hidrofobik yapida olan ilaglar ise fosfolipid tek tabakaya yiiklenir
(Castelli ve ark., 2010; Przeworska ve ark., 2010)

% Kati Lipid Nanopartikiiller (KLN)

Kati lipid nanopartikiiller, 50-1000 nm arasinda boyuta sahip ve kat1 lipid,
emiilsifer ve ¢Oziiciden olusan, su ya da sulu ¢o6zeltide disperse olan
partikiillerdir. Kullanilan lipidler trigliserit, gliserit, yag asidi ve steroid olabilir.
Cesitli emiilsiyonlar ve ¢oziiciiler lipid dagilimmi homojenize etmek igin

kullanilir (Miiller ve ark., 2000; Wissing ve ark., 2004; Mulla ve ark., 2010).
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1.6.3. Kat1 Lipid Nanopartikiiller (KLN)

Geleneksel ilag tasiyici sistemlerin (emiilsiyon, lipozom ve polimerik
nanopartikiiller vb.) dezavantajlarini ortadan kaldirilmak i¢in 1991 yilinda mevcut
kolloidal sistemlere alternatif bir tasiyict sistem olarak KLN’ler gelistirilmistir.
KLN’Ier 50-1000 nm arasinda boyuta sahip, viicut ve oda sicakliginda kati halde
bulunan lipidten olusan, yiizeyinde tek tabaka halinde fosfolipit molekiilii bulunan
bir kat1 hidrofobik ¢ekirdekten ibaret, lipozom ve nanopartikiil arasinda bir yapida
olan, ilag tasiyici olarak kullanilan kat1 partikiillerdir. ilk olarak Miiller tarafindan
kesfedilmistir. 1990’larin bagindan beri KLN’lere cesitli antikanser ilaglari
(doksorubisin, daunorubisin, idarubisin, oaklitasel, kampotesin, etopozit vb.)
yiklenmis ve test edilmistir. Ayrica kozmetik, dermal ve tedavi-teshis
uygulamalarinda potansiyel bir tasima sistemi oldugu onaylanmistir (Pal ve

Nayak, 2010; Kayser ve ark., 2005; Ochekpe ve ark., 2009; Shaji ve Jain, 2010).

KLN’in Avantajlart ve Dezavantajlart
KLN’ler son yilarda diger tasima sistemlerinin avantajlarini tasiyip ve
dezavantajlari1 tasimadigr i¢in kolloidal tagima sistemi olarak dikkat

¢ekmektedir.

Avantajlar;
» Kiigiik boyuta sahip olma,
> Istenilen zaman ve oranda kontrollii ila¢ salimi,
» Yiizey modifikasyonu ile kolay bir sekilde spesifik bolgeye
hedeflenebilme,

v

Kimyasal, fotokimyasal ya da oksidatif hasara karsi ilact koruma ve
kolayca iiretilebilme,

[lacin yan etkilerini azaltma,

Toksik metabolit iiretmeme,

Organik coziiclilerden kaginma,

Uzun sure kararli kalma,

Hapsedilmis biyoaktif bilesiklerin biyoyumlulugunu giiclendirme,

Kolay steril edilebilme,

YV V V V V V VY

Diislik maliyet,
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» Hem lipofilik hem de hidrofilik bilesiklerin yiiklenebilme kapasitesine
sahip olma ve modifikasyonlarla formiilasyonlarinda degisiklikler

yapilabilme,

» Endiistriyel boyutta iiretim,

» Biyolojik yar1 6mrii kisa olan ilaglarin yar1 mriinii uzatma,

» Yiiksek ilag yiikleme kapasitesine sahip olma,

» Oral, dermal, rektal, parenteral, pulmoner, topikal, okiiler ve oftalmik
olarak alinabilmeleridir (Shaji ve Jain, 2010; Pragati ve ark., 20009;
Kamboj ve ark., 2010; Sailaja ve ark., 2011; Mulla ve ark., 2010).
Dezavantajlari;

Pek ¢ok avantaja sahip olmalarima ragmen, KLN’lerin kullanimini
sinirlayan bazi faktorler de vardir;

» Nispeten diisiik etken madde ylikleme kapasitesine sahiptirler.

» Saklama sirasinda goriilebilen polimorfik gecisler nedeniyle, etken madde
tastyicidan digari sizabilir ya da ¢okebilir.

» KLN dispersiyonlarinin su igerigi nispeten (%70 — 99.9) yiiksektir.

» Ortamda farkli kolloidal yapilar da bulunabilir.

» Diisiik birlesme oranina sahiptirler.

» Viicutta kisa dolasim zamanina sahiptirler.

» Fiziksel olarak stabil degildir (Hou ve Zhou, 2007; Jores ve ark., 2003;

Kas, 2002).
KLN’in Uretim Yontemleri

¢ Yiiksek Basin¢li Homojenizasyon Yontemi

Yiiksek basingli homojenizasyon (YBH), KLN iiretiminde giivenilen ve en
yaygin kullanilan etkili bir yontemdir. Bu yontemde KLN iiretmek icin, dar bir
aralikta yliksek basing homojenizatérii ile siviya (100-200 bar) arasinda bir basing
uygulanir. Yiiksek basing ve kavitasyon partikiilii daha kiigiik partikiillere
parcalar. Genel olarak bu teknik sicak ve soguk homojenizasyon olmak iizere iki
sekilde gergeklestirilir. Fakat her iki sekilde erimis lipid igine ilacin
karistirtlmasina dayanir (Mader ve Mehnert, 2005; Miiller ve ark., 2006; Kamboj
ve ark., 2010; Sharma ve ark., 2010; Kamble ve ark., 2010).
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% Sicak Homojenizasyon

Sicak homojenizasyon, yagin erime noktasinin {istiinde bir sicaklikta
yiiriitiiliir ve emiilsiyon homojenizasyonuna benzerdir. Etken madde igeren erimis
lipid, aynm1 sicakliktaki sulu emiilgator ¢ozeltisi iginde yiiksek hizda karigtirilarak
disperse edilir. Elde edilen sicak On-emiilsiyon homojenizatérden gegirilir ve
sonugta olusan sicak Y/S nanoemiilsiyonu oda sicakligina sogutulur. Bu sekilde
lipid katilasir ve KLN elde edilir. Genellikle, ilag ve tasiyicinin bozulmasini
hizlandirmasina ragmen, diisiik vizkositesinden dolayi kii¢iik boyutta partikiil elde
edilmesini saglar (Mader ve Mehnert, 2005; Miiller ve ark., 2006; Mukherjee ve
ark., 2009; Parhi ve Suresh, 2010; Kamble ve ark., 2010; Numanoglu ve Tarimci,
2006).

+* Soguk Homojenizasyon

Etken maddenin i¢inde ¢6ziildiigii veya disperse edildigi erimis lipid, hizli
bir sekilde kuru buz ya da sivi nitrojen ile sogutulur. Bu sogutma iglemi lipidin
kirtlganligint  arttirarak  katt  lipid mikropartikiil olusumu saglar. Lipid
mikropartikiiller soguk emiilgator ¢ozeltisinde disperse edilir. Elde edilen on-
siispansiyon oda sicakligi veya altinda bir sicaklikta homojenize edilir.
Kavitasyon giicii ile lipid mikropartikiillerden KLN elde edilmis olur.

Soguk homojenizasyon yontemi sicak homojenizasyon yonteminde ortaya
cikan;

» Sicakliga bagl ilacin bozulmasi,

» Homojenizasyon siiresinde etken maddenin sulu fazda dagilimi,

» Nanoemiilsiyonun lipid rekristalizasyonunun  giigliigi  gibi  baz1
problemlerin iistesinden gelmek i¢in gelistirilmistir.

Ancak sicak homojenizasyon ile karsilastirildiginda, daha biiylik partikiil
boyutu ve daha dar boyut dagilimina sahiptir (Madder ve Mehnert, 2005; Miiller ve
ark., 2006; Numanoglu ve Tarimci, 2006; Mukherjee ve ark., 2009; Kamboj ve
ark., 2010; Parhi ve Suresh, 2010; Kamble ve ark., 2010).
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% Yiiksek Hizda Karistirma veya Ultrasonikasyon Yontemi

Her iki yontem de, yaygin olarak kullanilir ve uygulanmasi kolaydir. Bu
yontemlerin avantaji, KLN iiretimi i¢in gerekli olan aletlerin her laboratuvarda
kolay elde edilebilir olmasidir. Yiiksek hizda karistirma yonteminin dezavantaji,
partikiil boyutunun olduk¢a genis olmasidir. Buda fiziksel stabiliteyi ve saklanma
siiresini ~ etkiler.  Ultrasonikasyon yonteminin  dezavantaji  ise, metal
kontaminasyonuna neden olmasidir. Stabil formiilasyon yapmak i¢in hem yiiksek
hizda ¢evirme hem de ultrasonikasyon beraber kullanilmasi Onerilir (Méder ve
Mehnert, 2005; Miiller ve ark., 2006; Sailaja ve ark., 2011; Kamboj ve ark., 2010;
Parhi ve Suresh, 2010; Kamble ve ark., 2010).

¢ Coziicii Emiilsifikasyon-Buharlasma Y o6ntemi

Coziicii emiilsifikasyon - buharlasma yonteminde, lipofilik materyaller su
ile karigmayan organik ¢oziiciide (toluen, Kloroform vb.) ¢oziiliir. Coziiciiniin
vakum altinda buharlagtirilmasiyla, lipid nanopartikiilleri olusarak ¢oker. Bu
yontemin 6nemli bir avantaji, hazirlama sirasinda 1s1 uygulanmamasidir. Bu
nedenle, yiiksek sicaklikta bozulan etken maddelerin yiiklenmesi i¢in uygun bir
yontemdir. Yontemin dezavantaji ise, organik ¢oziicii kullanimimin gerekmesidir
(Méder ve Mehnert, 2005; Miiller ve ark., 2006; Numanoglu ve Tarimci, 2006;
Kamboj ve ark., 2010; Sailaja ve ark., 2011; Parhi ve Suresh, 2010; Kamble ve
ark., 2010).

¢ Mikroemiilsiyon

Gasco ve ark 2000 yilinda mikroemiilsiyonlarin diliisyonuna dayanan bir
KLN hazirlama yontemi gelistirmiglerdir. Bu yontemde 6nce, lipid (yag asitleri
veya gliseridler) eritilir. Su, emiilgator ve yardimci emiilgator karisimi, lipidle
ayni sicaklikta olacak sekilde 1sitilir ve erimis lipide eklenerek karistirilir. Olusan
mikroemiilsiyon, 6zel olarak gelistirilen termostath bir siringa kullanilarak, asiri
miktardaki soguk su (2-3°C) i¢inde mekanik bir karistirma ile disperse edilir.
Fazla su, ultrafiltrasyon veya liyofilizasyon ile uzaklastirilir. Mikroemiilsiyonun
olusumunda sicaklik ve pH onemlidir (Miiller ve ark., 2000; Sailaja ve ark.,
2011; Kamboj ve ark., 2010; Numanoglu ve Tarimci, 2006; Parhi ve Suresh,
2010; Kamble ve ark., 2010).
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+ Siiperkritik Akiskan Yontemi

Stiperkritik akiskan yontemi KLN iretimi igin gelistirilen yeni bir
tekniktir. Bu yontem ¢oziicii kullanimindan kaginmakla beraber nanopartikiilleri
stispanse halde elde etmek yerine kuru toz halinde elde etmeyi ve yumusak basing
ve sicaklik kosullarinin uygun olmasi gibi bazi avantajlara sahiptir. Bu yontem
icin karbon dioksit soliisyonu iyi bir secenektir (Sailaja ve ark., 2011; Kamboj ve

ark., 2010; Parhi ve Suresh, 2010; Kamble ve ark., 2010).

+ Piiskiirterek Kurutma Yoéntemi

Piiskiirterek kurutma yontemi liyofilizasyona alternatif bir yontem olarak
gelistirilmistir ve liyofilizasyon yonteminden daha ucuzdur. Bu yontemde yiiksek
sicaklik ve calkalama giicii 6nemli etkenlerdir. Bu etkenler nanopartikiillerin
kismen erimesine yol agtig1 i¢in nanopartikiillerin ¢okmesine neden olur (Sailaja
ve ark., 2011; Kamboj ve ark., 2010; Parhi ve Suresh, 2010; Kamble ve ark.,
2010).

KLN’in Karakterizasyonu

KLN’lerin yeterli ve tam karakterizasyonu, elde edilen nanopartikiillerin
kalitesinin kontrolii i¢in gereklidir. Karakterizasyon i¢in en 6nemli parametreler;
partikiil boyutu, zeta potansiyel, ila¢ ylikleme kapasitesi, ila¢ salimi ve yiizey

morfolojisidir.

¢ Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyel

Partikiil boyutu ve boyut dagilimi, nanopartikiil sistemlerinin en dnemli
karakteristik 6zelliklerinden birisidir. Bu 6zellik nanopartikiil sistemlerinin in vivo
dagilimini,  toksisitesini,  hedeflenebilme  yetenegini,  nanopartikiillerin
kararliligini, ilag yiikleme kapasitesini ve ila¢ salinimi gibi dnemli 6zelliklerini
belirler. Genellikle, nanopartikiillerin kii¢clik boyut ve daha iyi hareket edebilme
yeteneklerinden dolayr mikropartikiillere gore daha iyi biyolojik olarak
hedeflenebilirler ve hiicre ig¢ine alinimlar1 daha yiiksektir (Mohanraj ve Chen,
2006; Bunjes, 2005).

