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Ozet

pH DUYARLI POLISEBASIK ANHIDRIT BAZLI NANOKURELERIN iLAC
TASIYICI SISTEM OLARAK HAZIRLANMASI

Son yillarda, 6zellikle kanser hastaliginda teshis ve tedavi amagl kullanilmak iizere,
nano boyutta ¢esitli organik ve inorganik sistemlerin gelistirilmesi biiyik 6nem kazanmustir
ve bu konuda yogun aragtirmalar yapilmaktadir. Farmasotik agidan bakildiginda, ideal bir ilag
tastyici, kiigiik parcacik boyutunda ve yiiksek ilag yiikklenme kapasitesinde olmal, kanda uzun
siire dolagabilme 6zelligi gostermeli, biyobozunur olmali ve bozundugu kimyasallar olumsuz
yan etki gostermeden viicut tarafindan kolayca emilebilmelidir. Polisebasik anhidritler, iyi
biyouyumluluk, kontrollu ve yiizeyden bozunma 6zelligi ve diisiik maliyet gibi tercih edilen
ozellikleri nedeni ile ilag tastyici sistemlerin yapimimda iimit veren polimerlerdir. ilag tasiyici
sistemler konusunda yapilan son gelismeleri gbz Oniine alisak, Ozgiin ilag tasiyict
yaklasimlariy, nano boyuttaki tasiyicilarin kanser hiicrelerine hedeflenmesini ve sadece o
bolgede salim yaparak etkin olmasini saglayacak tasarimlarin gelistirilmesini yoniindedir. Bu
nedenle, etkin tiimor-hedefli terapi i¢in, tasiyicinin kimyasal yapisinin yani sira, timor tespit
edebilme, sicaklik veya pH duyarliligi gibi kriterler de 6nem tagmmaktadir. Bu ¢alismanin
amaci, kanser ilag tastyicis1 olarak polisebasik anhidrit (PSA) nanokiirelerin tasarlanmasi ve
sentezlenmesi yani sira akilli ve pH duyarh bir nano ilag tasiyici sistem elde etmek amaciyla
ilag yiiklii matrisin pH duyarl bir molekiil ile kaplanmasidwr. Polihistidin, pH duyarli molekiil
olarak segilmis ve hazirlanan PSA nanokiireler polihistidin ile kaplanmistir. PSA nano
tastyicilara Doksorubisin kanser ilact yiiklenmis, nano tasiyicilar polihistidin ile kaplanarak
pH duyarli yapilmis ve bu sistemlerden ila¢ salm kinetigi, asidik, notr ve bazik olarak
hazirlanan ti¢ farkli pH tampon ¢6zelti ortaminda incelenmistir. Nano pargaciklarmn fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri, Fourier dontistimlii k1zilotesi spektroskopisi (FTIR), dinamik 151k sa¢1lim
spektrometresi (DLS), ultraviyole ve goriiniir 151k absorpsiyon spektroskopisi (UV-VIS),
parcacik boyut 6l¢iicti (PA) ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir.

Anahtar Sézciikler: Polisebasik anhidrit, Polihistidin, pH duyarlihk, Nanokiire, la¢ tastyici



Abstract

PREPARATION OF pH RESPONSIVE POLYSEBACIC ANHYDRIDE BASED
NANOSPHERES AS DRUG CARRIER SYSTEMS

In the recent years, development of various organic and inorganic nano sized systems
to be used especially in cancer for diagnosis and therapy has gained great interest, and intense
research is carried out on this subject. In pharmaceutical aspect, an ideal drug carrier should
have high loading capacity with small particle size, demonstrate prolonged circulation in the
blood, should be biodegradable and the metabolite chemicals should be bio-absorbable by the
body without causing any negative side effect. Polysebacic anhydrides are promising
polymers in the formation of drug delivery systems because of their preferable properties such
as good biocompatibility, controlled surface erosion and low cost. Regarding as the recent
trends for drug delivery system design, the novel approaches for drug carriers are mainly
based on development of nano size drug carriers which are targeted to cancer cells and release
the drug only in that area. Thus, for an effective tumour-targeted delivery, further criteria such
as detection of tumour and sensitivity to temperature or pH, besides its chemical structure
gains importance. In this study, the aim is to design and synthesize polysebacic anhydride
(PSA) nano spheres as anti cancer drug carrier, and to coat the drug-loaded matrix with a pH
sensitive molecule in order to get an intelligent and pH sensitive nano drug carrier system.
Polyhistidine was choosen as pH sensitive molecule and the prepared PSA nanospheres were
coated with polyhistidine. PSA nano carriers were loaded with Doxorubicin anti-cancer drug,
nano spheres were coated with polyhistidine in order to introduce pH sensitivity, and the drug
release kinetics from these systems were examined in three different buffer media prepared as
acidic, neutral and basic media. The physical and chemical properties of the nano particles
were characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), dynamic light
scattering (DLS), ultraviolet and visible absorption spectroscopy (UV-VIS), particle sizer

(PA), and scanning electron microscopy (SEM).

Keywords: Polysebacic anhydride, Polyhistidine, pH responsive, Nanosphere, Drug carrier



Onsoz
Bu proje, kanser terapisine yonelik nano boyutta ve pH duyarh 6zgiin ilag¢ tasiyici
sistemlerin tasarmmi, sentezi ve optimizasyonuna yonelik bir calisma olup TUBITAK

tarafindan 111M385 proje koduyla 15 Haziran 2011 — 15 Haziran 2012 tarihleri arasinda
‘Hizl Destek’ projesi olarak desteklenmistir.
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1 GIRIS

Cagimizin hastalig1 olarak bilinen kanser, halen teshis ve tedavisi zor olan bir hastaliktir.
Bunun nedeni kanser tiplerinin ve hiicre ¢esitliligin ¢cok olmasi ve gelistirilen ilaglarin her tiir
kanser hiicresine kars1 etkin olamamasidir. Son yillarda, malzeme bilimi ve nano teknolojinin
gosterdigi biiylikk ivme, hem akilli malzemeler yapimma hem de mikro ve nano boyutta
sistemlerin tasarmmima olanak saglamistir. Bu ilerlemenin katkistyla ve yogun arastirmalar
neticesi, 6zellikle kanser hastaliginda teshis ve tedavi amagli kullanilmak iizere nano boyutta
cesitli organik ve inorganik sistemler gelistirilmistir. Bunlarm i¢inde tedavi amagli olan nano
ilag tastyici sistemleri bilyilk dnem tasimaktadir. ilac tasiyici sistemler, ilacin siirekli ya da
tedavinin belirli bir aninda istenilen bolgede salmmasmi saglarlar. Tasiyict sistemler,
tasidiklar1 ilaglarin  farmakokinetigini etkiledikleri gibi, ilacim biyolojik ortamda
biyodagilmini da etkilemektedirler. Farmasotik agidan bakildiginda, ideal bir ilag tasiyici
biyobozunur ve biyouyumlu olanin yanisira, ilag tasima kapasitesi yiiksek, pargacik boyutu
kiiciik, kanda uzun siire yan etki gdstermeden dolasabilme, ve istenilen bolgede lokal olarak

etki gosterebilecek duyarlikta olmahdr.

Geleneksel ilacla tedavi yontemleri (oral, intravendz topikal vb.) kullanilarak alman
kanser ilaglarinin, viicut iginde belli bolgelerde, fizyolojik wve anatomik koruyucu
mekanizmalar nedeniyle, yeterli terapotik konsantrasyonu saglayabilmesi ve etkin olabilmesi
oldukga giigtiir. Ornegin, kan-beyin zar1 engeli ilaglarm etkin olarak beyindeki hiicrelere
ulagabilmesini engelleyen bir faktordir. Kanser ilaglarmm 6zellikle timor bolgelerinde etkili
olabilmesi i¢cin olduk¢a yiliksek dozlarda verilmesi gerekir. Ancak, toksik etkilerinin de
yiksek oldugu bilinen bu ilaglarm yiliksek konsantrasyonlarda verilmesiyle birlikte viicut
icinde olusan sistemik yan etkiler artmakta, kanser hiicreleri ile birlikte diger saglikl hiicreler
olumsuz etkilenmekte ve bekki de bu sartlarda, viicut direncinin de diismesi sonucu ¢ok ciddi
daha degisik problemler ortaya ¢ikmaktadir. Yan etkileri daha diisik olan yeni bir ilacin
gelistirilmesi ve tedavi amaglh kullanilmasi ¢ok maliyetli oldugu gibi, ortalama 10 yildan daha
fazla siiren laboratuvar arastirmalarini ve gelistirme faaliyetlerini gerektirmektedir. Hayvan
deneylerinin ve pre-klinik uygulamalarin maliyeti ise ¢ok yiiksektir. Dolayisiyla, ilag firmalar1
genellikle sifirdan yeni ilag gelistirmek yerine, FDA onayli ve piyasada var olan ilaglarmn
kullanim siiresini ve etkinligini arttrmak amaciyla, hedefli kontrollu salim sistemleri

olusturmak ve yeni tasarimlar yapmak yolunu tercih etmektedirler.
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Ilag uygulanmasinda siklikla kullanilan klasik yontemlerden biri olan enjeksiyon yoluyla
ilag alim1 yan etkilerin sik goriildiigli ve yiiksek maliyetli bir tedavi yontemidir. Enjeksiyonla
ilag uygulanmasinda ilacin kan plazmasindaki derisimi, ilacm etkin oldugu diizeyin c¢ok
tizerine ¢ikabilir veya bunun tam tersi olarak etkin diizeyin ¢ok altinda kalabilir. Etkin madde
bir polimere baglanarak uygulandigi zaman, polimerin viicut icinde hidrolitik veya enzimatik
kontrollu biyobozunmasi nedeni ile, ilacin salim hizi ve salim miktar1 rahatlikla kontrol
edilebilmektedir. Ideal ila¢ tedavisinde, ilacin hasta dokuya dogrudan hedeflenmesi, ve
istenilen bolgede belli siire ve konsantrasyonda etki gdstermesi arzu edilir. Bu tiir hedefli ilag
tastyict sistemlerin gelistirilmesi ¢alismalar1 6zellikle son 20 yilda ¢ok artmistr. Bu
caliymalar, genelde polimerik malzemelerin kullanimi ile nano ilag tasiyici ve ilag hedefleyici,
ayni zamanda kontrollu salim saglayan nano sistemlerin tasarmmi, yapmm ve etkilerinin
arastirilmasi lizerinde yogunlagsmistr. Bu amagla, ¢esitli lipozomlar, biyobozunur polimerler
ve hiz kontrollu ilag salim sistemleri gelistirilmistir ve yogun olarak arastirilmaktadir
(HASIRCI, 2007). Polianhidrit nano veya mikro kiireler, icerdikleri ilac1 uzun siirede ve sabit
miktarlarda salm 0Ozelligi gosterdikleri icin, ila¢ tasiyict ve kontrollu salim saglayan
sistemlerin olusturulmasmda tercih edilen polimerler olmuslardir. Ozellikle polisebasik
anhidrit (PSA), biyouyumlulugu, yiizeyden baslayan kontrollu bozunma 6zelligi ve diisik

maliyetli olmas1 nedeni ile ilag tasiyic1 yapiminda dnemli bir polimerdir.

Kanser hiicrelerinin bulundugu bdlgelerin saglkl dokuya gore daha diisik pH
degerinde ve daha yiksek sicaklikta oldugu bilindigi i¢in, sicaklik ve pH degerlerine duyarl
maddelerden hazrlanmis kanser ilact tastyict sistemler ilizerinde olduk¢a yogun arastirmalar
yiritiilmektedir. Bu sistemler, invivo ortaminda, saglikl dokuya gére daha diisiik pH ve daha
yiiksek sicaklik gosteren tiimor bolgelerine geldiklerinde biyobozunmaya baslayarak iclerinde
bulunan ilaglarm salimmi etkin olarak bu bdlgelerde gergeklestirirler. Ayrica, nano ilag
tastyic1 sistemlere kanser hiicrelerini taniyabilecekleri antikorlar baglanmasi ve sistemin

timore hedeflenmesi de son senelerin en yogun caligilan konular1 arasindadir.

Ideal bir ilag tastyicinin, tanecik boyutu kiiciik ve ilag yiiklenme kapasitesi yiksek
olmali, kan dolagmm sisteminde uzun siire kalabilmeli, belli siire zarfinda bozunabilmeli ve
bozundugu zaman ortaya ¢ikan kimyasallar olumsuz yan etki gdstermeden viicut tarafindan
kolayca emilebilmelidir. Ayrica, ilag¢ yiklii nano sistemlere eklenecek duyarli molekiiller ile

timor bolgesini teshis edebilmek, sistemi o bolgeye hedefleyebilmek ve ilacin 6zellikle o

11



bolgede salimni ve etkin olmasmi saglayabilmek mimkiin goriinmektedir. Tuimor
bolgelerinin pH degerinin normale gore daha asidik ve sicakligininda normalden yiiksek
oldugu géz Oniine alinirsa pH veya sicaklik duyarli molekiiller ile de ilag salimmi kontrol

edebilmek miimkiin goriinmektedir.

Bu ¢alismada, polisebasik anhidrit bazli ve nano boyutta 6zgiin ilag tasiyici sistemlerin
hazirlanmasi, kanser ilaci yliklenen taneciklerin pH duyarl polihistidin ile kaplanarak cevre
asiditesine duyarli hale getirilmesi ve 6zellikle diger dokulara gore daha asidik oldugu bilinen
timor bolgesinde ilag salimi saglamasi amaglanmustir. Bu amag i¢in 6ncelikle monomerinden
baglayarak polisebasik anhidrit (PSA) sentezi laboratuvarmizda yapilmistir. Saflagtwrilan PSA
kullanilarak, Doksorubisin ilaci ile yikli olan PSA nanokiireleri hazirlanmistir. Hazirlanis
sartlarmin nanokiirelerin boyut ve sekli lizerindeki etkileri incelenmis ve bu sartlar optimize
edilmigtir. Daha sonra ila¢ ylklenen PSA nanokiireler, pH duyarli bir molekiil olan
polihistidin ile kaplanmustr. Hazirlanan sistemlerden ilag salm profilleri, asidik, nétral ve
bazik olarak hazirlanan lic farkli pH degerindeki tampon ¢dzelti ortamlarinda incelenmistir.
Nanopargaciklarm fiziksel ve kimyasal Ozellikleri, Fourier doniisimli kizilotesi
spektroskopisi (FTIR), dinamik 151k sagilim spektrometresi (DLS), ultraviyole ve goriiniir 151k
absorpsiyon spektroskopisi (UV-VIS), pargacikk boyut Olgiicii (PA) ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir.
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2 GENEL BILGILER
2.1 Tlac tasiyici sistemler

[laglary, agizdan oral yolla aldigimiz gibi, damara veya kalcaya yapilan enjeksiyon yolu
ile de alabiliriz. Damara verilen ilaglar kisa zamanda kan dolagimina katildigi i¢in viicudun
gerekli bolgelerine kolayca ulasabilir. Agizdan alinan tablet ve kapsiil halindeki ilacin ise
once sindirim sistemine ve sonra kana ge¢gmesi belli bir zaman alir. Bu yontemler ile aliman
ilaglarm, belli araliklarla, 6rnegin 6, 8 veya 12 saatte bir yenilenmesi gerekir. Kandaki ilag
derisiminin etkin oldugu bir bdlge vardir. Ila¢ alindiktan bir siire sonra, kandaki ilag derigimi
artar ve daha sonra hizla azalir. ilag derisimindeki etkin siire, ilacin par¢alanip metabolize
edilme ve sistemden uzaklastirilma hizina baghdir. Kandaki ilag derisiminin diizeyi etkin
dozun altinda veya tstiinde olabilir. Eger ilk ila¢ dozu ¢ok fazla olursa ikinci dozu almak igin
gereken zaman birimi uzar ancak bu durumda da istenmeyen yan etkiler (bas donmesi, mide
bulantist vb.) gozlenir. Yiksek dozdaki ilag alerjik veya toksik etkiler gostermeye
baslayabilir. ila¢ derisiminin etkin diizeyin altna diismesi durumunda ise ila¢ hi¢c bir etki
gostermeyecegi icin bosa harcanmis olur. Ayrica, oral veya enjeksiyon yoluyla alinan bir ilac,
kan dolagim sistemine katilacagi i¢cin viicut icerisinde tiim bolgelere dagilir ve viicudun
tiimiiniin ila¢ tarafindan etkilenmesine, uzun siireli uygulamalarda ise aktif madde birikimine
bagl toksik etkilere sebep olabilir. Bu durumlarda tercih edilen uygulama, ilact istenilen etkin

dozda ve istenilen siire i¢inde viicuda verebilecek kontrollu salim sistemleri kullanmaktir.