Partikiil boyutunun belirlenmesinde en hizli ve en yaygin kullanilan

yontemler foton korelasyon spektroskopisi (PCS) ya da lazer kirmimi (LD)
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yontemidir. Foton korelasyon spektroskopisinde partikiil hareketinin neden
oldugu yayilan 15181n yogunlugunun ol¢iimiine dayanir ve partikiiliin yarigapini
belirler. Nanopartikiillerin karakterizayonu i¢in iyi bir cihazdir fakat biyiik
mikropartikiilleri saptayamaz. Genellikle sonunda da foton korelasyon
spektroskopisiyle alinan sonuglar TEM ile dogrulanir (Mohanraj ve Chen, 2006;
Sailaja ve ark., 2011; Bunjes, 2005).

Zeta potansiyel kolloidal dispersiyonun kararliligi hakkinda bilgi saglar.
Nanopartikiillerin zeta potansiyelleri genel olarak nanopartikiillerin yiizey
yiklenme Ozelliklerine dayanir ve partikiillerin elektrik yilikiinii  yansitir.
Nanopartikiillerin zeta potansiyellerinin +30 mV olmasi siispansiyonda
partikiillerin toplanmasini engelleyen yiizey yiiklenmesi ile kararli oldugunu

gosterir (Mohanraj ve Chen, 2006; Bunjes, 2005; Haskell ve ark., 2006).

% Tlac Yiikleme kapasitesi

Yeterli yiikleme kapasitesi, etken maddenin erimis lipidte ¢oziiniirliigiine
baghdir. KLN’de etken madde lipid igerisinde yiiksek c¢oziiniirliige sahiptir.
Ciinkii erimis soliisyon bir anda sogutulur buda kati lipid oraninin diisiik olmasini
saglar. Coziiniirligi gliclendirmek icin erimis lipide ¢oziiciiler eklenebilir. Ayrica
lipidin kimyasal dogas1 da onemlidir.

[lag tasima sisteminin uygunlugu ilac1 yiikleme kapasitesine baghdur.
Yiikleme kapasitesi genellikle lipid faza (matriks+ilag) gore degisir. Ilacin
yiikleme kapasitesi;

> 1lacin erimis lipidte ¢dziinebilirligine,

» Erimis lipid ve ilacin karisabilirligine,

» Kati lipid matriksin fiziksel ve kimyasal dzelliklerine,

» Lipid materyalinin polimorfik durumuna baghdir (Kreuter, 1994; Miiller

ve ark., 2000; Parhi ve Suresh, 2010; Haskell ve ark., 2006).

% Tla¢ Sahmm

KLN’den hizli salim, genis yiizey alan1 ve kiigiik molekiil biiytikliigii
nedeniyle yiiksek difiizyon katsayisina, matriksin diisiik viskozitesine ve kisa
diftizyon mesafesine baghdir. KLN’den etken madde salimi iiretim yontemine ve

kullanilan lipitlere bagl olarak farkliliklar gdsterebilir (Kas, 2002).
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KLN’den etken madde salinim profili; lipid matriksin yapisina, partikiil
boyutuna ve iiretim parametrelerine (ylizey etken madde, konsantrasyonu, sicaklik
vb.) baghdir. Yiiksek sicaklik ve yiizey etken madde konsantrasyonu ilacin sulu
fazda ¢ozinirligint arttirr (Miller ve ark., 2000; Parhi ve Suresh, 2010;
Wissing ve ark., 2004).

Daha kiigiik pargaciklar daha biiylik yilizey alanina sahip oldugu i¢in daha
hizli ilag salimi1 yaparlar. Oysa daha biiylik parcaciklar daha biiylik ¢ekirdege
sahiptir. Cekirdegin biiyiik olmas1 da daha fazla ila¢ yiiklemesine sebep oldugu
icin, ilacin yavas bir sekilde difiize olmasmna neden olur. Kiigiik boyutlu
nanopartikiilleri formiile etmek olduk¢a zordur fakat stabilitesi daha iyidir (Huang
ve Brazel, 2001; Mohanraj ve Chen, 2006).

Etken maddenin KLN i¢indeki yiikleme kapasitesini etkileyen faktorler;

» Eritilmis lipid i¢inde etken maddenin ¢éziiniirligi,
» Kati lipid matriksin kimyasal yapisi,

» Lipid matriksin polimorfik formudur.

Etkin madde bakimindan
Katt ¢zelts zengin kabuk Lipid kabuk

_\__\_'“‘-\-\.
Molekiiler olarak disperse olmus  Lipid cekirdek

Etkin madde bakimndan zengin
etkin madde cekirdek
A B C

Sekil 1.7. Ug etken madde hapsetme modelinin gdsterilmesi A) Kat1 ¢dzelti modeli B) Etken
madde bakimindan zengin kabuk igeren C) Etken madde bakimindan zengin ¢ekirdek

iceren ¢ekirdek-kabuk modeli (Miiller ve ark., 2000; Numanoglu ve Tarimci, 2006).
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% Yiizey Morfolojisi

KLN’lerin sekillerinin belirlenmesinde, diger partikiiler sistemlerinde
oldugu gibi, atomik kuvvet mikroskobisi (AFM) ve elektron mikroskobu (TEM)
kullanilabilir. Diiz bir silikon yiizeye sabitlenen nanopartikiillerin sekilleri, AFM
ile vakuma ihtiyag duyulmadan belirlenebilmektedir. TEM ile de partikiillerin
boyutu ve morfolojik Ozellikleri goézlemlenebilir. Kiigiik boyuta sahip
nanopartikiiller i¢in iyi bir validasyon yontemidir (Sailaja ve ark., 2011; Haskell
ve ark., 2006).

Hiicreye Hedefleme Mekanizmalari

Geleneksel kemoterapi ajanlari viicut iginde hem kanserli hem de normal
hiicrelere spesifik olmayan bir sekilde yayilirlar. Bu ylizden kanserli hiicrelere
sinirli miktarda ilag ulagtigindan dolay1 toksik etkiye neden olurlar.

Hem aktif hem pasif hedeflenebilen nanopartikiiller kanser hiicrelerinde
ilacin intraseliiler konsantrasyonunu gii¢lendirirken normal hiicrelere toksik
etkisini engellemektedir. Dahasi, nanopartikiillere spesifik reseptorler baglanarak,
hiicrede ila¢ diren¢ mekanizmasi olan P-glikoproteini gecilerek, reseptor bagli
endositoz araciligiyla hiicreye girerler. Nanopartikiiller ilag tasima sistemleri
sayisiz avantaja sahip olmasina ragmen, hala zayif oral biyouyumluluga, fiziksel

kararsizliga, dokuda yetersiz dagilima ve toksisiteye sahiptir (Cho ve ark., 2008)

L] ] = M .
ke i .'ﬁ 2kt Gamor 1Ak Pasithedelleme | @ 4 e
.

(damarsal) hedefleme ? .§§' hedefleme 0'. % 4 0

. Hedeflenmemis nanopartikiiller

Sekil 1.8. Aktif ve pasif hedeflemenin sematik olarak gosterilmesi (Farokhzad ve Langer, 2009)
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Hedef dokuya nanopartikiiller aracilig1 ile ilacin hedeflendirilmesi iki yolla

gerceklesir.

Pasif Hedefleme: Pasif hedeflendirme de ilag¢ tasiyici sistemlerin partikiil
boyutlari, yiizey yiikleri, verilis yollar1 ve ylizey hidrofobisitesi degistirilerek
farkli hedeflere yonlendirilebilirler. Pasif hedefleme, intraven6z enjeksiyondan
sonra, tastyicinin dogal olarak hedeflenerek, organ, doku ve hiicreye
yerlesmesidir.  Pasif hedefleme, nanopartikiillerin boyutundan, tiimoriin
mikrogevresinden ve gegirgenlik ve retansiyon etkisinden (EPR) dolayi
avantajlidir (Sinha ve ark., 2006; Kas ve Eldem, 2002).

» EPR etkisi: Anjiyogenez fizyolojik bir siire¢ olup, yeni damarlarin
olusmasi, gelismesi anlamina gelir. Ozellikle kanserli hiicreler biiyiimeleri
icin gerekli olan besinleri alabilmek i¢in anjiogenezi uyarirlar. Gegirgenlik
ve retansiyon etkisi (EPR) nanopartikiillerin boyut ve yiizey ozellikleri ile
retikiiloendotelyal sistemden (RES) kagmalarina ve kanda daha uzun siire
kalmalarina bdylece hedeflenmis tiimorlii dokuya ulasmasini saglar. Buda
biiyiime faktorli ve matriks metalloproteinaz gibi anjiyogenez diizenleyici
enzimlerin dengesinin bozulmasina neden olur. Boylece endotel komsu
hiicreler arasinda 600 ile 800 nm biiyiikliiglinde bosluklar olusur. Bu
bozuk damarsal yap1 zayif lenfotik drenaja sahip oldugu i¢in EPR etkisini
uyarir ve nanopartikiillerin bu bosluklardan gegip tiimdrli dokularda
toplanmasin1 saglar. Serbest ilaca gore nanopartikiil yiikli ilaglarin EPR
etkisi ile normalden 10 kat daha fazla oldugu i¢in tiimorli dokularda
toplanmas1 daha kolay olur. Fakat nanopartikiillerin lokalizasyonu
timorde homojen degildir. Bu faktor yiiksek konsantrasyonda
nanopartikiillerin timdrli dokunun bir kisminda birikmesini saglar. Genel
olarak, nanopartikiillerin timorlii hiicrede birikmesi partikiil boyutuna,
ylizey 6zelliklerine, nanopartikiiliin yar1 dmriine ve tiim0riin anjiyogenez
derecesine baglidir. Az nanopartikiil toplanmasi genellikle nekrotik
tiimorlerde ya da 6n anjiyogenetik tiimdrlerde goriiliir (Cho ve ark., 2008,

Wang ve ark., 2008; Alexis ve ark., 2010; Amiji, 2007).

39



@) ANADOLU UNIVERSITESI

» Tiimér mikrocevresi: Hizla ¢ogalan kanser hiicreleri etrafindaki
mikrogevrelerini etkilerler. Timor hiicreleri ekstra enerji elde etmek igin
glikolizi kullanmaya adapte olmak zorundadirlar. Buda ¢evrelerinin asidik
olmasini saglar. Ayrica, kanser hiicreleri tiimoriin gocii ve yayilmasinda
hayati 6nemi olan bazi enzimleri sentezlemek zorundadirlar [Matriks

metalloproteinaz (MMPs)] (Amiji, 2007; Peppas ve Blanchette, 2004).

-;(; (13 <
,r .J Ilas; yiiklii
-*,’:SF.PM nanopartikiiller

- Kanser Hiicreleri

@ Normal Hiicreler

[E Endotel Hiicreleri

Sekil 1.9. EPR etkisi ile pasif hedeflemenin sematik hali (Alexis ve ark., 2010)

Aktif Hedefleme: Aktif hedeflendirme, partikiiler sistemlerin RES’de
toplanmamasi, ancak dogal dagilimi modelinin degistirilmesi sonucu spesifik
hiicrelere, dokulara ya da organlara yonlendirilmesi esasina dayanir. Sistemde ya
dogrudan dogruya etken maddeye ya da etken maddeyi tasiyan tasiyiciya bagh
hedeflenen bir madde bulunmaktadir. Manyetik, ultrasonik ve ligand-reseptor
aracili aktif hedefleme olabilir.

Polimerik nanopartikiillerin EPR etkisi, timoér mikro c¢evresi ve tiimor
anjiyogenezi gibi bazi faktorler tarafindan tiimorlii dokulara girmesi saglanirken

klinik olarak hedefleme yetenekleri eksiktir. EPR etkisi diisiik lenfotik drenajdan
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dolay1 ilacin tiimorde toplanmasina yardimci olurken, ilacin hiicreden disari
cikmasini da uyardigi icin osmatik basincin artmasina neden olur. Bu da kanser
dokusunda ilacin bazi yerlerde toplanmasini saglar. Bu smirlamalar1 ortadan
kaldirmak i¢in nanopartikiillere eklenen antibodiler ya da hedeflenmis ligand
iceren ilag-polimer konjugasyonlar1 gelistirilmistir. Aktif tagima ila¢ yada ilag
tagiyict nanosistemlerin aktif, secici, tanima yetenegi yiiksek olan ve 0Ozel
hiicrelerle etkilesebilen aktif ajanlarla spesifik modifiye edilmesine dayanir.
Hedefli molekiil ile baglanacagi reseptor ya da antijen, tiimor hiicre yiizeyine 6zel
sentezlenir ve kanserli dokuya se¢ici bir sekilde hedeflenir (Wang ve ark., 2008;
Vasir ve ark., 2005; Kas ve Eldem, 2002).

> Antijen-reseptor ekspresyonu: Ideal olarak hiicre yiizey antijenleri
ve reseptorleri 6zellikle timore spesifik hedefleme i¢in bazi1 6zelliklere
sahiptir. ilk olarak, sadece tiimérlii hiicrelerde ekspre olurlar. Ikinci
olarak, tiim hedefli timor hiicrelerinde homojen dagilirlar ve kan

sirkiilasyonunda kaybolmazlar (Cho ve ark., 2008).