Kontrollu salm sistemleri, icerdikleri ilaci, kanda olmasi1 gereken etkin ve minimum
seviyede (istenilen dozda ve istenilen siire i¢in) salacagindan dolayi, hem ilag beklenen etkiyi
gosterecek hem de viicut iginde sistematik yan etkiler minimum diizeye indirgenecektir.
Degisik ila¢ salim sistemleri i¢in kandaki etkin madde diizeyinin zamana gore degisimi Sekil
2.1’ de gosterilmistir. Kontrollu salim sistemi kullanildiginda, kandaki ilag diizeyi etkin ve
sabit dozda olmanin yamsia salim da uzun siireli olmaktadr. Ilacin etkinligi, ilacin
metabolize olma hizi kadar tasiyict sistemin pargalanma siiresine de baghdir. Tasiyici
hidrolitik veya enzimatik bozunmaya ¢ok kisa siirede giderse, ilacin kana karigma hizi da ¢cok
hizli olacaktir. Dolayisiyla, tasiyici sistem olarak secgilen polimerlerin biyolojik ortamdaki

bozunma hizlar1 ilaglarm etkinligi agisindan 6nemlidir.

13



TOKSIK DUZEY

=
QO
S I
= TERAPOTIK DUZEY
& A
N T N Y. o SO
=
F=
=
o B MINIMUME TKiN DUZEY
£
=
=
Ly o
Zaman

Sekil 2.1. Degisik ila¢ salim sistemlerinde kandaki etkin madde diizeyinin zamana goére degisimi. A) Kontrollu

salim sistemi, B) Uzatilmis etkili yliksek doz salim sistemi, C) Konvansiyonel ve diisiik doz salim sistemi

Son yillarda nanoteknoloji alanindaki ilerlemelere paralel olarak, nano boyuttaki ilag
tastyic1 polimerik pargaciklar artan bir ilgi gormektedirler. Uzun siireli ilag tedavisi gerektiren
kanser, diyabet gibi hastaliklarda kontrollu salim yapan ilag tasiyici sistemlerin kullanilmasi
biiyik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle, ¢ok cesitli organik ve/veya inorganik malzemeler
kullanilarak, c¢ok farkli formlarda, 6rnegin zar, lif, tiip, mikro veya nano tanecik gibi
sekillerde tasiyici sistemler gelistirilmistir. Bunlarm i¢inde de en biiyik onemi, teshis ve
tedavi amacgh tasarlanan mikro ve nano boyutta yapilan ve kanser ilaci iceren tasiyici
sistemler tagimaktadir. Bu sistemler iclerine veya tlizerlerine eklenecek farkli molekiiller
sayesinde 151ga veya manyetik alana da duyarh hale getirilerek ayni anda hem teshis hem de

tedavi amaciyla da kullanilabilirler.

Ilag tastyic1 sistemler uygulama yerlerine gore simflandirilabildikleri gibi etkin madde

salim mekanizmalarina gore de iki sekilde siniflandirilabilirler:

1) Diflizyon kontrollu sistemler (bu sistemler kiitle ve membran sistemler olarak iki

gruba ayrilabilirler).

2) Kimyasal parcalanma kontrollu sistemler (bu sistemler polimer zincirine bagh ilaci

kimyasal olarak kirilma neticesi ortama salarlar)
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Difiizyon kontrollu sistemler etkin maddenin polimer matrisinden difiizlenerek
¢ikmasma, Kimyasal par¢alanma kontrollu sistemler ise ilacm bagh oldugu polimerden

koparak ¢ikmasina dayanmr. Bu sistemler sematik olarak Sekil 2.2 de gosterilmistir.

Sekil 2.2. Kontrollu salim sistemleri. a) Kiitle difiizyon, b) Membran diflizyon, ¢) Kimyasal pargalanma

Kiitle sistemleri mikro veya nano kiirelerin iglerinin ilag yiliklenmesi ile, membran
sistemleri ise ilacin kapsiil gibi zarla kaplanmasi ile elde edilirler. Her iki sistemde de ilag
salimi, ortamda bulunan sivinin sisteme diflizyonu ve ilaci ¢dzerek disar1 almasi ile saglanir.
Ayrica, bu sistemler pH veya sicaklik duyarli yapilabilirler ve ortamin sartlarina bagl olarak
sisme gosterebilir ve salim kinetigini etkileyebilirler. Polimer zincirlerine baglanan ilaglar ise,
hidrolitik ve enzimatik bozunmalar sonucu ortaya ¢ikarlar. Tiim sistemlerde 6nemli olan
husus, kullanilan polimerlerin mutlaka biyouyumlu ve biyobozunur olmasi ve hig¢ bir yan etki

yaratmadan viicut tarafindan kolayca emilebilmesidir.

Guntimiizde ila¢ tasima sistemlerinin gerekli hiicreye, 6zellikle kanser hiicrelerine
aktif veya pasif olarak hedeflenmesi s6z konusudur. Etkili bir pasif hedefleme i¢in, tasiyict
sistemin, nano parcacik olmasi yani sira, sicaklik veya pH duyarlilig1 gibi 6zelliklere de sahip
olmas1 avantaj saglar. Bu nedenle, pH degerine duyarl biyopolimerler, hedeflendikleri ¢evre

sartlarina duyarh ilag tasiyicisistemlerin olusturulmasinda kullanilmaktadirlar.

Polianhidritler ve 6zellikle polisebasik anhidrit (PSA), kolay formiilasyon, etkili ilag
yikkleme, biyouyumluluk, biyobozunurluk, kontrollu kiitle aktarimi gibi avantajlar nedeniyle
ilag tasiyic1 sistemlerin yapiminda Onem tagimaktadwr (LEONG wve ark., 1985). PSA
makromolekiiliiniin tekrarlayan biriminin kimyasal yapis1 Sekil 2.3 te verilmistir. Polimerin

ana zincir yapisinda bulunan anhidrit baglar1 (-CO-O-CO-), sulu ortamda hidrolitik olarak
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kirilarak iki karboksilik asit grubu yaratir. Boylelikle, baslangigta kati olan polimer daha
kiigiik ve ¢Ozlinebilen par¢aciklara ayrisir (LAURENCIN ve ark., 1990; MATHIOWITZ ve
ark., 1992).

0 0
|
<—C—CH2 (CHy)g CH, —c—o—)

Sekil 2.3. Polisebasik anhidrit molekiiliiniin tekrarlayan birimi

Polianhidritlerin biyobozunur ilag¢ tagtyici sistem yapmminda kullanilabilecegi ilk kez
1983 yilinda Rosen ve arkadaslar1 tarafindan rapor edilmistir. (ROSEN ve ark., 1983). Daha
sonra, 1990’larda, BCNU ilacin1 (Carmustine; 1,3-bis[2-chloroethyl]-1-nitro-sourea) tasiyict
sistemlerin yapiminda ve beyin tiimorlerinin tedavisinde klinik olarak uygulanmistir (BREM

ve ark., 1995).

Polianhidritlerin bozunmasi1 yiizeyden baslayarak ve kontrollu olarak ilerler, buna
bagl olarakta ila¢ salim hiz1 degisir. Ayrica onlarn sunduklari degredasyon hizi pH
diistiriilerek azalmaktadr (FU ve ark., 2001). Polianhidrit yapimmda kullanilan monomerin
yapismi degistirerek ve/veya kullanilan ko-polimerlerin oranini degistirerek ila¢ salim
Kinetigini ayarlamak ve salim siirelerini glinlerden aylara kadar uzayan bir siirece yaymak
miimkiin olabilmektedir (TAMADA ve ark., 1992). Bu nedenle, bazi bilim insanlar1 alifatik
Ve bazilar1 aromatik yapida olan yiizlerce farkl anhidrit hazirlamistr. Ancak, bunlarmn iginde
sadece polisebasik anhidrit ve ondan hazirlanan tirevleri kontrollu salm sistemlerinin
tasarimimda kullanilmaya baglanmistir (KRASKO wve ark., 2003; ZHANG ve ark., 2004). Bazi
sistemler FDA tarafindan onaylanmistir. Bunlardan biri, poli(1,3-bis-p-karboksifenoksi
propan-ko-sebasik asit) (20:80 CPP:SA) kopolimeridir ve Carmustine ilacinin beyin timdri
tedavisinde kullanilmasi i¢in FDA tarafindan onaylanmistir (DANG Ve ark., 1996; BREM ve
ark., 1996).
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Daha once de bahsedildigi gibi farkli monomerler kullanilarak degisik kimyasal
yapida polianhidritler hazirlanabilir. Kimyasal yapmin ve hazirlanig sartlarmm kontrol
edilmesi ile, hazirlanacak polianhidrit yapilarm bozunma o6zellikleri ve buna bagh olarak
salim kinetikleri degistirilebilir (KIPPER ve ark., 2002; SHEN ve ark., 2002; PFEIFER ve
ark., 2005). Etkin madde igeren tastyici sistemlerin diger bir 6nemli uygulamasi ise seker
hastaliginin tedavisinde kullanilan insiilin salmmi gerceklestirilmesidir. Bu amaca yonelik
olarak, Furtado fumarik asit ile kopolimerlestirilmis PSA tiirevlerini, insiilin salimi i¢in
kullanmigtr (FURTADO ve ark., 2008). Diger bir calismada, ciprofloxacin (CIP) ilacinin kisa
stireli salim1 amaciyla kullanilan osmotik pompa implantinda tiip sekildeki poli(gliserol-ko-
sebasik asit) polimeri kullanilmus, sistemde yaratilan bir mikro agiklik araciligiyla kontrollu
salm saglanmis ve a¢ikhk biyikligiinden bagimsiz olarak, sifirmc1 derece salm kinetigi

gozlendigi rapor edilmistir (TOBIAS ve ark., 2010).