> Hedeflenen konjugatlarin internalizasyonu: Internalizasyon reseptdr
bagli endositoz aracihigi ile gerceklesir. Ornegin folat reseptorii.
Hedefli konjugat hiicre yiizeyindeki folat reseptoriine baglanirsa,
plazma membram1 endozom formunda kompleks reseptoriin ve
ligandin alinmasini saglar. Bu yeni formlanan endozom hedeflenen

organele gider (Cho ve ark., 2008).
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Sekil 1.10. Nanopartikiillerin hiicreye girmesini saglayan aktif hedeflemenin sematik hali.
Nanopartikiillerin yilizeyinde hedeflenebilen ligandlar tiimorlii hiicrelere reseptor
aracilig ile baglanir ve reseptor bagl endositozis araciligt ile lokal ila¢ taginmasini

saglar (Alexis ve ark., 2010)

Kanser Tedavisinde KLN

Kati1 lipid nanopartikiiller ile ilgili olarak hazirlanma yontemleri,
karakterizasyonlari, formiilasyonlari, kararliliklarin1 etkileyen faktorler, ilag
yiikleme kapasiteleri ve ilag salimi 6zelliklerinin calisildigi bir¢ok arastirma
literatiirde mevcuttur (Miiller ve ark., 2000; Mehnert ve Mader, 2001; Wissing ve
ark., 2004; Miiller ve ark., 2004; Radtke ve ark., 2005).

Kanserli hiicreler {izerine olan sitotoksik etkisine baktigimizda ise, ¢esitli
in vitro 6l¢im yontemlerinden yararlanilarak yapilan ¢alismalarda antikanserojen
etkisi  bilinen herhangi bir etken maddenin yiiklenmis oldugu KLN
formiilasyonlarinin serbest ilaca gore kanserli hiicreler {izerinde daha yiiksek bir
sitotoksik etkiye sahip oldugu ve terapotik uygulamalar i¢in diger ila¢ tasima
sistemlerinin dezavantajlarin1 tasimayip avantajlarini birlestirdiginden dolay1

uygun bir ilag tasiyict sistem oldugu bulunmustur.
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Bir antikanser ilact olan paksitaksel ile ilgili birgok ¢alisma mevcuttur. Bu
caligmalarda paklitaksel yiiklii KLN’lerin gesitli kanser hiicre hatlar1 (HCT-15, U-
118, A-549, MCF-7 ve HL-60 vb.) iizerinde etkisi arastirllmistir. Sonug olarak,
paklitaksel yiiklii KLN formiilasyonlarimin terap6tik uygulamalar igin uygun
oldugu ve serbest paklitaksele gore daha yiiksek toksik etkiye sahip oldugu
bulunmustur (Koziara ve ark., 2004, 2006; Lee ve ark., 2007; Miglietta ve ark.,
2010). Serpe ve ark. gesitli antikanser ilaglar1 yiiklii KLN’lerin kolorektal kanser
hiicre hatti (HT-29) flizerinde sitotoksik etkisini arastirmislardir. Calisma da
paklitaksel, doksorubisin ve Kolesterol biitirat kullanip, bu ilaglar1 KLN’lere
yiikklemiglerdir. Calismanin sonucunda, her ilacin kati lipide yiliklenmis
formiilasyonunun serbest ilaca gore daha yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugunu
bulmuslardir (Serpe ve ark., 2004). Bir baska c¢alismada, hepatokarsinom
hiicrelerinin tedavisinde doksorubisin tasiyict olarak polietilen glikol (PEG)
modifiyeli KLN hazirlanmistir. PEG modifiyeli KLN’nin serbest ilaca gore anti
timor etkisinin daha fazla oldugunu ve gelecekte kontrollii ilag tasiyici sistem
olarak kullanilabilecegi bulunmustur (Chen ve ark., 2006). 2006 yilinda
mitoksantron (MTO) yiikli KLN’lerin akciger kanserinde terapotik etkisini
arastirilmistir. MTO yiiklic KLN nin yiiksek ila¢ yiikleme kapasitesine ve essiz
boyuta sahip oldugunu, lenf diigiimlerine ilacin hedeflenmesinde basarili oldugu
ve yan etkiyi en aza indirerek ilacin terapotik etkisini arttirdigi bulunmustur (Lu
ve ark., 2006). Ayni yilda bir diger ¢alismada, oridonin yiiklii KLN’ler
hazirlanmig ve in vitro ve in vivo olarak ¢alisilmistir. Oridonin yiiklii KLN’in in
vitro saliminin uzun siirdigiini, in vivo dagiliminin ise hem terapdtik etkiyi
arttirdigi hemde toksik etkiyi azalttigi bulunmustur (Zhang ve ark., 2006). 2007
yilinda deksametazon asetat (DXM) vyiiklii KLN’le akcigerin hedeflenmesi
calistimig, DXM ile DXM-yiikkli KLN Kkarsilastirildiginda akciger tarafindan
kolay alindigin1 akciger hastaliklarinda potansiyel olarak kullanilabilecegi
bulunmustur (Xiang Q., ve ark. 2007). MCF-7 gogiis kanserinde kullanilan bir
antikanser ilact olan tamoksifen yiikli KLN, Alhaj ve ark. tarafindan 2008 yilinda
calisilmistir. Tamoksifen yiikli KLN’lerin serbest ila¢ ile karsilastirildiginda,
tamoksifen yiiklii KLN’in MCF-7 hiicrelerine kars1 6nemli bir sitotoksik etkiye

sahip oldugunu ve anti-Ostrojen ilaglarina alternatif bir formiilasyon olarak
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diistintilebilecegi bulunmustur (Alhaj ve ark 2008). Baska bir antikanserojen ilag
olan nimesulid yiiklii KLN’in hazirlanmasi, karakterizasyonu ve sitotoksik etkisi
calistimistir. Bu c¢alismanin sonucunda suda ¢oziinmeyen ilaglardan olan
nimesulid gibi ilaclarin KLN’e basarili bir sekilde yiiklendigi ve serbest ilagla
karsilagtirildiginda HT-29 ve SW-480 hiicre hatlarinda antitiimor etkiye sahip
oldugu bulunmustur (Bondi ve ark., 2009). Ayn1 yilda podofilotoksin yiiklii KLN
kanser hiicrelerinde uzun siiren antikanser etkiye sahip oldugu ve kanser
hiicrelerinde apoptotik etkiyi giiclendirdigini bulunmustur (Zhu ve ark., 2009). 5-
fluorourasil yiiklic KLN’in kolon kanserinde etkisinin arastirildigi ¢alismada, bu
formiilasyonun kolon tliimdorlerine ilacin alimini gii¢lendirdigini ve ilacin
bagirsakta kanserli bolgede yayilimi sagladigi bulunmustur. Bu ¢alismanin

gelecekte hayvan modelleri ile gelistirilebilecegi 6nerilmektedir (Yassin ve ark.,

2010).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Askorbik asit, Dimetil siilfoksit (DMSO), MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-
2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid), Acridin Orange (Sigma); Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM), Fetal Bovin Serumu (FBS), Penisilin-
Streptomisin Soliisyonu (10000 U/mL penisilin, 10mg/mL streptomisin), Tripsin-
Etilendiamintetraasetik asit (Tripsin/EDTA), Dulbecco’s sodyum-fosfat tamponu
(PBS) (GIBCO); Osmium tetroksit, Gluteraldehit, Araldit, Propilen oksit, Uranil
asetat, Kursun sitrat (Electron Microscopy Science); Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit, BD Pharmingen™; diger biitiin kimyasallar analitik saflikta olup,

Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan saglanmistir.

2.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

25 ve 75 cm®lik flask (TPP, isvicre), 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP),
cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 mL hacimlerinde), pastor pipetler, enjektorler (10, 20
ve 50 mL hacimlerinde), 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 mL’lik Durham siseleri,
steril santrifiij tiipleri (15 ve 50 mL) (TPP, Isvigre), steril tek kullanimlik filtreler
(0,2 mikron ¢apinda), Thoma lam1 (Marienfeld, Almanya), 10,100 ve 1000 pL’lik
pipet takimi ve uglar1 (Eppendorf, Almanya), Analiz tiipleri, 12 x 75 mm (BD
Pharmingen™, San Jose, CA USA), Steril cam petri kaplar1 (Corning, ABD),
Lamel 15%15, Rodajli lam, Kryotiip, Grid.

2.1.3. Kullanilan Cihazlar

BD FACSAria™ Akis sitometri cihazi, Leica TCS SP5 Konfokal
Mikroskop, TEM (FEI, Hollanda), Nano Zetasizer (ZS, Malvern, UK), Ultra-
Turrax| (T25), Agilent 1100 series HPLC (Agilent, USA), Janke&Kunkel IKA®,
Almanya), Inverted Mikroskop (Olympus ABD), CO, inkiibatorii (Heraeus,
Almanya), Kuru hava sterilizatorii (Heraeus, Almanya), ELIZA cihazi (Bio.Tek.
ELx808IU), Ultraturaks (T25, Janke&Kunkel IKA®, Germany), Niive BM 302 Su
Banyosu, Megafuge 1.0/1.0R santrifiij (Heraeus, Almanya), Kuru hava
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sterilizatorii (Heraeus, Almanya), Otoklav (Hirayama, Japonya), Steril kabin

(Holten, Ingiltere), Ceker Ocak (Interlab), Hassas terazi (Ohaus, ABD).

2.2. Yontem
2.2.1. H-ras 5RP7 (Sican Embriyo Fibroblast) Hiicre Serisi ve NIH/
3T3 (Fare Embriyo Fibroblast) Hiicreleri ile Hiicre Kiiltiirii

Uygulamalari

+¢* Hiicre Serilerinin Stoktan Cikarilmasi

-196 °C de s1v1 azot tankinda bulunan sigan embriyo fibroblast 5SRP7 (H-
ras onkogeni transform hiicreler) (Garbisa ve ark.1987) ve fare embriyo fibroblast
NIH/3T3 (Todaro ve Green, 1963) hiicreleri tanktan ¢ikarilir. icerigi tamamen
eriyince %10 FBS (Fetal Bovine Serum) igeren DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) besiyeri i¢ine alinarak, 1200 rpm’ de 10 dk santrifiij edilir.
Sitipernatan kismi dokiildiikten sonra, hiicreler yeni besiyeri iginde silispanse
edilerek kiiltiir flasklarina alimip ve 37 °C’de, %5 CO, igeren inkiibatorde kiiltiire
kaldirilir.

+ Hiicre Serilerinin Pasajlanmasi

SRP7 ve NIH/3T3 hiicreleri flasklar1 tamamen kapladiklar1 zaman flask
icindeki besiyerleri bir pipet yardimiyla uzaklagtirtlir. Bu hiicre hatlarinin
yiizeylerinin PBS ile hafifce yikanmasi saglanir. Daha sonra 1X tripsin/EDTA
soliisyonu konularak yapigan bu hiicre hatlarmin flasktan kalkmasi saglanir.
Tripsinin hiicrelere zarar vermesini engellemek i¢in hiicreler kalktiktan sonra besi
yeri konularak 1200 rpm de 5 dk santrifiij yapilir. Bu siire sonunda silipernatan

kisim atilir ve iireyen hiicrelerin miktarina gore hiicreler flasklara boliintir.

% Hiicre Serilerinin Stoklanmasi

Cogalan hiicreler, PBS ile yikandiktan sonra, 1X tripsin/EDTA yardimiyla
kaldirilip besiyeri eklenip, 1200 rpm’de 5 dK santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda
pellet iizerine her bir karyotiip (vial) i¢in 1800 pL hiicre besiyeri konulup, 30 dk
kuru buz tizerinde bekletilir ve 30 dakika sonra her bir karyotiipe 200 pL. DMSO
cozeltisi ilave edilip vialler -20 °C’ye kaldirilir. 3-4 saat sonrasinda vialler sivi

azot tankina (-196°C) yerlestirilerek, stoklama islemi tamamlanir.

46



@ ANADOLU UNIVERSITESI

2.2.2. Askorbik Asidin H-ras SRP7 ve NIH/ 3T3 Hiicreleri ile

Etkilesimi

Askorbik asidin stok soliisyonu, Preobrazhensky ve ark. 2001 yilinda
yaptiklar1 ¢aligmadan faydalanilarak hazirlanmistir. Bu ¢alismanin ¢ergevesinde,
askorbik asidin stok ¢ozeltisi; 3 mL soliisyonda 35,2 mg askorbik asit ¢oziilerek
uygun pH ayarlamasi yapildiktan sonra 5 mL’ye ortam ile tamamlanarak
hazirlanmistir. Deneye alinmak iizere stoktan c¢ikarilan 5RP7 ve NIH/3T3
hiicreleri gerekli sayiya ulastiktan sonra askorbik asidin bu hiicreler iizerinde
sitotoksik etkisini ve doz araligin1 belirlemek icin MTT yonteminden
yararlanilmigtir. Hazirlanan stok ¢ozeltisinden cesitli seyreltmeler yapilarak
askorbik asit 500 pM/mL, 1000 uM/mL, 1500 pM/mL, 2000 uM/mL, 2500
uM/mL ve 3000 puM/mL konsantrasyonlar1 200 pL ortam i¢ine uygulanmistir.
Calisilan doz araligindan en etkin ti¢ doz (1500 pM/mL, 2000 uM/mL, 2500
uM/mL) secilip 5 mL ortam i¢ine uygulanarak, bu hiicre hatlarinda meydana

gelen apoptotik etki akim sitometri cihazi kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

2.2.3. YPSK ile Askorbik Asidin Miktar Tayini

Analitik yontem validasyonu, bir test yonteminin dogru ve kesin bir
sekilde siirekli olarak bekleneni gergeklestirildiginin kanitlanmasidir. Bir analitik
yontemin validasyonu, o yontemin dogruluk, kesinlik ve gilivenilirliginin
kanitlanmasina yonelik olarak gerceklestirilmektedir (Green, 1996).