Farmasotik uygulamalardaki son gelismeleri goz oniinde bulundurursak, ila¢ tagima
sistemlerindeki Ozgiin yaklagmmlar, 6zellikle kanser hiicrelerine hedeflenen ilag salimina
yonelik yeni sistemlerin gelistirilmesi yoniindedir. Bu nedenle, etkin terapi icin, tastyicinin
kimyasinin yani sira, tiimére hedeflilik, sicaklik veya pH’a duyarlilik gibi kriterler de 6nem
tasimaktadir. 2010°da Zhao ve ekibinin yaptig1 calismada, PSA-poli(etilen glikol)-karboksi
fenoksi propan kullanilarak yapilmis terpolimerin sicakliga duyarli oldugu, Doksorubisin

kanser ilac1 iceren terpolimer misellerinden ilag saliminin sicaklikla degistigi belirtilmistir

(ZHAO ve ark., 2010).

Kanm normal pH degeri 7.4 civarinda sabit iken, kanser hastalarinda timor
hiicrelerinin 6lgiilen pH degerlerinin asidik bolgeye kaydigi ve 4,7 - 5,5 araliginda oldugu
gozlenmistir. Tiimdre bagh bu tir pH degisimi, asiditiye duyarl sistemlere yikklenen kanser
laglarm timor dokusunda segici salimi i¢in ideal bir tetikleyici olarak kabul edilmistir.
Omegin, poli(L-histidin), histidin monomerlerindeki imidazol gruplarmin protonlanmasiyla,

asiditeye bagh hiicre zar1 flizyonuna ugrayan bir poliamino asittir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Poli(L-histidin) kimyasal yapis1

Yapidaki imidazol gruplarmin pKa degeri yaklasik 6 civarmdadir ve aminoasit
molekiiliiniin genel pKa degeri 6,5’tir. Boylece, pH’in 6’dan disiik oldugu ortamlarda
imidazol halkas1 bliylik Olgiide protonlanir ve bu nedenle polihistidin endozomal hiicre
zarindan gegis Ozelligi kazanir. Kanser timdr bdlgelerinde pH degerinin asidik bdlgede
oldugu g6z oniine alinirsa, poli(L-histidin) temelli bir polimerik sistemin kanser tedavisinde
kullanilabilecegi, kanser ilaglarin hiicre igine gegisi ve sitozolik iletiminin olabilecegi ve bu
yolla tedavinin ¢ok etkin hale getirilebilecegi ongoriilebilir. Ancak, sentez sirasinda poli(L-
histidin)’in molekiiler agirhk kontroliiniin zor olmasi ve organik c¢oziicililerde yiiksek
molekiiler agirlikl olan polimerlerin ¢6ziintirliigiiniin ¢ok diisiik olmas1 gibi faktorler, poli(L-

histidin) bazl ila¢ tagtyic1 sistemlerin iiretimini ve kullanimimni1 kisitlamaktadir.

Histidin agirlikl peptit yapilarmm, pH degerinin 6.4 civarinda oldugu durumlarda
hiicre membrani i¢ine ge¢me potansiyelini ve etkinligini incelemek amaciyla, DN A-poli(lizin)
kompleks katyonik yapilari histidinlenmis ve insan hiicre kiiltiirii iizerindeki etkileri
aragtirilmistir. Yaklasik 100 nm boyutlarindaki histidinlenmis poli(lizin)lerin transfeksiyon
miktarininm histidinlenmemis olanlara nazaran 3-4 kat arttigi rapor edilmistir (BELLO wve
ark, 2001). Baska bir ¢galismada, DN A tagimak amaciyla poli(L- histidin) ve poli(L-lizin) graft
kopolimeri kullanilmig ve firetilen sistemin 293T hiicrelerinde transfeksiyonu arttirdig
gozlemlenmistir (BENNS ve ark., 2000). Lee ve ekibinin 2003 yihinda gerceklestirdigi bir
calismada da, poli(L-histidin)-poli(etilen glikol) diblok kopolimeri kullanilarak pH-duyarli
miseller hazirlanmig ve pH degerinin 7,2’nin altinda oldugu ortamlarda misel kararhilignmn
azaldigi, bu nedenle de olusturulan sistemin, asidik oldugu bilinen kati tiimdrlerin tedavisinde
uygulanabilecegi belirtilmistir (LEE ve ark., 2003-a). Poli(L-histidin), poli(etilen glikol) ve
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poli(L-laktik asit) kopolimerinden olusan yeni bir pH-duyarli misel sistemi de ayni grup
tarafindan hazirlanmis ve bu sistemlerin bir kismma folat baglanarak ilag salimi incelenmistir.
In vitro deneyler sonucunda, folat baglanmis misellerde goriilen ila¢ salimmin daha hizlh
oldugu ve bu sistemin folat reseptorii igeren tiimor hiicrelerinin yok edilmesinde oldukga etk in
oldugu gosterilmistir (LEE ve ark., 2003-b). Baska bir ¢calismada, poli(L-histidin) - poli(etilen
glikol) - folat ve poli(L-laktik asit) - poli(etilen glikol) - folat blok kopolimerleri karisimmdan
misel yapisi olusturulmus ve PHSM/f olarak adlandirilan bu yapilardan Doksorubisin kanser
ilacinin salimi gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda, kati tiimor hiicreleri igerisindeki
kanser ilac1 birikme oranmin, serbest kanser ilact verilen orneklerdekine gore 20 kat fazla
oldugu saptanmistir. Bu nedenle, PHSM/f sisteminin, ila¢ direnci yiiksek tiimor tedavisinde
etkin olabilecegi ongoriilmiistir (LEE ve ark., 2005). Ayni gurubun baska bir ¢alismasinda,
poli(histidin-fenilalanin) - poli(etilen glikol) ve poli(L-laktik asit) - poli(etilen) glikol - folat
kopolimerleri karisimmdan miseller olusturulmus, deneysel arastirmalarla belirlenen optimum
kopolimer oranlar1 kullanilarak hazirlanan misel yapilardan endozomal pH’ta Doksorubisin
salimi incelenmistir. Arastirma sonunda, Doksorubisin yiiklenmis misellerin Doksorubisin
direngli tiimor hiicrelerinde bile tiimor yok edici 6zellik sergiledigi rapor edilmistir (KIM ve

ark., 2008).

Polihistidinin pH duyarlilik 6zelligi gozlenmistir ve polihistidinin degisik polimerler
ile farkli kombinasyonlar1 hazirlanarak ilag tasiyici sistemleri yapimistwr. Ancak, polihistidin,
bozunmasi yilizeyden baslayarak kontrollu ilerleyen ve biyouyumlu bir polimer olan
polisebasik asit ile birlikte kullanilmamistir. Bu arastirmada, polisebasik asidin
monomerinden baglayarak sentezlenmesi, nanopartikiil yapiminda kullanilmasi yani sira bu

sistemlerin polihistidin ile pH duyarl yapilmasi planlanmustur.
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2.2 Cahsmann Amaci

Bu c¢alismanmn amaci, kanser tedavisinde kullanilmak tizere, kontrollu ve hedeflenmis

ilag salim yapabilecek pH duyarh polimerik nanokiire ilag tagiyici sistemler gelistirmektir.

Kanser ilac1 tasiyan sistemleri yapmak amaciyla polisebasik anhidrit (PSA)
sentezlenmis ve nanokiire yapiminda kullanimistir. Nanokiirelerin yapiminda uygulanan
sartlar (¢oziicli ve siirfaktan tipi, polimer derisimi ve molekiil agirligi gibi) degistirilerek elde
edilen nanokiirelerin homojen olmasi saglanmis ve hazirlama sartlar1 optimize edilmistir.
Doksorubisin kanser ilac1 yiklenerek hazirlanan nanokiirelerin dis yiizeyleri, pH degisimine
duyarli bir biyopolimer olan polihistidin ile kaplanmistir. Bunun amaci, pH degeri asidik
bolgeye kayan tiimor bolgesinde ilag etkinligini arttrabilmektir. Ayrica polysebasik anhidritin
diisiik pH degerlerinde uzun siireli bozunmasindan faydalanarak (FU ve ark., 2001), tiimor

bolgesinde kontrollu, uzun siireli ve etkin salim elde edilmesi amaglanmustir.

Bilindigi gibi, kanser ilac1 olarak kullanilan kimyasallarm yan etkileri olduk¢a fazladir
ve bundan kurtulmak i¢in, ilact az miktarda ve etkin kullanmak gerekmektedir. Bunun i¢in
onerilen metod, ilacin tiimor bolgesine hedeflenmesi ve boylece viicudun saglikli bolgelerine
dagilmadan sadece tiimor bolgesinde etkin olmasidr. Timdr bolgesinin pH ve sicakhigmmn
diger saglikli dokulara gore farkli olmasi, bu parametrelere duyarli sistemlerin tedavi

amactyla kullanilmasina olanak saglamaktadr.

Hazirlanan PSA bazh ve histidin kapli nanokiirelerden ilag salim, farkli pH tampon
ortamlarinda ( pH 4; 7.4 ve 10) kullanilarak optimize edilmistir. Nanopargaciklarin kimyasal
ve fiziksel yapilari, Fourier doniistimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR), dinamik 151k sagilim
spektrometresi (DLS), ultraviyole ve goriiniir 15Kk absorpsiyon spektroskopi (UV-VIS),
parcacik boyut 6l¢iicti (PA) ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir.
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2.3  Cahymamn Ozgiin Degeri

Terapi amaciyla kullanilan etkin maddelerin viicutta en yiiksek etkiyi gosterecegi bolgede
salimmin saglanmas1 farmasotik teknoloji alaninda dozaj formlarinin tasarimindaki en 6nemli
noktalardan birisidir. Etkin maddenin sistemik absorpsiyonu ve biyolojik etkinligi,
farmakolojik yanttin en yiiksek oldugu bolgeye hedeflenmis dozaj sekilleri ile artirilmakta ve
olusabilecek yan etkileri azaltiimaktadir. Istenilen bdlgeye, ozellikle kanser hiicrelerine
hedeflenen ilag tastyici sistemler, tiimore 6zgii ¢esitli lokal hastaliklarin tedavisini ve etkin
maddenin sistemik emilimlerini saglarlar. Etkin maddelerin hiicreye hedeflendirilmesi i¢in
ilaglarmn sicakliga veya pH degerlerine duyarli polimerlerle kaplanmasi 6zellikle kanser
tedavisinde etkin rol oynamaktadir. Bu giine kadar gelistirilen polihistidin bazli pH duyarh
tastyic1 sistemler, polihistidin’in piyasadaki fiyatindan dolayi ¢ok yikksek maliyetlerle
hazirlanabilmektedir. Ayrica, bu sistemlerde goriilen pH duyarli salim, poli(anhidrit)

sisteminde goriilen ve yilizey bozunmasma bagli olan kontrollu salima gore oldukga hizlidir.

Bu ¢alismadaki 6zgiinliik, ilag tasic1 nano sistemin ana kisminin diisikk maliyetli ve asidik
kosullarda uzun sire salim saglayabilecek olan PSA polimerinden olusturulmasi; bu
nanokiirelerin etrafinin ince bir polihistidin tabakasi ile kaplanarak pH duyarli yapilmasi, ve
boylece hem ekonomik hem de etkin bir kanser ilaci tasiyic1 nano sisteminin elde edilmesidir.
Polihistidin temelli sistemlerin endositoz yoluyla hiicre i¢ine alimma &zelligi oldugu
bilinmektedir. Literatiirde, kanser ilaglarmm polihistidin molekiiline kovalent baglandig1 ve
hedefleme amaciyla kullanildigni gosteren makaleler bulunmaktadir. Ancak, bu sistemler

ilaglarm kontrollu ve uzun siire salimimn1 saglayamamaktadirlar.

Yaptigimiz arastirmalara gore, PSA bazl nanokiire ilag tasiyici sistemlerin polihistidin
ile kaplanarak pH duyarli hale getirilmesi konusunda daha 6nce yapilmis bir calisma
bulunmamaktadir. PSA nanokiirelerin tizerindeki ince polihistidin tabakasi, nanotaneciklerin
kanser hiicresi civarinda etkin salm yapmasmi saglamak amaciyla kullanilmistir. Asidik
ortamda protone olan polihistidin, ila¢ yiklii nanokiireleri de hiicre igine tasiyacaktir.

Boylece, ilag iceren PSA nanokiireler hiicre i¢ine alinabilecek ve kontrollu salim hiicre i¢inde

21



gerceklestirebilecektir. ilag iceren tastyicilarin nano boyutta hazirlanmasi bu sistemlerin
hiicre i¢ine kolay girebilmesi yonii ile projeye uygulanabilirlik agisindan 6zgiinliik
katmaktadwr. Hidrofilik kanser ilaglar1 ile yiikklenmis olan pH duyarli nanokiireler, fiziksel ve
kimyasal analizleri yapildiktan ve optimize edildikten sonra, iclerine yikklenen Doksorubisin

ilacinm salim kinetikleri farkli pH ortamlarinda incelenmistir.

Bu projenin kapsamu, verildigi hali ile pH duyarli PSA nanokiire sentezi ile kisithdur.
Proje sunumunda belirtilen nanokiireler basari ile hazrlanmigtr ve degisik pH ortamlarinda

sistemlere yiiklenen Doksorubisin ilacinin salimi incelenmistir.

Su anda, Ogrencimiz Oslo Universitesinde (Norve¢) bulunmaktadr, ve Oslo
Universitesinde Kanser Arastirma Birimi ile birlikte yiiriitiilmekte olan ¢aligmalarimizda, bu
proje kapsaminda elde edilen PSA nanokiirelerin, in vitro ve in vivo uygulamalari devam
etmektedir.

22



3

GEREC VE YONTEM

3.1 Malzemeler

Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar ve bu kimyasallarm alind1g1 firmalar Tablo 3.1°de

verilmistir.
Tablo 3.1 Kimyasallar ve alindiklar1 firmalarn listesi
KIMYASAL FIRMA
Sebasik asit (SA) Fluka (ABD)

Asetik anhidrit

Merck (Almanya).

Etil eter Sigma-Aldrich Chemie (Almanya)
Petrol eteri Sigma-Aldrich Chemie (Almanya)
Poli(vinil alkol) (PVA) Fluka (ABD)

Doksorubisin Sandoz (Tirkiye)

Polihistidin

Sigma-Aldrich Chemie (Almanya)

Hidroklorik asit (HCI)

R&D Systems (ABD)

Sodyum hidroksit (NaOH) J.T. Baker (Hollanda)
Diklorometan Sigma-Aldrich Chemie (Almanya)
Tween 80 Across (Belgika)

Etil asetat Sigma-Aldrich Chemie (Almanya)

Poli(vinil pirolidon)

Across (Belgika)

23



3.2 Yontem

3.2.1 Polimer Sentezi

Polisebasik anhidrit sentezi, sebasik asit ve asetik anhidrit kullanilarak azot gazi
ortaminda yapilmistir. Karigim, dongiilii buharlastric1 reaktor icinde 140°C sicaklikta 30
dakika ssitilmigtr. Reaksiyon sirasinda olusan asetik asit, dongiilii buharlastirict yardim ile
ortamdan uzaklastrilmustir. Hazirlanan sebasik anhidrit oligomerleri, saflastirma amaciyla
diklorometan i¢inde ¢oziilmiis ve daha sonra 1:1 oraninda hazirlanan etil eter ve petrol eteri
karisimma alinarak ¢okertilmistir. Elde edilen saf prepolimer, vakum altinda ve 180°C’de
kondensazyon polimerizasyonuna tabi tutulmustur. Sebasik asitin polimerlesme reaksiyonu

Sekil 3.1 de gosterilmistir.

Polimerlesme siiresi, polimerin molekiil agirhginda etkin bir parametredir. Dolayisiyla,
polimerlesme siiresinin etkisini gorebilmek amaciyla reaksiyonlar ayni sartlarda ve iki zaman
araliginda yiriitiilmiistiir. Stirenin 90 dakika oldugu durumda diisiik molekiil agirlikli polimer
(Mw=2500) ve 180 dakika oldugu durumda yiiksek molekiil agirlikli polimer (Mw= 4600)
elde edilmistir. Literatiirde verilen sonuglara gore, yiikksek molekiilar agirlikli polianhidritlerin
biyobozunmalari, diisiik molekiil agirhkli olanlara gore daha yavas bir hizla gerceklesmekte
ve bu siire 1 ila 6 ay arasinda degismektedir (DOMB, 1987). Bu verilere dayanarak, projenin
kisa siiresi iginde hizli sonug alabilmek ve salim profillerini hizla inceleyebilmek igin, bu
calisma kapsaminda disik molekiil agirlikli PSA secilmis ve mnanokiire yapmminda
kullanilmistir.

@)
!