Askorbik asitin kantitatif analizi ters faz yiiksek basingli sivi
kromatografisi (RP-YPSK) yontemi ile gergeklestirilmistir. Bu yontemde HP
CHEMSTATION programi ve Hewlett-Packard Agilent 1100 cihaz1
kullanilmigtir. Kalibrasyon dogrusunun elde edilmesi i¢in 50-2000 pM/mL
araligindaki standart c¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu yontemin gilivenirliginin

belirlenmesi igin validasyon ¢alismalart yapilmistir.
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Cizelge 2.1. Yiiksek basingli sivi kromatografisi ¢aligsma kosullart

Hareketli faz Metanol:Su:Fosfat Tamponu(2:78:20, h/h)

Enjeksiyon hacmi 20 pL

Akis hizi 0,8 mL.dk™

Kolon 4.6 x 250 mm, 5 pm C 3 ACE kolon
Dalga Boyu 254 nm

% Dogrusallik (Linearity)

Askorbik asidin miktar tayini i¢in gelistirilen bu yontemde segilen
konsantrasyon araliginda artan konsantrasyon ile dogru orantili olarak artan pik
alaninin arasindaki iligkinin dogrusal olup olmadig1 degerlendirilmistir.

Standart egrinin belirlenmesi i¢in, askorbik asit PBS’de ¢oziilerek stok
¢ozelti hazirlanmistir v 10 mM/mL stok elde edilmistir. Bu stok c¢ozeltiden
hareketle, 50-2000 uM/mL konsantrasyonlarinda 5 farkli ¢6zelti hazirlanmis ve
YPSK’ya enjekte edilerek pik alanlari bulunmustur. Her bir askorbik asit pM’1na
denk gelen pik alam1 bulunarak kalibrasyon dogru denklemi hesaplandi.
Hesaplarda her bir nokta i¢in en az 3 degerin ortalamasi kullanildi. Her 6l¢tim 3

defa tekrarlandi. giin-i¢i ve giinler-aras1 dogrusallik sonuglar1 hesaplanmaistir.

% Dogruluk (Accuracy)

Kullanilan analitik yontem ile elde edilen bulgularin gercek degerlere
yakinliginin  gdsterilmesi  amaciyla  yapilmaktadir.  Secilen {i¢  farkh
konsantrasyonda (100, 500, 2000 uM/mL) hazirlanan askorbik asit c¢ozeltileri
YPSK ile analiz edilerek orneklerin geri kazanim degerleri hesaplanmistir.
Okunan degerler kalibrasyon denkleminde yerine konarak elde edilen

konsantrasyonlardan % geri kazanim degerleri hesaplanmustir.

% Geri Kazamim = (Kpratik / Kteorik) x 100

Kpratik: Etkin maddelerin kalibrasyon denkleminden elde edilen konsantrasyon degerleri.

Kteorik: Etkin maddelerin hazirlanan konsantrasyon degerleri
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% Kesinlik (Precision)

Bir analittk yontemin kesinligi, istatistiksel agidan  yeterli
degerlendirmenin yapilacagi sayida, aym1 konsantrasyondaki Ornekler Olgtilerek
ortalama, standart hata (SH) ve bagil standart sapma (BSS) hesaplanmasiyla
gerceklestirilir. BSS’nin %2’den kiiciik olmasi yontemin kesinliginin bir
gostergesidir.

PBS’de etken maddenin ii¢ farkli konsantrasyonda (100, 500, 2000
uM/mL) ¢ozeltileri hazirlanmistir. Cozeltilerin konsantrasyonlarina goére pik
alanlart YBSK enjeksiyonu sonrasinda belirlenmistir. Her konsantrasyon igin
deney 3 kez tekrarlanmis ve 1. giin yapilan c¢alismalar 2., ve 3. giinde tekrar
edilmistir (k=3). Kesinlik ile 1ilgili giin-i¢gi kesinlik ve giinler-arasi

tekraredilebilirlik degerleri kullanilarak yontemin kesinligi hesaplanmistir.

% Teshis ve Tayin Simirlar

Bir analitik yontemin teshis siniri, 6rnek icerisindeki teshis edilen fakat
kesinlikle kantitatif olarak tam miktarinin belirlenmesine gerek olmayan analitin
en kiigiik miktaridir. Bu smurlar diisiik konsantrasyona sahip bir seri ornegin
analiz edilmesiyle belirlenmistir. Her bir ortam ig¢in 3 paralel kalibrasyon
denklemi bulunmustur. En diisiik degerine karsilik gelen alanlarin standart sapma
degerler1 hesaplanmis ve bu degerlerin ortalamasi, secilen kalibrasyon
dogrusunun egimine boliinmiistiir. Bu deger 3.3 ile carpilarak teshis sinir1 (LOD);

10 ile ¢arpilarak tayin siir1 (LOQ) belirlenmistir.
2.2.4. Askorbik Asit Yiiklenmis KLN

Askorbik Asit Yiiklenmis KLN’in Hazirlanmasi

Askorbik asit yiiklii KLN’1 hazirlamak i¢in sicak homojenizasyon teknigi
kullanilmistir.  Bu teknige gore; %2,5 lipid, %5 askorbik asit ve %1,2 oraninda
yiizey etken madde (Tween 80) kullanilmistir. Once lipidin 80°C erimesi
saglanmustir. Lipid eridikten sonra askorbik asit eklenerek ayni sicaklikta erimesi
saglanmistir. Daha sonra Tween 80 yavas yavas ilave edilerek ultraturaks araciligi
ile 20500 rpm ‘de 1 dk karistirilmis ve bdylece askorbik asit yiikli KLN elde

edilmistir. Ayn1 zamanda etken madde (askorbik asit) kullanilmadan kontrol
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grubu olarak ayni sekilde bos KLN’de hazirlanmistir (Miiller ve ark., 1993;
Siekmann ve Westesen, 1994).

Askorbik Asit Yiiklit KLN’in Karakterizasyonu

% Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyel Ol¢iimii

Askorbik asit yiikli KLN’lerin partikiill boyutu ve zeta potansiyel
olciimleri Zetasizer Nano Series (Nano-ZS) (Malvern Instruments, Ingiltere)
kullanilarak yapilmistir. Her formiilasyon i¢in ardarda ii¢ Ol¢clim yapilmustir.
Olgiimler sirasinda cihazin sicakligi 25°C, 151k sagilim agist 90° olacak sekilde

ayarlanmugtir.

+ Enkapsiilasyonun Degerlendirilmesi

Etken madde yiikli KLN’ler 7500 rpm +4°C’de 30 dk boyunca
santrifiijlendikten sonra elde edilen siipernatandaki etken madde miktar1 0.2
pum’lik filtre kagidindan siiziildiikten sonra YPSK yontemiyle miktar tayini
hesaplanmistir. Etkin maddenin yiikleme etkinligi (%YE), asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplanmaistir.

Toplam etkin madde miktari- Serbest etkin madde miktar
%YE= 100 x

Toplam etkin madde miktar1

% Ila¢ Salhminin Degerlendirilmesi

Ilag salimi, USP XXXI, NF26 (2008) palet metodu kullanilarak 37°C’ de,
75 rpm’de 450 mL fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) (pH 6.8) disoliisyon
ortamimda gergeklestirilmistir. Ornekler alinarak YPSK’ya enjekte edilerek
bakilmistir. Céziinme ortamindan (6., 12., 24., 48., 72. ve 96. saatler) enjektor
yardimiyla 5 mL’lik 6rnekler 0,2 um’lik membran filtreden siiziilerek alinmis ve
YBSK’da 6l¢tim yapilmigtir. Alinan 6rnek hacmi kadar ortam sivisi her seferinde

yerine konulmustur. Her bir ¢alisma 3 kez tekrarlanmistir.

% Yiizey Morfolojisinin Incelenmesi
Sicak homojenizasyon teknigi ile elde edilen askorbik asit yiikli
KLN’lerin yiizey ozellikleri ve sekilleri, gecirimli elektron mikroskobu (TEM)
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(TEM; FEI, Hollanda) ile fotograflari ¢ekilerek incelenmistir. TEM yonteminde
santrifiijlenerek siipernatanin ayrildigi nanopartikiiller 100 pL MiliQ su icinde
siispanse edildikten sonra karbon kapli bakir grid iizerine damlatilarak
emdirilmistir. %2’lik (a/h) uranil asetat ile 20 saniye muamele edilerek boyanmasi
saglandiktan sonra suyla boyanin fazlasi uzaklastirilmistir. 24 saat boyunca

kuruyan nanopartikiiller TEM ile goriintiilenmistir.

2.2.5. Askorbik Asit Yiiklenmis KLLN’in H-ras 5RP7 ve NIH/ 3T3 ile

Etkilesimi

Sicak homojenizasyon teknigi ile elde edilen askorbik asit yiikli
KLN’lerin H-ras 5RP7 ve NIH/3T3 hiicreleri iizerinde olan etkisini gormek i¢in
2,5 uM/mL, 5 pM/mL, 7,5 puM/mL, 10 puM/mL, 15 pM/mL ve 20 pM/mL
derigimleri denenerek bu hiicre hatlar1 tizerinde MTT testinin yardimi ile
sitotoksik etkisine bakilmistir. Elde edilen sonuglara gore segilen en etkin {i¢ doz
(15 uM/mL, 20 uM/mL ve 25 puM/mL) 5 mL ortam igine uygulanarak hiicrelerde

meydana gelen apoptotik etki akim sitometri cihazinda 6l¢tilmustiir.

2.2.6. MTT Testi ile Mitokondriyel Siiksinat Dehidrojenaz Enzim

Ol¢iimii

MTT testinin protokolii ilk kez Mossman tarafindan 1983 yilinda
belirlenmistir. Bu yontem saglikli hiicrelerde mitokondrinin MTT boyasinin
tetrazolium (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide, MTT
halkasint pargalayabilmesi esasina dayanmaktadir (Mossman, 1983). Bu
reaksiyon bir mitokondriyal enzim olan suksinat dehidrogenaz enziminin
aktivitesine baglidir. Tetrazolium halkasinin par¢alanmasi ile soluk sar1 renkli MTT
boyasi koyu mavi-mor formazan iirliniine doniisiir. Sonu¢ olarak canli ve mitokondri
fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri

fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir (Fotokis ve Timbrell, 2006).

96 kuyulu hiicre kdltiirii plakalarin her kuyucuguna 1X103 hiicre/mL de
olacak sekilde hazirlanan H-ras 5RP7 ve NIH/ 3T3 hiicre siispansiyonu
aktarilarak, hiicreler 37°C’ de inkiibe edilir. Askorbik asit ve askorbik asit yiikli
KLN ile 24, 48 ve 72 saat muamele edilen hiicrelerden inkiibasyon siiresi sonunda

her bir kuyucuga 20 uL. MTT boyast (5 mg/mL) ilave edilerek ve hiicreler
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37°C’de 2 saat daha inkiibe edilir. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyasi
uzaklastirilarak ve her bir kuyuya canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan
tuzlarmin ¢oziinmesi i¢in 200 ul. DMSO eklenerek 10 dk inkiibe edilir. Renk
degisimi, ELX808-IU Bio-Tek plaka okuyucusunda 540 nm dalga boyu ile
belirlenir. Bilesen ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligt % 100 olarak
kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade edilir. Bu test
askorbik asit ve askorbik asit yiiklii KLLN i¢in iki hiicre grubunda 3’er defa olmak

tizere tekrar edilmistir.

2.2.7. Akim Sitometri ile Apoptotik Etkinin Olgiilmesi

Akim sitometri, hiicre veya partikiillerin akmakta olan bir akiskanin
icindeyken ozelliklerinin incelenip,  Olglilmesini saglayan cihazdir. Akim
sitometrisi ile bir sispansiyon halindeki hiicre ya da partikiiller, lazer 15181 ile
aydinlatilmakta olan bir bolmeden gegirilir; hiicrelerin 1s1gin 6niinden gecerken
verdikleri sinyaller (hiicrelerin biiytikliigii veya hiicreye baglanan ¢esitli floresan
Ozellikte boyalar vb.) toplanarak analiz edilir (Taneli, 2007).