I I I
OH—C{»CHZAS—C—OH — «LC—QCHZ - c—o%»n

Sekil 3.1. Sebasik asitin polimerles me reaksiyonu
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3.2.2 [1lag iceren nanokiirelerin hazirlanmasi

Kanser ilac1 olarak se¢ilen Doksorubisin iceren PSA bazli nanokiireler ¢ift emiilsiyon
polimerlesme yontemiyle hazirlanmisti. Bu amag igin, Doksorubisin ¢ozeltisi (2 mg
Doksorubisin 1 mL distile su i¢cinde), diklorometan i¢inde hazirlanan PSA ¢ozeltisi (20 mg
veya 50 mg ilag 4.5 mL diklorometan iginde) ile karstirilmis ve 100 W giigteki prob
sonikasyonu ile 30 saniye boyunca emiilsifiye edilmistir. Organik faz i¢inde su damlaciklar
iceren ilk emiilsiyon ‘wi1/0’ olarak ifade edilmistir. Bu emiilsiyon, i¢inde yiizey aktif madde
(stirfaktan) bulunduran ikinci su fazina eklenerek su/organik faz/su ortamu elde edilmistir. Bu
sistem ‘W;/0/wW,’ olarak gosterilmistir. Organik ¢oziicli, manyetik karistiriciyla 3 saat boyunca
hizli sekilde karistirilarak buharlastirilmis ve ortamdan ayristirilmistir. Cozelti 13000 rpm
hizda 15 dakika santrifiij yapilarak katilagmig nanokiireler toplanmis, ultra saf su ile en az 4
kez yikanmis ve en son dondurarak-kurutma (liyofilizasyon) yontemiyle ortamda bulunan su
almmustr. Nanokiirelerin en homojen boyutta elde edilmesi i¢in farkli stirfaktanlar, ¢oziictler,
ve farkli molekiil agirlikta ve derisimde PSA polimerleri kullanilmistir. Kullanilan
kimyasallar ve 6zellikleri Tablo 3.2’de verilmistir. PSA nanotaneciklerin hazirlanis1 sematik

olarak Sekil 3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Nanokiirelerin hazirlanmasinda degigen parametreler

Parametreler Degisiklikler

Polivinil alkol (PVA)
Polivinil pirolidon (PVP)
Tween 80 (T80)

Stirfaktan tipi

Polimer derigimi (mg/mL) 4
10

Polimer molekiil agirhig: 2500
4600

Diklorometan

Céziicil tipi Kloroform
Benzil alkol

Etil asetat
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Sekil 3.2. Cift emiilsiyon yontemi ile ilag igeren nanokiirelerin hazirlanmasi

3.2.3 pH duyarh nanokiirelerin hazirlanmasi

Hazirlanan nanokiireleri pH duyarli yapmak amaciyla, 20 mg PSA nanotanecikleri
tartilmig ve asitli ortamda (pH ~ 4) hazirlanmig 10 mL polihistidin ¢6zeltisine eklenmistir.
Ortamda serbest kalan polihistidin ¢cokene kadar ortama NaOH (0.01 M) ¢6zeltisi eklenmistir.
Polihistidin ile kaplanmis olan nanokiireler santrifiij yapilarak toplanmis ve en az 2 kez ultra

safsu ile yikanmustir. Son olarak, nanokiireler liyofilizasyon yontemiyle kurutulmus ve sudan

armdirilmistir.
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3.3 Karakterizasyon

Tiim hazrlanan monomer, polimer ve nanotaneciklerin degisik O6zellikleri asagida

belirtilen farkl teknikler ile incelenmistir.

3.3.1 PSA karakterizasyonu
3.3.1.1 PSA’min kimyasal analizi

Proje kapsaminda sentezlenen sebasik anhidrit monomeri ve polimerlerinin kimyasal
yapilar1 Fourier doniisimli kizilotesi spektroskopisi (FTIR) (PerkinElmer, ABD) ve
doétoryumlanmis  kloroform iginde ¢O6ziillerek  hidrojen-nikkleer manyetik rezonans

spektroskopisi (H-NMR) (Bruker, Almanya) yontemleri ile incelenmistir.

3.3.1.2 PSA’min molekiiler agirlik analizi

Sentezlenen polimerlerin molekiiler agirliklar1 polimerlerin tetrahidrofuran iginde
coziilerek, ve 1 mL/dk akis hiz1 ile, 30 °C de jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) cihazindan
(PL-GPC 220, ABD) gegirilmesi ile elde edilmistir. Deney sirasinda polisitiren standart

kalibrasyon molekiilii olarak kullanilmigtur.

3.3.2 Nanokiirelerin karakterizasyonu

3.3.2.1 Taramah Elektron Mikroskopisi

Hazirlanan polisebasik anhidrit bazli nanokiirelerin boyut ve yapilari, taramali elektron
mikroskopisi (SEM) analizi ile belirlenmistir. SEM analizine hazirlamak amaciyla,
Doksorubisin yiiklenmis nanokiire ¢ozeltilerinden 50 pL karbon bantlar tizerine konulmus ve
oda sicakliginda kurutulmustur. Daha sonra altm ve paladyum ile kaplanan 6rneklerin SEM

mikrograftlart alimmastr.
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3.3.2.2 Par¢acik Boyutu Analiz

PSA bazli nanokiirelerin pargacik boyutlari, lazer sinli parcacik boyut analiz cihazi
(Malvern Nano ZS90, Ingiltere) kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢in nanokiireler sulu
ortamda siispanse edilerek cihaza konulmus ve boyut dagilimi ile ortalama boyut dlgiileri

bulunmustur.

3.3.2.3 Histidin kaph nanokiirelerin analizi

Hazirlanan nanokiireler, pH duyarli sistem hazirlamak amaciyla polihistidin ile
kaplanmistir. Histidin kapli nanokiireler FTIR spektroskopisi (PerkinElmer, ABD) ile
incelenmistir. Bu amag i¢in, PSA nanokiireleri, saf polihistidin ve polihistidin ile kaplanmis
olan PSA nanokiirelerin FTIR spektralar1 alimmis ve birbirleri ile karsilastirilmistr. Bu

analizlerde, kaplanmamig nanokiireler ve polihistidin kontrol gruplari olarak kullanilmistir.

3.3.3 Doksorubisin (DOX) calismalan

PSA nanokiirelerin enkapsiilasyon verimi ve salim profilleri Doksorubisin (DOX) kanser

ilac1 kullanilarak ¢aligilmistir.

3.3.3.1 Doksorubisin enkaps iilasyon verimi

PSA nanokiireler i¢ine yiikklenen Doksorubisin i¢in enkapsiilasyon verimini hesaplamak
amactyla, ilkk basta konulan ila¢g miktar1 (2 mg Doksorubisin 1 mL distile su i¢inde) ve
nanokapsiil hazirlanmasi sonrasi elde edilen ¢ozeltideki Doksorubisin miktar: (organik faz
vaporize edilip nanokiireler ayrildiktan sonra kalan sulu fazdaki Doksorubisin miktari),
ultraviyole spektrofotometresi ile (Molecular Devices, ABD) 485 nm dalga boyunda

Olgiilmiistiir. Enkapsiilasyon verimi asagida verilen denklem kullanilarak hesaplanmistir.
Ila¢ Enkapsiilasyon verimi (EE% ) = { (lob—ls) / 1p } x 100

Bu denklemde, Iy baslangig ilag miktarm, Is ¢ozeltide kalan ila¢ miktarini ve (Ip— Is)

nanokiireler iginde enkapsiile olan ila¢ miktarini géstermektedir.
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3.3.3.2 Insitu Doksorubisin sahhm

PSA nanokiirelerden Doksorubisin salim profilleri fosfat tampon ¢ézeltilerinde in situ
olarak incelenmistir. Bu amagla, 5 mg pH duyarli nanopartikiil 0,5 mL distile suda
suspansiyon haline getirilmis ve diyaliz membranlar icine konulmustur. pH duyarh
nanokiireleri iceren diyaliz membranlar, farkli pH degerlerinde olan 4.5 mL fosfat tampon
cozeltileri (PBS) igine (0,1 M, pH 4, 7.4 ve 10) konularak 37°C de inkiibe edilmistir. Cesitli
zaman araliklarinda (1, 2, 3 ve 12 saatte bir) ¢ozeltilerden 0.5 mL alnmis, yerine ayni
miktarda taze PBS eklenmistir. Salman ilag miktari, ultraviyole spektrofotometresi ile
(Molecular Devices, ABD) 485 nm dalga boyunda saptanmustir. Absorpsiyon ve ilag
konsantrasyonu baglantisini verecek sekilde hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak (Sekil
4.6) ortamdaki Doksorubisin miktar1 hesaplanmistir. Salim deneyleri tiger kez tekrar edilmis

ve ortalama degerler almmustur.
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4 BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Polimer karakte rizasyonu

Bu calismada kullanilan sebasik asit ve polisebasik anhidrit i¢cin elde edilen FTIR
spektrasi Sekil 4.1°de verilmistir. Sebasik asit spektrumunda, karboksilik grubuna ait olan ve
O-H gerilmesinden kaynaklanan keskin pikler, 1697, 1300 ve 930 cm™’de gozlenmistir.
Polimerlerin spektrumunda ise, O-H gerilmesine ait pik gdzlenmemekte, ancak C-O-C
(anhidrit) gerilmesine ait olan pikler 1090-1030 cm® arasinda belirgin olarak ortaya
¢ikmaktadr. Ayrica, 1732 cml’de ortaya ¢ikan etkin pik ester grubunun olusumunu agikca
belirtmistir. Bu pikler polimerlesmenin gergeklestiginin kanitidir. 2924 cm™ ve 2853 cm'” de

gozlenen pikler, —CH, gurubunun gerilme titresimine aittir.
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Sekil 4.1. SA monomeri ve PSA polimerinin FTIR spektras1
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Sentezlenen polimerin  H-NMR spektrumu ve degerleri ‘Insan Metabolom
Veritabani’nindan (Human Metabolome Database), referans olarak se¢ilen sebasik asitin H-
NMR spektrumu ile karsilastiriimistir (Www. hmdb.ca/search/search?query=sebacic+acid). Bu
spektrumlar Sekil 4.2°de verilmistir. Literatiirden bilindigi tizere, monomerik sebasik asit igin
verilen numaralamada, 3 ve 14 numarali olan —OH gruplarma ait bantlar 10.49 ppm olarak
gdzlenmistir. Monomer ve polimerlerin H-NMR spektrumlari karsilagtirildiginda, monomerde
var olan —OH gruplarina ait bantlarin (10.49 ppm’deki bantlar), PSA polimerlerinde yok
oldugu goriliir ve bu durum —OH gruplarinin polimerlesme reaksiyonuna girdigini ve

polimerin basarili bir sekilde sentezlendiginin gostergesidir .
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Sekil 4.2. H-NMR spektrumlari, (a) Sebasik asit, (b) Polisebasik anhidrit
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4.2 Nanokiirelerin karakterizasyonu

Polisebasik asit kullanilarak sentezlenen kiirelerin nano boyutta, diizgiin sekilde ve
homojen dagilimda hazirlanabilmesi igin ¢ok sayida deney yapilmistir. Bu amag i¢in, degisik
coziiciiler, farkh stirfaktanlar, polimerin farkli molekiiler agrliklar1 ve degisik derigimleri

kullanilmistir (Tablo 3.2).

Polimerizasyon ortamma 50 mg polimer konularak hazirlanan ve sadece ¢dziicii tipi
degistirilerek (stirfaktan ve polimer agirligi sabit tutularak) elde edilen kiirelerin hazirlanig
sartlar1 ve SEM mikrograflar1 Tablo 4.1°de; ortama 20 mg polimer konularak hazrlanan ve
¢ozlicl tipi sabit tutularak (siirfaktan tipi ve polimer molekiiler agirhigi degistirilerek) elde

edilen kiirelerin hazirlanis sartlar1 ve SEM mikrograflar1 Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.1. Nanokiire lerin sabit PSA derisiminde hazirlanis parametreleri ve SEM mikrograflar

Sample Hazrlams parametreleri SEM mikrograflar

Polimer: 50 mg

Cozelti: Diklorometan

P1D Siirfaktan 1: PVA (4% wi/v)
Siirfaktan 2: PVA (1% w/v)
Polimer Mw: 2500

Polimer:50 mg

Cozelti: Etil asetat
Sirfaktan 1: PVA (4% w/v)
P1E Sirfaktan 2: PVA (1% w/v)
Polimer Mw: 2500

Polimer: 50 mg

Cozelti: Kloroform
Sirfaktan 1: PVA (4% w/v)
P1C Sirfaktan 2: PVA (1% w/v)
Polimer Mw: 2500
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Tablo 4.2. Nanokiire lerin sabit ¢ozelti ortaminda hazirlanig parametreleri ve SEM mikrograflar

Sample

Hazrlanmis parametreleri

SEM mikrograflar

P2PVAl

Polimer: 20 mg

Cozelti: Diklorometan
Siirfaktan 1: PVA (1% wiv)
Sirfaktan 2: PVA (1% w/v)
Polimer Mw: 2500

P2PVA4

Polimer: 20 mg

Cozelti: Diklorometan
Siirfaktan 1: PVA (4% w/v)
Sirfaktan 2: PVA (1% wi/v)
Polimer Mw: 2500

P2T4

Polimer: 20 mg

Cozelti: Diklorometan
Siirfaktan 1: T80 (4% wiv)
Sirfaktan 2: T80 (1% w/v)
Polimer Mw: 2500

P2PVP4

Polimer: 20 mg

Cozelti: Diklorometan
Siirfaktan 1: PVP (4% wiv)
Sirfaktan 2: PVP (1% w/v)
Polimer Mw: 2500

P2PVA4M

Polimer: 20 mg

Cozelti: Diklorometan
Sirfaktan 1: PVA (4% w/v)
Siirfaktan 2: PVA (1% wi/v)
Polimer Mw: 4600
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Hazirlanan nanokiirelerin arasinda en diizgiin ve homojen dagilim, ¢ozelti olarak
diklorometan, ve siirfaktan olarak T80 kullanilan (Tablo 4.2 de P2T4 kodlu 6rnek), veya PVA
kullanilan ve siirfaktan miktarmin % 4 oldugu ortamlarda (Tablo 4.2 de P2PVA4 kodlu

ormek) elde edilmistir.

P2T4 ve P2P VA4 6rneklerinin diizgiin kiire sekillerini ve homojen dagilimini daha net
gosteren SEM fotograflar1 Sekil 4.3 de verilmistir. Bu sonuglar, PVA ve T80 siirfaktanlarmnin,
sulu ortamda polimerin dagilimini ¢ok daha iyi sagladiginin bir gdstergesiolup, siirfaktanlarin
polimerik nanokiire yiizeylerini tamamen kaplamasi ve nanokiirelerin birlesmelerini
engellemesi olarak agiklanabilir. Diger taraftan, PVP kullanildiginda nano taneciklerin
birbirine yapistigi goézlenmistir. Literatirde, PVP’nin genellikle metal bazli olan nano
taneciklerin hazrlanmasi igin tercih edildigi bildirilmektedir (SHAO ve ark., 2006; WANG
ve ark., 2005).

Bu cahsmada en iyi sonuglar ¢Ozelti olarak diklorometan kullanildiginda clde
edilmistir. Bu sonug, diklorometanin hizli buharlasmasi sonucu nanokiirelerin olduk¢a hizh
bir sekilde katilasmas1 ve biraraya gelmeden diizgiin kiire olusumunun saglanmasi olarak
acikklanabilir. Hizla katilasan (solidified) polimerik kiireciklerin kiime olusturmasi ve
yapismasi bu sekilde engellenmektedir. Bu ¢alismada, molekiil agirliklar1 2500 ve 4600 olan
ki degisik molekiil agirliginda PSA sentezlenmistir. Her ikisinde de PVA siirfaktan1 ve
diklorometan ¢ozeltisi kullanildiginda diizglin nanokiireler elde edilmistir (Tablo 4.2;
P2PVA4 ve P2PVA4M ornekleri). Ancak yiiksek molekiil agirlikli polimerin bozunma siiresi
daha uzun ve dolayisiyla salim daha yavas (1-6 ay arasi) olacagi i¢in, molekiil agirhgi 2500

olan PSA ile hazirlanan nanokiireler tercih edilmis ve salim ¢aligmalarinda kullanilmistir.

Elde edilen nanokiirelerin sekillerinin ¢ok diizgiin kiireler halinde oldugu SEM
mikrograflarindan gozlenmistir (Sekil 4.3). Ayrica, pargacik boyut analiz cihazi ile, ilag igeren
PSA bazli olan nanokiirelerin pargacik boyut dagilimi ve ortalama boyutlar1 belirlenmistir.
Sekil 4.4°te gosterildigi gibi, P2T4 nanokiireleri i¢in boyut dagilimmm 458-1106 nm
araliginda oldugu ve ortalama tanecik biiyikliigiinin 709 nm oldugu gdézlenmistir. Diger
taraftan, P2PVA4 nanokiirelerinin dagiliminin 122-396 nm arasinda oldugu ve ortalama
boyutun ise 209 nm oldugu belirlenmistir. Bu nedenle ¢alismanin devaminda yapilmis olan

deneylerde P2PVA4 nanokiireleri kullanilmistir.
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Sekil 4.3. Doksorubisin i¢eren nanokiirelerin SEM fotograflari. (a ve b) P2T4; (c ve d) P2PVA4
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Sekil 4.4.