Askorbik asit ve askorbik asit yiiklii KLN’in H-ras 5RP7 ve NIH/3T3
hiicreleri tizerinde olan apoptotik etkilerini 6lgmek i¢in, apoptoz mekanizmasinin
tetiklenmesi ile hiicre dis yiizeyine hareket eden fosfotidilserine karsi yiiksek
affiniteye sahip Annexin-V ile incelenmistir. Normal hiicrelerde, fosfotidil serin
(FS) bolgeleri sitoplazmik membranin i¢ kisminda bulunurlar. Apoptoz siirecinde,
FS boélgeleri yer degistirerek dis membrana yonelir. Annexin-V, FS gibi negatif
yiklii fosfolipidlere baglanan spesifik bir proteindir. Apoptoz sirasinda hiicreler,
plazma membraninin PI’y1 (propium iodide) serbestlestirme yetenegini yitirmeden
once Annexin V’ ye baglanir. Pl ise ge¢ apoptoz (nekroz) olan hiicrelerin
belirlenmesinde kullanilan bir boyadir. Annexin V ve Pl kombinasyonu ile
boyanan hiicrelerde canli, apoptotik ve nekrotik hiicre populasyonlart ayni anda
ayirmak miimkiindiir; Q1 (Pl), Annexin V FITC(,) nekrotik hiicrelerin sayisini,
Q2 (Pl(y, Annexin V FITC)) erken apoptoza ugrayan hiicre popiilasyonunu, Q3
(Pl, Annexin V FITC()) canli hiicrelerin sayisim ve Q4 (Plu), Annexin V
FITC()) gec apoptoza ugrayan hiicre popiilasyonunun sayisini verir (Martin ve

ark., 1995; Van Heerde ve ark., 1995; Karaboz ve ark., 2008).
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Askorbik asit ve askorbik asit yiikli KLN’in H-ras 5RP7 ve NIH/3T3
hiicreleri iizerinde olan apoptotik etkilerini 6lgmek igin hiicreler 1X10%ml olacak
sekilde toma lami ile sayildiktan sonra uygun derisimlerde askorbik asit ve
askorbik asit yiikli KLN muamele edilip 24, 48 ve 72 saat siire karbondioksitli
inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler santrifiijlenip, 2 kere
soguk PBS ile yikanmustir. Uzerine 5 pL Annexin V-FITC ve 5 uL PI ilave
edildikten sonra, oda sicakliginda ve karanlikta 15 dk siireyle bekletilmistir. Bu
stire sonunda, 400 pLL. Annexin V binding buffer eklenip hiicreler 1 saat iginde
analize alinmigtir. FACS Aria flow cytometer cihazinda Diva 6.0 software

kullanilarak, hiicrelerin yiizdeleri saptanmustir.

2.2.8. Konfokal Mikroskop ile Hiicresel Degisikliklerin incelenmesi

Lazer taramali konfokal mikroskobu, floresan veya yansitici problar ile
isaretlenmis kemik, beyin ve diger benzeri dokularin oldukc¢a kalin kesitleri,
gelismekte olan embriyolar gibi kiiciilk organizmalar ve biitiin haldeki hiicre
ornekleri ile ¢alisma imkani saglar. Bu teknoloji sayesinde en yiiksek 151k
mikroskobu ¢oziiniirliigii ile hiicre alt1 yapilar, fonksiyonlar1 ve hiicre/organizma
yapisinin detayli bir sekilde goriintiilenmesini saglar. Akridin oranj (AO) ¢ift
veya tek zincirli niikleik asitlere baglanabilen, hiicrenin cekirdegine DNA ve
RNA’y1 segici bir sekilde boyayabilen, hiicrenin ¢ekirdegi hakkinda bilgi sahibi
olmamizi saglayan floresan Ozellikte metakromatik bir boyadir. Maksimum
absorbsiyonu yaklagik 455-490 nm’dir. AO, hiicre i¢indeki tek zincirli niikleik
asitleri kirmiziya, c¢ift zincirli niikleik asitleri de (DNA ve kendi {istiinde cifte
sarmal yapmis RNA) yesile boyamaktadir (Kapuscinski, 1990; Kapuscinski ve
ark., 1982).

Askorbik asit ve askorbik asit yiiklii KLN’in uygulandig1 H-ras 5RP7 ve
NIH/3T3 hiicreleri ilizerinde olan morfolojik degisikliklerini belirlemek i¢in;
1X10° hiicre/mL steril lamellerin yerlestirildigi cam petri kaplarina aktarilip,
belirlenen en etkin derisimlerdeki askorbik asit (2500 uM/mL) ve askorbik asit
yiiklii KLN (25 pM/mL) hiicrelere eklenerek 72 saat etiivde 37°C’de inkiibasyona
tabi tutulmustur. Bu siirenin bitiminde hiicreler 2 defa 1XPBS soliisyonu ile
yikanip %70 etanolde 15 dk boyunca fikse edilmistir. Daha sonra, AO (0,1
mg/mL) ile 10 dk inkiibe edilip son kez 1XPBS ile yikanmistir. Hazirlanan
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numuneler lazer taramali konfokal mikroskobunda (Leica TCS SP5) incelenmek
lizere preparat haline getirilmistir ve Leica Confocal Software Version 2.00

programi kullanilarak incelenmistir (Cotter ve Martin, 1996).

2.2.9. Gegirimli Elektron Mikroskop (TEM) ile Ince Yam

Degisikliklerin Incelenmesi

Askorbik asit ve askorbik asit yiiklii KLN’in H-ras 5RP7 ve NIH/3T3
hiicreleri iizerinde olan ince yapisal degisiklikleri incelemek icin; 1X10%ml H-
ras 5RP7 ve NIH/3T3 hiicreleri en etkin derisimlerde askorbik asit ve askorbik
asit yikli KLN muamele edildikten sonra 72 saat siire karbondioksitli
inkiibatorde bekletilmistir. Bu siire sonunda, askorbik asit ve askorbik asit yiiklii
KLN ile etkilestirilen hiicreler TEM’de incelenmesi i¢in doku takibi protokoliine
gecilmistir Ayrica ayni zamanda bu hiicre hatlarinin kontrol gruplari da aym

protokolle hazirlanmustir.

> Fiksatif Hazirlama: ilk fiksatif, tamponlanms gluteraldehittir.
Fosfat tamponu;
Nap;HPO,4 ve KH,PO, karistirilarak, tampon soliisyonu hazirlanmistir.
Incelenecek hiicrelerin yapis1 ve bilyiikliigiine gore, hiicreler tespit icerisinde 4-24

saat arasinda +4°C’de fikse edilmistir.

» Yikama: Fikse olmus hiicrelerden fiksatifi uzaklastirmak i¢in hiicreler

tampon ¢ozeltisi ile yikanir (3X15 dk.).

> lIkinci Tespit (Osmium Tetroksit): Yikanan hiicreler % 1°lik OSO,
igcerisine almip, 2 saat siireyle rotatorda dondiiriilerek, fikse edilmeleri

saglanmistir. Bu siire sonunda tampon ile 3X15 dk. yikanir.

» Dehidratasyon: Etil alkol ile yapilir.
% 50 Alkol 15 dk.X2 +4°C
% 70 Alkol 15 dk.X2 +4°C
% 90 Alkol 15 dk.X2 +4°C
% 96 Alkol 30 dk.X2 +4°C
Absolu Alkol 30 dk.X1 +4°C
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Absolu Alkol 30 dk.X1 +25°C

» Seffaflandirma:
Propilenoksit 30 dk.X2
Resin + Propilenoksit (1/1)

Hiicreler bu karisimda 2 saat siireyle rotatorda dondiiriliir.

» Bloklama: Taze hazirlanmig resinle bloklama islemi yapilir.

Polimerizasyon iglemi 48 saat boyunca 60°C’de yapilmistir.

Resin Solusyonunun Hazirlanmasi:
Araldit CY212 20 mL,

DDSA 20 mL,

BDMA 0,6 mL,

Dibiitilfitalat 1 mL.

» Kesitlerin Boyanmasi: Uranil asetat boyasinin hazirlanmast;
Metil Alkol 80 mL,
Uranil asetat 2 gr,
Distile su 20 mL.
Bu boya igerisinde gridler 45-60 dk. bekletilip, distile suyla yikanir (boya

kullanilmadan 6nce stiziilmelidir).

» Kursun Sitrat Boyasinin Hazirlanmasa:
A Karisim
10 N NaOH 2 gr,
Distile su 5 mL.

B Karisim
Kursun sitrat 200 mgr,

Distile su 50 mL.

B karigimi iizerine 0,5 mL A karnisimi katilip, kuvvetlice c¢alkalanarak

karistirilmistir (pH 12-13 arasi olmalidir). Temiz bir falkona konup, karanlikta ve
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+4°C’de saklanir. Boyanan kesitler elektron mikroskobunda incelenip, fotograflar

cekilmisgtir.
2.2.10. Istatiksel Degerlendirmeler

MTT deneylerinin sonuglarimin istatistiksel degerlendirmesinde GraphPad Prism
programi kullanilmis ve elde edilen verilerin tek yonlii ANOVA ile Posthoc
olarak Tukey testi uygulanarak anlamliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri

olarak p<0.05 kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Askorbik Asidin H-ras 5RP7 ve NIH/3T3 Hiicreleri ile

Etkilesiminin Degerlendirilmesi

3.1.1. Askorbik Asidin H-ras 5RP7 ve NIH/3T3 Hiicrelerindeki

Sitotoksik Bulgulari

Askorbik asidin uygulandigi H-ras SRP7 ve NIH/3T3 hiicreleriyle yapilan
MTT testi sonucunda, uygulanan maddenin tiim dozlarinda mitokondriyal aktivite
de zamana ve doza bagli olarak SRP7 hiicrelerinde, canlilik yiizdesinde bir azalma
gozlenirken (Cizelge 3.1, Sekil 3.1), NIH/3T3 hiicrelerinde herhangi bir sitotoksik
etkiye sahip olmadig1 gézlemlenmistir (Cizelge 3.2, Sekil 3.2). 5RP7 hiicrelerinin
canlilik oranindaki azalma miktar1 en belirgin olarak 72 saatte gézlemlenmistir.
Bu hiicre hattina uygulanan askorbik asidin en diisiik dozunda (500 uM/mL) 6liim
yiizdesi; 24 saatte %4,8, 48 saatte % 12,2 ve 72 saattte %17,5 olarak bulunmustur.
En etkili doz olan 2500 uM/mL askorbik asit uygulandiginda ise, 24 saatte %19,8,
48 saatte % 31,7 ve 72 saattte %39,7 olarak bulunmustur. Uygulanan 1500, 2000,
2500 ve 3000 uM/mL dozlarinin hiicre canliligina olan etkisi doza ve zamana
bagl olarak kontrole gére anlamli bulunmustur. NIH/3T3 hiicrelerine uygulanan
askorbik asit ise, doza ve zamana bagli olarak kontrolle karsilastirildiginda doz ve
zaman arttikga hiicrelerin proliferasyonunda bir azalma oldugu i¢in anlamh

farkliligin azaldig: tespit edilmistir.
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Cizelge 3.1. Askorbik asidin uygulandigi 5RP7 hiicrelerinin canlilik yiizde degerleri

Dozlar (uM/mL) Canhlik Yiizdeleri (%)
24 saat 48 saat 72 saat

500 95,2 87,8 82,5
1000 91,2 81,5 77,3
1500 86,1 78,7 73,4
2000 83,3 74,3 68,5
2500 80,2 69,3 60,3
3000 78,6 67,5 55,2
120

100
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Sekil 3.1. Askorbik asidin uygulandigi SRP7 hiicrelerinin canlilik yiizdelerinin grafigi. Her bir
veri noktas1 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir. Anlamlilik degeri

p<0.05", p<0.01”", p<0.001"""; ortalama degerler + Standart Hata (n=6)
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Cizelge 3.2. Askorbik asidin uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinin canlilik yiizde degerleri

Dozlar Canlhilik Yiizdeleri (%)
(uM/mL)
24 saat 48 saat 72 saat
500 148,4 135,5 125,5
1000 135,4 129,8 115,3
1500 130,2 127,4 112
2000 123,5 118,5 105,5
2500 126,4 117,3 101,5
3000 115,5 1125 98,5
180
160
140
120
=
= 100
4
¢
< 80
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60
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Sekil 3.2. Askorbik asidin uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinin canlilik yiizdelerinin grafigi. Her bir
veri noktast 3 bagimsiz kuyunun ortalamasmi temsil etmektedir. Anlamlilik degeri

p<0.05", p<0.01™", p<0.001"", ortalama degerler + Standart Hata (n=6)
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3.1.2. Askorbik Asidin H-ras 5RP7 ve NIH/3T3 Hiicrelerindeki

Apoptotik Bulgularn

Askorbik asidin SRP7 hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisine bakildiginda,
genel olarak zaman ve doza bagli olarak canliligin yilizdesinde bir azalma
gozlemlenmistir. En belirgin etki 72 saatte gozlemlenmistir (Cizelge 3.5, Sekil
3.5). 24 ve 48 saatte canliliin ylizdesi en fazla %7.4 azalirken, 72 saatte bu oran
%27’ye ¢ikmistir (Cizelge 3.3, 3.4, Sekil 3.3, 3.4). NIH/3T3 hiicreleri ilizerinde
olan etkisine genel olarak baktigimizda ise; herhangi bir apoptotik etki
gozlemlenmemistir (Cizelge 3.6, 3.7, Sekil 3.6, 3.7). Ancak 72 saatte uygulanan
en yiikksek dozda (2500 uM/mL ) canlilik yilizdesi %88.4’e diismiistiir (Cizelge
3.8, Sekil 3.8).

Cizelge 3.3. Askorbik asidin uygulandigi 5RP7 hiicrelerinde, Annexin V FITC degerlendirmesi ile
elde edilen 24 saatlik apoptotik yiizde degerleri

24 Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)

Kontrol 0.6 3.0 95.0 1.3
1500 pM/mL 1.2 3.4 94.4 0.9
2000 pM/mL 1.5 2.6 94.8 1.1
2500 pM/mL 1.2 4.6 93.1 1.0

Cizelge 3.4. Askorbik asidin uygulandigi SRP7 hiicrelerinde, Annexin V FITC degerlendirmesi ile
elde edilen 48 saatlik apoptotik yiizde degerleri

48 Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)
Kontrol 2.5 1.7 94.6 1.1
1500 pM/mL 2.2 1.7 94.8 1.3
2000 pM/mL 1.7 2.9 93.2 2.1
2500 pnM/mL 1.8 2.9 92.6 2.7
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Cizelge 3.5. Askorbik asidin uygulandigi 5RP7 hiicrelerinde, Annexin V FITC degerlendirmesi ile
elde edilen 72 saatlik apoptotik yiizde degerleri

72 Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)
Kontrol 1.1 3.1 94.9 0.9
1500 pM/mL 1.3 9.4 81.3 8.0
2000 pM/mL 1.2 9.3 78.2 10.8
2500 pM/mL 1.7 14.5 73.0 11.2
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elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 24 saatlik histogramlar1 (Q1=% Nekroz, Q2=

% Erken Apoptoz, Q3= % Canlilik Q4= % Geg¢ Apoptoz)
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Sekil 3.4. Askorbik asidin uygulandigi S5RP7 hiicrelerinde, Annexin V FITC degerlendirmesi ile
elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 48 saatlik histogramlar1 (Q1=% Nekroz, Q2=
% Erken Apoptoz, Q3= % Canlilik Q4= % Geg¢ Apoptoz)
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Sekil 3.5. Askorbik asidin uygulandigi S5RP7 hiicrelerinde, Annexin V FITC degerlendirmesi ile
elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 72 saatlik histogramlar1 (Q1=% Nekroz, Q2=
% Erken Apoptoz, Q3= % Canlilik Q4= % Geg¢ Apoptoz)
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Cizelge 3.6. Askorbik asidin uygulandigi

NIH/3T3 hiicrelerinde,
degerlendirmesi ile elde edilen 24 saatlik apoptotik yiizde degerleri

Annexin V FITC

24 Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)

Kontrol 2.1 2.9 94.6 0.4
1500 pM/mL 15 2.4 95.1 0.9
2000 pM/mL 2.2 3.5 93.4 0.9
2500 pM/mL 1.9 2.2 95.0 0.9

degerlendirmesi ile elde edilen 48 saatlik apoptotik yiizde degerleri

48 Saat
Kontrol
1500 pM/mL
2000 pM/mL

2500 pM/mL

degerlendirmesi ile elde edilen 72 saatlik apoptotik yiizde degerleri

Cizelge 3.7. Askorbik asidin uygulandigi

Q1(%)
13
16
25

2.4

Cizelge 3.8. Askorbik asidin uygulandig:

Q2(%)
0.8
1.8
0.8

1.1

NIH/3T3 hiicrelerinde,

Q3(%)
97.9
94.9
96.5

96.4

NIH/3T3 hiicrelerinde,

Annexin V FITC

Q4(%)
0.1
1.8
0.2

0.2

Annexin V FITC

72 Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)
Kontrol 0.7 1.5 97.4 0.4
1500 pM/mL 0.9 4.5 93.8 0.7
2000 pM/mL 0.8 2.9 95.6 0.7
2500 pnM/mL 1.8 9.4 88.4 0.5
65




IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Sekil 3.6. Askorbik asidin uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinde, Annexin V FITC degerlendirmesi

ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 24 saatlik histogramlar1 (Q1=% Nekroz,

Q2= % Erken Apoptoz, Q3= % Canlilik Q4= % Geg Apoptoz)
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Sekil 3.7. Askorbik asidin uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinde, Annexin V FITC degerlendirmesi
ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 48 saatlik histogramlar1 (Q1=% Nekroz,

Q2= % Erken Apoptoz, Q3= % Canlilik Q4= % Geg¢ Apoptoz)
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Sekil 3.8. Askorbik asidin uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinde, Annexin V FITC degerlendirmesi
ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 72 saatlik histogramlar1 (Q1=% Nekroz,
Q2= % Erken Apoptoz, Q3= % Canlilik Q4= % Geg Apoptoz)
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3.2. Askorbik Asit Yiiklenmis KLN’in H-ras 5RP7 ve NIH/3T3

Hiicreleri ile Etkilesiminin Degerlendirilmesi

3.2.1. Askorbik Asit Yiikli KLN’in H-ras 5RP7 ve NIH/3T3

Hiicrelerindeki Sitotoksik Bulgular:

Askorbik asit yiiklii KLN’in uygulandigi SRP7 ve NIH/3T3 hiicreleri
tizerinde olan sitotoksik etkisine baktigimizda; doza ve zamana bagli olarak
kontrole gore karsilastirildiginda 24 saat igin 7,5, 10, 15 ve 20 uM/mL anlamli
iken, 48 saat i¢in 5, 7,5, 10, 15 ve 20 uM/mL anlamli ve 72 saat icin 2.5, 5, 7.5,
10, 15 ve 20 uM/mL dozlarinin anlamli oldugu bulunmustur. Doz ve saate bagh
anlamlilik artmistir. Askorbik asit ylklii KLN uygulanan SRP7 hiicrelerinde
zamana ve doza bagh olarak canlilik yiizdeleri azalirken, NIH/3T3 hiicreleri
tizerinde herhangi bir toksik etkiye sahip olmadigi bulunmustur. Askorbik asit
yiikli KLN’in en diisik dozu (2,5 pM/mL) 5RP7 hiicrelerine uygulandiginda
Olim orani; 24 saatte %7,3, 48 saatte % 16,1ve 72 saattte %21,5 olarak
bulunurken, en etkili doz olan 20 uM/mL askorbik asit yiiklii KLN verildiginde,
24 saatte %41,3, 48 saatte % 51,2 ve 72 saattte %59,5 olarak bulunmustur. En
anlaml1 saat 72 saat olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.9, Sekil 3.9). Askorbik asit
yiikli KLN’1 askorbik asitle karsilagtirdigimizda, doza ve zamana bagli olarak
bakildiginda SRP7 hiicre hattinda askorbik aside gore daha etkili oldugu ve 6liim
oraninin anlamli olarak arttigi bulunmustur. Ayrica hem askorbik asidin hem de
askorbik asit yiikli KLN’in NIH/3T3 hiicre hattinda herhangi bir sitotoksik
aktivitesi gozlemlenmemistir. Fakat askorbik asit yiiklii KLN’in uygulandig1 bu
hiicre hattinda doza bagh olarak kontrolle karsilastirildiginda, sadece 24 saat icin
anlamli farklilik bulunmustur. Ciinkii 6zellikle 72 saatte hiicrelerin canlilik
yiizdelerinde az bir miktarda da (% 6,5) olsa azalma gozlemlenmistir (Cizelge

3.10, Sekil 3.10).
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Cizelge 3.9. Askorbik asit yiikli KLN’in uygulandig1 SRP7 hiicrelerinin canlilik yiizde degerleri

Dozlar (uM/mL) Canlilik Yiizdeleri (%)
24 saat 48 saat 72 saat
2,5 92,7 83,9 79,5
5 85,5 73,2 71,2
7,5 78,5 62,4 62,5
10 70,3 59,7 54,3
15 67,8 51,4 48,7
20 58,7 49,8 41,5
100
90
80
%
can 70
bl g
k
50
%k k
40 —¢—24 saat
30 =@=48 saat
20 | ——72 saat
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0
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Sekil 3.9. Askorbik asit yiikli KLN’in uygulandigi SRP7 hiicrelerinin canlilik yiizdelerinin
grafigi. Her bir veri noktas1 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir.
Anlamlilik degeri p<0.05", p<0.01”", p<0.001"", ortalama degerler + Standart Hata
(n=6)
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Cizelge 3.10. Askorbik asit yiikli KLN’in uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinin canlilik yiizde

degerleri
Dozlar Canlibik Yiizdeleri (%)
(uM/mL)
24 saat 48 saat 72 saat
25 135,3 106,8 105,4
5 130,1 104,5 102,4
75 131,9 105,8 99,3
10 118,5 102,6 99,7
15 113,3 103,7 98,2
20 112,4 102,3 93,5
160 -
140 1 % - o
120 - m
[\ S - .
100 - — —u
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£ 60 -
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Sekil 3.10. Askorbik asit yiiklii KLN’in uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinin canlilik yiizde
degerlerinin grafigi. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil
etmektedir. Anlamhhk degeri p<0.05", p<0.01"", p<0.001"" ortalama degerler +
Standart Hata (n=6)
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3.2.2. Askorbik Asit Yiikli KLN’in H-ras 5RP7 ve NIH/3T3

Hiicrelerindeki Apoptotik Bulgular:

Askorbik asit yiiklii KLN’in 5RP7 hiicreleri iizerinde apoptotik etkilerine
Annexin V-FITC kullanarak bakildiginda, zaman ve doza bagl olarak kontrole
gore karsilastirildiginda, zaman ve doz arttik¢a hiicrelerin canlilik oraninda (Q3)
azalma oldugu ve hem erken apoptoz (Q2) hemde geg¢ apoptoz yiizdesinde (Q4)
belirgin bir artis gozlemlenmektedir. Akim sitometriden elde edilen sonuglara
gore, en etkin saat 72 saat olarak (% 43 6liim) belirlenmistir (Cizelge 3.13, Sekil
3.13) ve MTT testindeki sonuglara paralel sonuglar elde edilmistir. Ayrica
askorbik asit yiikli KLN’in askorbik asite gore apoptotik etkisinin daha fazla
oldugu bulunmustur (Cizelge 3.11, 3.12, Sekil 3.11, 3.12). Askorbik asit yiikli
KLN’in NIH/3T3 hiicreleri iizerinde olan apoptotik etkisine baktigimizda, canlilik
yiizdesi en fazla 72 saatte azalmistir (% 11.9) (Cizelge 3.14, 3.15, 3.16). Doza ve
zamana bagli artisa bakarsak, hiicrelerde erken (Q2) apoptozun arttigi
gozlemlenmektedir (Sekil 3.14, 3.15, 3.16).
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degerlendirmesi ile elde edilen 24 saatlik apoptotik yiizde degerleri

Cizelge 3.11. Askorbik asit yiikli KLN’in uygulandigi 5RP7 hiicrelerinde, Annexin V FITC

24 Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)

Kontrol 1.0 2.5 94 2.4
15 ptM/mL 3.9 7.3 85.3 3.5
20 pM/mL 4.1 7.5 85.7 2.7
25 pM/mL 4.9 7.2 85.7 2.2

degerlendirmesi ile elde edilen 48 saatlik apoptotik yiizde degerleri

48 Saat
Kontrol
15 pM/mL
20 pM/mL

25 pM/mL

degerlendirmesi ile elde edilen 72 saatlik apoptotik yiizde degerleri

Q1(%)
17
3.9
22

2.6

Q2(%)
2.7
14.0
14.4

17.5

Q3(%)
95.2
70.6
72.6

65.6

Cizelge 3.12. Askorbik asit yiikli KLN’in uygulandigi SRP7 hiicrelerinde, Annexin V FITC

Q4(%)
0.4
11.6
10.9

14.3

Cizelge 3.13. Askorbik asit yiklii KLN’in uygulandigi 5RP7 hiicrelerinde, Annexin V FITC

72 Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)
Kontrol 2.7 1.6 95.3 0.4
15 pM/mL 3.3 7.9 77.1 11.7
20 uM/mL 3.4 8.7 76.4 11.6
25 uM/mL 3.7 10.5 57 28.8
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Sekil 3.11. Askorbik asit yiikli KLN’in uygulandigi SRP7 hiicrelerinde, Annexin V FITC

degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 24 saatlik histogramlari

(Q1=% Nekroz, Q2= % Erken Apoptoz, Q3= % Canlilik Q4= % Geg¢ Apoptoz)
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degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 48 saatlik histogramlari

Sekil 3.12. Askorbik asit yiikli KLN’in uygulandigi SRP7 hiicrelerinde, Annexin V FITC

(Q1=% Nekroz, Q2= % Erken Apoptoz, Q3= % Canlilik Q4= % Geg¢ Apoptoz)
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Sekil 3.13. Askorbik asit yiikli KLN’in uygulandigi SRP7 hiicrelerinde, Annexin V FITC
degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 72 saatlik histogramlar1

(Q1=% Nekroz, Q2= % Erken Apoptoz, Q3= % Canlilik Q4= % Geg¢ Apoptoz)
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degerlendirmesi ile elde edilen 24 saatlik apoptotik yiizde degerleri

Cizelge 3.14. Askorbik asit yiiklii KLN’in uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinde, Annexin V FITC

24 Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)

Kontrol 0.9 1.0 97 0.3
15 ptM/mL 4.2 14 94.0 0.4
20 pM/mL 1.7 1.8 95.0 1.4
25 pM/mL 0.7 1.7 95.4 2.2

degerlendirmesi ile elde edilen 48 saatlik apoptotik yiizde degerleri

48 Saat
Kontrol
15 pM/mL
20 pM/mL

25 pM/mL

degerlendirmesi ile elde edilen 72 saatlik apoptotik yiizde degerleri

Q1(%)
36
2.1
15

2.4

Q2(%)
0.3
5.1
7.3

6.3

Q3(%)
96.1
92.3
89.8

91.8

Cizelge 3.15. Askorbik asit yiiklii KLN’in uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinde, Annexin V FITC

Q4(%)
0.0
0.5
14

0.3

Cizelge 3.16. Askorbik asit yiikliit KLN’in uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinde, Annexin V FITC

72 Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)
Kontrol 2.1 0.7 97.2 0.0
15 pM/mL 2.7 4.9 92.1 0.2
20 puM/mL 2.5 7.0 89.7 0.8
25 uM/mL 3.2 7.7 88.1 1.0
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Sekil 3.14. Askorbik asit yikliit KLN’in uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinde, Annexin V FITC
degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 24 saatlik histogramlar1

(Q1=% Nekroz, Q2= % Erken Apoptoz, Q3= % Canlilik Q4= % Geg¢ Apoptoz)
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Sekil 3.15. Askorbik asit yiklii KLN’in uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinde, Annexin V FITC
degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 48 saatlik histogramlar1

(Q1=% Nekroz, Q2= % Erken Apoptoz, Q3= % Canlilik Q4= % Geg¢ Apoptoz)
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Sekil 3.16. Askorbik asit yikliit KLN’in uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinde, Annexin V FITC
degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 72 saatlik histogramlar1

(Q1=% Nekroz, Q2= % Erken Apoptoz, Q3= % Canlilik Q4= % Geg¢ Apoptoz)
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3.3. Askorbik Asidin Miktar Tayininin Degerlendirilmesi

Boliim 2.2.3.1°de agiklandigi gibi, askorbik asit 10 mM/mL derisimindeki
ana stok ¢oOzeltisinden hareketle 50, 100, 500, 1000 ve 2000 uM/mL derisiminde
seyreltmeler yapilmistir. Kalibrasyon derisimleri 6l¢iimii hedeflenen nanopartikiil
formiilasyonlarindaki askorbik asidin icerigi ve 6rnegi analize hazirlama islemleri
ongoriilerek belirlenmistir. Uger set halinde hazirlanan Kalibrasyon noktalari
derisimlerin pik normalizasyonlarina karsi dogrusal regresyonunun yapilmasi
sonucunda elde edilen dogru denklemi y = 9.39x — 33.25 fonksiyonun
tanimlayicilik katsayist da 0.9998 bulunmustur (n=6). Sonug¢ olarak kullanilan
analitik yontemin 50-2000 puM/mL konsantrasyon araliginda dogrusalligi
gosterilmistir.

Askorbik asidin hazirlanan 3 farkli konsantrasyonu 3’er kere YPSK’ya
enjekte edilerek, her konsantrasyona karsilik gelen normalizasyon degerleri
hesaplanmistir. Hesaplanan degerler kalibrasyon denkleminde yerine konarak elde
edilen % geri kazanim degerleri Cizelge 3.17°de verilmistir. Yontemin yilizde geri
kazanim degerleri %93’ten biiyiikk bulunmustur, buda yontemin dogruluk
derecesini gostermektedir.

Ayrica yontemler boliimiinde anlatildigi tizere, YPSK yonteminin kesinlik
Olctimleri yapilmistir. Kesinlik ¢alismalarina ait Cizelge 20°de verilen sonuglara
gore; BSS <%2 olarak bulundugu i¢in kesinlik sonuglar1 uygundur. Saptama sinir1
(LOD) ve ol¢iim smir1 (LOQ) degerleri de hesaplanmistir. LOD= 2,356
LOQ=7,064 olarak bulunmustur. Hesaplanan yontemin LOD ve LOQ degerleri
askorbik asidin miktar tayini ve askorbik asit yiiklit KLN’in salim 6zellikleri i¢in

yeterlidir.
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Cizelge 3.17. Askorbik asidin BSS ve % geri kazanim degerlerinin verilmesi

n=3 Giin ici Giinler Arasi, k=3
Derisim - -
(uM/mL) Olgiilen BSS* %Geri kazanim** Olgiilen BSS %Geri
derisim derisim kazanim
100 9.38 1,80 93.82 9.74 1.42 97.35
500 48.69 1,22 97.39 48.08 1.28 96.16
2000 189.92 0,09 94.96 195.25 1.20 97.63

“Kesinlik “Dogruluk BSS= Bagil Standart Sapma

3.4. Askorbik Asit Yiiklenmis KLN’in Karakterizasyonunun

Degerlendirilmesi

3.4.1. Zeta Potansiyel ve Partikiil Boyutlar

Askorbik asit ve tiretilen askorbik asit yiiklii KLN’ler, partikiil biiyiikligi
ve polidisperslik indisi agisindan, Zetasizer ile oda sicakliginda, 90°’lik ac1 ile
degerlendirildi (n=3). Ornekler degerlendirmeden once filtre edilmis, 2.5 mL
bidistile su (pH=7) ile seyreltilmistir. Parcacik biylikliigi dagilimim
degerlendirmek i¢in ayrica 0-1 arasinda degerler alan polidisperlik indisi verileri
de kullanilmustir. Sifira yakin degerlerin homojen dagilimi gosterdigi polidispertik
indisi verileri degerlendirildiginde, askorbik asit yiiklii KLN’in yaklagik 0.400
gibi diisiik degerler alarak homojen bir dagilima sahip oldugu gosterilmistir
(Cizelge 21).

Zeta potansiyel, kolloidal dispersiyonlarin kararliligi hakkinda bilgi
vermektedir. Partikiillerin kinetik enerjileri potansiyel enerjiyi asarsa, partikiiller
birbirine yaklasir ve topaklanma meydana gelir. Bundan dolay1 zeta potansiyelin
belirli bir degerin altinda olmas1 gerekir (£30 mV). Askorbik asit yiiklii KLN’in
zeta potansiyellerine baktigimizda; yaklasik olarak -25 mV olarak bulunmustur
(Cizelge 3.18). Zeta potansiyelin ne kadar diisiik olursa sistem o kadar kararli
olur. Sonug¢ olarak; askorbik asit yiiklii KLN, askorbik aside gore hem boyut
olarak daha kiigiik hem de zeta potansiyel degerlerinden dolayr daha kararl

oldugu bulunmustur.
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Cizelge 3.18. Askorbik asit ve askorbik asit yiikli KLN’in partikiil boyutlari, PI ve zeta

potansiyellerinin karsilastirilmast

Partikiil Boyutu | Polydispers indisi | Zeta Potansiyel Zeta

(nm) PD (mV) Potansiyel

(mV) (3.ay)
725,5 0,584 2,95 3,11
Askorbik asit 652,5 0,478 3,09 3,42
638,4 0,545 2,4 2,71

Askorbik asit 213 0,377 -24 -21

yiiklii KLN 202,4 0,321 -19,5 -20,2
2255 0,387 -25,4 -26,1
170,7 0,399 -16,5 -18,3
Bos KLN 160,4 0,369 -15,4 -14,7
155,5 0,379 -17,8 -19,6

3.4.2. Etken Madde Yiikleme Etkinligi

Askorbik asit yiikkli KLN’in etken madde yiikleme kapasitesine
bakildiginda yontemler kisminda verilen formiile gore hesaplandiginda %90
olarak hesaplanmistir. Sonug olarak; askorbik asit yiikli KLN’in etken madde
yiikleme kapasitesi yiiksek oldugu igin uzun siire salim yapabilme kapasitesine
sahip oldugu ve sicak homojenizasyon teknigi ile iiretilen bu nanopartikiillerin

basarili bir sekilde tiretilip, yiikksek oranda madde hapsettigi bulunmustur.

3.4.3. ila¢c Saliminin Belirlenmesi

Elde edilen pik siddetine gore saliverilen askorbik asit miktar1 dogru
denklemi kullanilarak hesaplanmistir. Salim bulgulari zamana kars1 yiizde salim
grafigine gecirildiginde; askorbik asidin 1 saatte neredeyse tamamen salindigi
goriiliirken (Sekil 3.17), askorbik asit yiiklii KLN’in en fazla %65 askorbik asiti
salim yaptig1 bulunmustur (Sekil 3.18). Sonug olarak; askorbik asit yiiklii KLN
kontrollii salim yaptig1 ve askorbik asite gore salim siiresinin daha uzun siirdiigii
bulunmustur. Ayrica bekleme esnasinda (3 ay) formiilasyonlarda herhangi
agregasyon olmamasi ve zeta potansiyellerinin degismemesi, hazirlanan KLN’in

kararrli bir formiilasyon oldugunu da gostermektedir.
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Sekil 3.18.

Askorbik asit yliklii KLN’in zamana bagli salim grafigi (pH 6.8)

3.4.4. Yiizey Morfolojisinin TEM ile incelenmesi

Askorbik asit yiikli KLN’in ylizey morfolojisi TEM ile belirlenmistir.

Elde edilen goriintiiler, KLN formiilasyonunun kiiresel sekilde ve mikronalti

boyutta oldugunu gostermistir (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19. Askorbik asit yiiklii KLN’in TEM goriintiileri

3.5. Konfokal Mikroskop ile Yapisal Degisikliklerin Goriintiilenmesi

5RP7 hiicreleri (Sekil 3.20) ve kontrol gurubu olan NIH/3T3 hiicrelerinin
(Sekil 3.23) genel morfolojik yapisina konfokal mikroskobu ile bakildiginda,
hiicrelerin, hiicreler aras1 baglantilarin ve ¢ekirdegin diizgiin morfolojik yapiya
sahip oldugu gozlemlenmistir. Askorbik asit uygulanan SRP7 hiicrelerinde olusan
yapisal degisikliklere bakildiginda; askorbik asidin genel olarak hiicre
membraninda toplandigini fakat hiicrelere genel olarak yapisal bir hasar vermedigi
gorilmiistiir (Sekil 3.21). Hiicrelerin ¢ekirdek morfolojisi diizgiin yapidadir.
Askorbik asit yiiklii KLN uygulanan SRP7 hiicrelerini inceledigimizde ise; bu
hiicre hattinda belirgin bir sekilde hiicrelerde bosluklar, hiicreler arasi
baglantilarda kopmalar, g¢ekirdekte deformasyonlar ve apoptotik cisimciklerin
olusumlar1 goriilmiistiir. Ayrica nanopartikiillerin hiicrenin sitoplazmasina
yayilarak belirgin bir hasar verdigi gozlemlenmistir (Sekil 3.22).

Askorbik asit (Sekil 3.24) ve askorbik asit yiikli KLN’in uygulandigi
(Sekil 3.25) NIH/3T3 hiicre hattindaki yapisal degisiklikleri incelendiginde; genel
olarak hiicrelerin morfolojisi normal goriilmektedir. Ancak bazi hiicrelerde az da
olsa hasar gozlemlenmistir. Fakat genel olarak baktigimizda, SRP7 hiicrelerine
uygulanan askorbik asit ve askorbik asit yiikli KLN ile kiyaslandiginda ihmal

edilebilir derecede az bir hasar vardir.
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Sekil 3.20. SRP7 hiicrelerinin genel morfolojik yapisinin konfokal mikroskobu ile goriintilenmesi
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Sekil 3.20. (Devam) 5RP7 hiicrelerinin genel morfolojik yapisinin konfokal mikroskobu ile

goriintiilenmesi

. .
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Sekil 3.21. Askorbik asidin uygulandigi 5RP7 hiicrelerinde olusan yapisal degisikliklerin konfokal
mikroskobu ile goriintiilenmesi ==  Askorbik asit
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Sekil 3.22. Askorbik asit yikli KLN’in uygulandigi 5RP7 hiicrelerinde olusan yapisal
degisikliklerin konfokal mikroskobu ile goriintiilenmesi === Askorbik asit yiiklii
KLN ve hiicrelerde olusan bogluklar
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Sekil 3.22. (Devam) Askorbik asit yiiklit KLN’in uygulandigi 5RP7 hiicrelerinde olusan yapisal

degisikliklerin konfokal mikroskobu ile goriintiilenmesi
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Sekil 3.23. NIH/3T3 hiicrelerinin genel
goriintiilenmesi

morfolojik yapisinin  konfokal mikroskobu ile
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Sekil 3.24. Askorbik asidin uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinde olusan yapisal degisikliklerin

konfokal mikroskobu ile goériintiilenmesi
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Sekil 3.25. Askorbik asit yiikli KLN’in uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinde olusan yapisal

degisikliklerin konfokal mikroskobu ile goriintiilenmesi
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3.6. TEM ile ince Yapisal Degisikliklerin Goriintiilenmesi

5RP7 hiicreleri (Sekil 3.26) ve kontrol grubu olan NIH/3T3 hiicrelerini
(Sekil 3.29) TEM ile inceledigimizde; hiicrelerin normal hiicre yapisina sahip
oldugu ve herhangi bir morfolojik hasar olmadig1 gézlemlenmistir. Bu hiicre
hatlarindan alinan ince yapisal kesitlerde; hiicrelerin saglam bir hiicre zar1 ve
cekirdek zar1 sahip oldugu, hiicrelerin biitlinligiinii korudugu, mitokondri, golgi
ve endoplazmik retikulum gibi hiicre organellerinde higbir yapisal bozukluk
olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 3.26 (@) (g). Askorbik asitin uygulandigi 5RP7
hiicrelerini inceledigimizde (Sekil 3.27), kontrol goriintiilerine yakin goriintiiler
elde edilmistir. Fakat ¢ok az hasar tespit edilmistir. Apoptozun morfolojik
ozelliklerinden biri olan apoptotik cisimcikler olusumlar tespit edilmis, ayrica
otofajik vakuol ve lizozom miktarinda artis gdzlemlenmistir. Hiicre icerisinde yer
yer bosluklar olusmustur (Sekil 3.27 @g)). Askorbit asit yiiklii KLN’in uygulandig:
SRP7 hiicrelerini inceledigimizde ise, kontrol grubuna gore hiicrenin morfolojisi
belirgin bir sekilde yuvarlaklasmistir (Sekil 3.28 (g)). Askorbik asit uygulanan
SRP7 hiicrelerine gore lizozom miktarinda daha fazla artis gorilmiistiir (Sekil
3.28 (a)). Hiicre organellerinde (mitokondri, ER) yapisal hasarlar gézlemlenmistir.
Ayrica nekrozise giden hiicreler de tespit edilmistir. Alinan ince kesitlerde,
askorbik asit yiikli KLN’in hiicreye girisi goriintiilenmistir (Sekil 3.28 (¢), ().

Askorbik asit ve askorbik asit yiiklii KLN uygulanan NIH/3T3 hiicrelerine
baktigimizda, bu hiicre hattinda herhangi bir yapisal bozukluk gézlemlenmemistir
(Sekil 3.30, 3.31). Fakat baz1 hiicrelerde az miktarda da olsa deformasyonlar ve

bazi hiicresel bosluk olusumlar1 gézlemlenmistir.
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Sekil 3.26. SRP7 hiicrelerinin TEM ile goriintiilenmesi. (A) X8200 (B) X87000 ——p>
Graniillii endoplazmik retikulum (C) X26500 ====pp Mitokondri (D) X16500
(E) X87000 === Endoplazmik retikulum ve golgi aparati
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Sekil 3.27. Askorbik asidin uygulandigi 5RP7 hiicrelerinin TEM ile goriintiilenmesi. (A) X9900
(B) X16500===p Bosluk ve kristalari bozulmus mitokondri

Sekil 3.28. Askorbik asit yiikliit KLN’in uygulandigi SRP7 hiicrelerinin TEM ile goriintiilenmesi.
(A) X8200 == Sekonder lizozomlar (B) X6000
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Sekil 3.28. (Devam) Askorbik asit yiikli KLN’in uygulandigi SRP7 hiicrelerinin TEM ile
goriintiilenmesi. (C) X20500 (D) X20500 == Askorbik asit yiiklii KLN

IVERSITESI

Sekil 3.29. Kontrol grubu olan NIH/3T3 hiicrelerinin TEM ile goriintiilenmesi. (A) X6000 (B) X
87000
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Sekil 3.30. Askorbik asidin uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinin TEM ile goriintilenmesi. (A)
X6000 (B) X6000

Sekil 3.31. Askorbik asit yiklii KLN’in uygulandigi NIH/3T3 hiicrelerinin TEM ile
goriintiilenmesi (A) X16500 (B) X20500 (C) X43000
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4. TARTISMA ve SONUC

Glintimiizde bilinen kanser tedavilerinde ¢esitli sitotoksik ajanlar
kullanilarak, ¢ogalan kanser hiicrelerini yok etmek amaclanmaktadir. Birgok
antikanser ilacinin, spesifik hiicre 6zgiilliikleri olmayip, toksisiteyi baglatip viicut
iginde tiim sistemlerde yan etkileri oldugu bilinmektedir. Bunun yam sira kanser
cok gec asamada teshis edildigi ic¢in, fark edildiginde ¢oktan viicudun diger
kisimlarina yayilmis durumda olmaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2002; Hahn ve
Weinberg, 2002; Nie ve ark., 2007).

Calismanin cesitli noktalarinda da belirtildigi gibi, son yillarda kanseri
tedavi etmeye yonelik farkli yaklasimlar bilim insanlar tarafindan 6ne siiriilmekte
ve calisilmaktadir. Bu ¢aligmalarin bazilar incelendiginde, kanserin tedavisinde
vitaminlerin roli biiyiik dikkat cekmektedir. Askorbik asit antioksidan 6zelligi iyi
bilinen suda ¢oziinen bir vitamindir. Literatiirde askorbik asidin kanser hiicreleri
ve hastalarinda etkilerini belirlemeye yonelik bir¢cok ¢alisma yapilmistir. Yapilan
calismalarda; askorbik asidin normal hiicrelere zarar vermeden kanser hiicreleri
tizerinde toksik bir etkiye sahip oldugu, yiiksek dozda intravendz olarak
uygulanan kanser hastalarinda ise, hastalarin belirli bir derecede de olsa dmriinii
uzatip, daha kaliteli yasam siirmesini sagladig1 tespit edilmistir. Ayrica kanser
hiicreleri {lizerinde olan etkisinin mekanizmasi da aciklanmistir (Cameron ve
Campbell, 1974 ve 1991; Riordan ve ark., 1990; 1995; 2000; Padayatty ve Levine,
2000; 2004; 2006; Hoffer, ve ark., 2008).

Calismanin birinci kismini olusturan H-ras SRP7 ve NIH/3T3 hiicrelerinde
askorbik asidin etkisine bakildiginda, yapilan MTT testi sonuglarina gore, SRP7
hiicrelerinin zamana ve doza bagli olarak canlilik yiizdesini azaltirken (Sekil 11),
kontrol grubu olan NIH/3T3 hiicrelerinde herhangi bir toksik etkisinin olmadig1
bulunmustur (Sekil 12). Ayrica Annexin V- Pl Kiti uygulanarak askorbik asidin
5RP7 hiicrelerinde apoptotik etkisine bakildiginda ise; MTT testinden elde edilen
verileri destekleyici sonuglar bulunmustur (Sekil 13, 14 ve 15). Zaman ve doz
arttikca SRP7 hiicrelerinde hem sitotoksik hem de apoptotik etki artarken,
NIH/3T3 hiicrelerinde herhangi bir sitotoksik ve apoptotik etkinin olmadigi
gozlemlenmistir (Sekil 16, 17 ve 18).
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Nano boyutta araclar anti kanser ilaglarmin hedefli taginmasi i¢in dizayn
edilen nano yapilara dayali nanopartikiiler sistemlerin gelismesine yol a¢muistir.
Bu nano yapilar kullanilarak normal hiicrelere zarar vermeden kanserli hiicrelere
kemoterapik ajanlarin yiiksek dozlarda hedeflenerek tagimasi saglanabilir.
Nanopartikiiler ila¢ tasima sistemlerinin kullanilmasiyla, antikanser ilaglarinin
spesifik organ, doku ya da hiicreye hedeflenmesi ile ilacin yan ve toksik
etkilerinin azalmasi saglanir ve kontrollii ilag salimi ile ilacin terapdtik etkisi
arttirilmis olur ( Hughes, 2005; Wang ve ark., 2008; Rao ve ark. 2010).

Son yillarda yapilan arastirmalar gostermistir ki, KLN diger kolloidal
tagiyict sistemlere alternatif bir ila¢ tasiyici sistem olarak gelistirilen, diger
kolloidal tastyicilarin avantajlarini bir arada barindiran ve dezavantajlarin1 ortadan
kaldiran bir ilag¢ tasiyict sistemdir. Sayisiz avantajlara sahip olan KLN’e cesitli
antikanser ilaclar1 yiiklenerek kanser hiicrelerinin ilaglara karsi olan direncin
kirtlmas1 saglanarak, ilacin aktif ya da pasif hedeflendirilmesiyle kanserli
hiicrelerde ilacin konsantrasyonunu arttirilir. Bdylece ilacin terapdtik etkisi
giiclendirilir ve normal hiicrelerde neden oldugu toksik etkisi azaltilmis olur
(Cavalli ve ark. 1999; Numanoglu ve Tarimci, 2006). Yapilan ¢alismalarda, ¢esitli
antikanser Ozellige sahip maddeler (mitoksantron, tamoksifen, biitrat,
doksorubisin vb.) KLN’e yiiklenerek farkli kanser hiicreleri hatlarinda olan
sitotoksik etkileri arastirilmistir. Sonug olarak; serbest ilaca géore KLN’e yiiklenen
maddelerin daha etkin oldugu ve kanser tedavisinde alternatif bir sistem olarak
kullanilabilecegi bulunmustur (Serpe ve ark., 2004; Lu ve ark., 2006; Lee ve ark.,
2007; Alhaj ve ark 2008; Miglietta ve ark., 2010).

Calismanin ikinci kisminda giivenilir ve kolay bir hazirlama yontemi olan
sicak homojenizasyon teknigi tercih edilerek askorbik asit yiikli KLN
hazirlanmistir. Hazirlanan bu formiilasyonun kalitesini kontrol etmek i¢in partikiil
boyutu ve =zeta potansiyeli Ol¢iilmiis, ayrica ylizey morfolojisi TEM ile
incelenmistir.  Elde edilen sonuglara gdére hazirlanan  nanopartikiil
formiilasyonunun askorbik aside gore daha kiigiik boyuta sahip oldugu ve daha
kararli bir yapida oldugu bulunmustur (Cizelge 21). Ayrica nanopartikiillerin
kiiresel ve nano boyutlar1t TEM ile fotograflanarak desteklenmistir (Sekil 29).
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Askorbik asidin YPSK ile tam validasyonu yapilarak askorbik asit ytiklii
KLN’in askorbik asidi yiikleme etkinligi ve ilact in vitro salimi belirlenmistir.
Yiikleme ve in vitro salim ¢alismalari, etken madde olarak kullanilan askorbik
asidin KLN’e yiiklenebilecegini ve askorbik asidin hazirlanan bu nanopartikiiler
sistemler aracilig ile salinabilecegini gostermistir (Sekil 28). Hazirlanmis olan
askorbik asit yiikli KLN’in, askorbik asidin kan dolasimindaki kalis siiresini
uzattig1 ve in vivo stabilitesini artirdigi diisiniilmektedir.

Askorbik asit yiikli KLN’in H-ras SRP7 ve NIH/3T3 hiicreleri lizerinde
olan sitotoksik ve apoptotik etkisine baktigimizda ise; askorbik asit yiikli
KLN’lerin 5SRP7 hiicre hattinda hem sitotoksik hem de apoptotik etkiyi arttirirken
(Sekil 19, 21, 22, 23), NIH/3T3 hiicre hattinda herhangi bir sitotoksik ve apoptotik
etkisinin bulunmadig1 gézlemlenmistir (Sekil 20, 24, 25, 26). Elde edilen veriler
caligmanin ilk kisminda yapilan askorbik asidin bu hiicre hatlari iizerinde olan
etkileri ile karsilastirildiginda, askorbik asit yiiklii KLN’in askorbik aside gore
hem apoptotik hemde sitotoksik etkisinin zamana ve doza bagl olarak kontrol ile
karsilastirildiginda anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur.

Calismanin son kisminda, hiicre hatlarinda olan yapisal ve ince yapisal
degisiklikleri incelemek i¢cin TEM ve konfokal mikroskobundan faydalanilmistir.
H-ras 5RP7 hiicrelerinde askorbik asit ile askorbik asit yiliklii KLN’in neden
oldugu yapisal ve ince yapisal degisikleri karsilagtirildiginda; nanopartikiil
formiilasyonunun askorbik aside gore hiicrelere daha ¢ok =zarar verdigi
gorilmiistiir. Nanopartikiillerin uygulandigi hiicrelerde; hiicreler arasi bosluklar,
hiicrelerin genel morfolojik yapisinda bozukluklar, hiicreler arasi baglantilarda
kopmalar, hiicrenin ¢ekirdeginde meydana gelen deformasyonlar (Sekil 32) ve
alinan ince kesitlerde organel bazinda degisiklikler gozlemlenmistir (Sekil 38).
Ayrica hiicrelerin apoptoza gittigi gdézlemlenmektedir. NIH/3T3 hiicrelerine
uygulanan hem askorbik asit hem de askorbik asit yiikli KLN’in bu hiicre
hattinda genel olarak bir hasar vermedigi tespit edilmistir (Sekil 34, 35, 40, 41).

Bu calisma; askorbik asit yiikliit KLN hazirlamak i¢in; farkli yontemlerin
gelistirilmesiyle, ya da farkli yiizdelerde lipid, yiizey etken madde ve etken madde
kullanilarak farkli formiilasyonlarin yapilmast ve bu formiilasyon yapilarinin

karakterizasyonu yapilarak elde etmis oldugumuz formiilasyon yapist ile
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karsilagtirilip degerlendirilmesi ile gelistirilebilir. Ayrica hazirlamis oldugumuz
nanopartikiiller farkli kanser hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik ve apoptotik
etkisine belirlenerek, bu hiicrelerde meydana getirdigi yapisal ve ince yapisal
degisiklikler incelenerek karsilastirma yapilabilir. Son olarak in vivo ¢alismalara
gecilerek, askorbik asit yiikli KLN formiilasyonlarinin fareler iizerinde toksik
etkisi, kan dolasiminda kalig siiresi ve dokularda meydana getirdigi yapisal ve
ince yapisal degisiklikler incelenerek yapilan galisma gelistirilebilir.

Cesitli  antikanserojen  maddelerin  nanoteknolojik  uygulamalarla
gelistirilen lipide dayali ilag tasiyict sistemlere yiiklenmesiyle, spesifik olarak
hiicreye ya da dokuya hedeflenebilen ve yan etkiyi minumuma indirerek
maksimum terapotik etkiyi saglayan uygun ilag tasiyict sistemlerinin

gelistirilmesiyle, gelecekte kansere ¢6ziim bulunabilecegi diisiiniilmektedir.
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