Doksorubisin igeren PSA nanokiirelerin tanecik boyut dagilimi. a) P2PVA; b) P2T4
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4.3 Polihistidin kaplama karakterizasyonu

PSA nanokiirelerin yiizeyleri polihistidin ile kaplandiktan sonra, yiizeydeki kimyasal degisim
FTIR ile incelenmistir. Doksorubisin igeren PSA nanokiireler ve saf polihistidin, kontrol
gruplari olarak FTIR ile analiz edilmistir. Bu sonuglar, Doksorubisin igeren ve polihistidin ile
kaplanmis olan nanokiirelerin spektrumu ile kiyaslanmustir. PSA nanokiireler, saf polihistidin,

ve histidin ile kaplanmis olan nanokiirelere ait spektrumlar: Sekil 4.5’ te verilmistir.
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Sekil 4.5. FTIR spektrumlari. a) Doksorubisin i¢ceren PSA nanokiireler, b) Polihistidin ile kaplanms
Doksorubisin igeren PSA nanokiireler, ¢) Saf polihistidin
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Polihistidin spektrumunda, imidazol ve amid gruplarina ait olan ve C=N-H ve N-H
gerilmelerinden kaynaklanan pikler, sirasiyla 1546 ve 3281 cm’de gozlenmistir. Ayni pikler
polihistidin ile kaplanmis olan nanokiirelerin spektrumunda da goriilmiistiir. Diger taraftan,
kaplanmamis nanokiirelerin spektrumunda bu pikler gézlenmemektedir. Bu sonuglar da,
polihistidin molekiillerinin PSA {izerinde varliginin ve polihistidinin basar1 ile nanokiirelere

tutturuldugunun kanitidr.

4.4  Doksorubisin enkaps iilasyon verimi

PSA nanokiirelere enkapsiile edilen ilag verimi % 48 olarak belirlenmistir.Elde edilen
bu deger literatiire gore ¢ok iyi bir degerdir. Literatiirde doksorubisinin yiikleme kapasitesini
arttirmaya odaklanan cesitli ¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda ilag yiikleme
kapasitesinin  artisy, ilacin organik fazdan su fazma gecisini engellemek ile
gergeklestirilmektedir. PSA nanokiirelerin ilag yiikleme degerini arttrmak igin, iyonik
polimerler (WONG ve ark, 2004) veya iyonik siirfaktanlar (CHAVANPATIL ve ark., 2007)
kullanilarak sirasiyla % 42.5 ve % 49.2 verim elde edilmistir. Bizim ¢alismamizda, PSA
nanokiireleri, normal siirfaktan ve polimer kullanilarak hazirlanmug ve ilag yiikleme
kapasiteleri % 48 olarak belirlenmistir. Doksorubisin i¢cin elde edilen bu enkapsiilasyon

verimi literatiirdeki sonuglara gore ¢ok iyi ve timit verici bir deger olarak kabul edilmistir.

4.5 Insitu Doksorubisin salim

Ortamin pH degerinin salim iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla ilag iceren
nanokirelerin salimlar1 i¢ farkli pH ortaminda (pH 7; 7.4; ve 10) incelenmistir. Diger
taraftan, pH nin ilag absorpsiyonu iizerindeki etkisini géz ardi etmemek amaciyla kalibrasyon
egrileri de belirtilen 3 pH ortaminda da hazirlanmistir (Sekil 4.6). pH degisiminin ilag
absorpsiyonuna etkisinin dnemli sayilamayacak derecede az oldugu soylenebilir. Buna karsin
salm deneyi hesaplary, deneyin yapildigi pH ortami i¢cin hazirlanan kalibrasyon egrisi

kullanilarak yapilmstir.
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Sekil 4.6. Doksorubisin saliminin ti¢ farklipH ortaminda kalibrasyon egrisi

PSA nanokiirelerden Doksorubisin salim profilleri, histidin kaplamadan 6nce ve sonra
pH 7.4 tamponunda incelenmis ve sonuglar Sekil 4.7 de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, polihistidin ile kaplanmamis olan PS A nanokiireler, icerdikleri doksorubisinin tamamini
yaklagik 50 saat i¢inde (~ 2 giin) brakmaktadr. Bu durum PSA’nmn hidrolitik bozunmasi

sonucu ilacin hizla digar1 salinmasindan dolayidir.

Diger taraftan, polihistidin ile kaplanmis olan nanokiireler ilac1 kontrollu ve daha uzun
sirede salmaktadir. Ortamuin pH degeri 7.4 oldugunda, 300 saat (~ 12 giin) i¢cinde toplam
ilacin ancak % 50’si ortama salinmaktadir. Bu durumda da, polihistidine PSA nanokiirelerin
etrafinda koruyucu bir zirh olusturmakta ve PSA’nin bozunmasinin yanisira ilag salimini

engellemektedir.
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Sekil 4.7. Polihistidin kaplama 6ncesive sonrasi PSA nanokiirelerden pH 7.4 ortaminda Doksorubisin salimi

Polihistidin ile kaplanmis olan nanokiirelerin pH duyarliliklarmi gbzlemlemek i¢in

nanokiirelerin ilag salimlar1 3 farkli pH ortaminda (pH 4; 7.4 ve 10) incelenmistir.

Hazirlanan pH duyarli nanokiirelerden farkli pH ortamlarinda Doksorubisin salim
profilleri Sekil 4.8 de gosterilmistir. Literatirde degisik oranlarda kitosan, aljinat ve
polihistidin igeren mikropartikiillere ait bilgi bulunmaktadir. Bu sistemlerde hemoglobin
ornek ilag olarak kullanilmis ve elde edilen sonuglara gore yiikklenmis olan hemoglobinin

mikropartikiillerden salimi en fazla 80 saat icinde ger¢eklesmistir (CHEN ve ark., 2012).

Bizim ¢alismamzda ise elde edilen salim grafiklerine bakildiginda, en yiiksek salimin
pH 4 ortaminda gergeklestigi (300 saat iginde % 81), ortam bazik oldugunda salimm azaldig:
(pH degerinin 7.4 oldugu ortamda 300 saat i¢inde % 54, ve pH degerinin 10 oldugu bazik
ortamda 300 saat i¢inde % 38 oldugu) goriilmiistiir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. pH duyarli nanokiirelerden farkli pH ortamlarinda Doksorubisin salimi

Bunun nedeni polihistidinin diisiik pH’larda protone olmasidir. Bu durumda pH
duyarli nanokiireler asidik ortamda daha hizli salim yaparak etkin doza kisa siirede
ulagsmaktadir. Diisik pH ortammda nanokiirelerin etrafindaki polihistidin kisa siirede ve
tamamen ¢oziinmektedir. Asidik ortamda ¢ok yavas ¢oziinen polisebasik anhidrit ise
ylizeyden, yavas yavas ve kontrollu bir hizla bozunmaya baslamaktadir. Bu 6zgiin ve
kompleks sistem sayesinde ilacin basta etkin doza ulasmasi, sonrasinda ise polisebasik
anhidritin asidik ortamda bozunma hizina bagl olarak sabit ve kontrollu bir hizla, etkin dozda

ve uzun stireli salmi gergeklestirilebilmektedir.

Nanokiirelerin notr ve bazik pH ortamlarmdaki salim hizin1 daha fazla yavaslatmak,
ilacm viicut i¢inde diger dokulara zarar vermesini 6nlemek agisindan 6nemlidir. Bunun i¢in,
PSA nanokiireleri iizerine polihistidin kaplamasinin daha kalin yapilmasi veya yiiksek
molekiiler agirlikli PSA Kkullanilmas: gerekebilir. Calismalarimiz bu yonde de devam
etmektedir.
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5 SONUC

Bu ¢alismada ¢ok 6zgiin ve akilh bir ilag tasiyict sistemi gelistirilmistir. Nanokiire olarak
hazirlanan ilag tasiyicilar, biyouyumlu oldugu bilinen ve FDA tarafindan onayl olan
polisebasik anhidrit kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan PSA nanopargaciklarm yiizeyden
baslayan ve kontrollu ilerleyen bozunmasmdan dolay1 i¢lerinde bulunan ilaglarin oldukca
sabit hizda ve kontrollu sahmi beklenmektedir. Ayrica PSA nanotaneciklerin yiizeyleri pH
duyarli olan polihistidin ile kaplanmis ve pH duyarli olan akilli nanokiireler yapilmistir.
Hazirlanan nanokiirelerin, diger dokulara gore daha asidik oldugu bilinen timér bolgesinde
ilag salim1 yapmasi beklenir. Bu nedenle, kanser dokularindaki ilag konsantrasyonunun hizli
bir sekilde terapotik seviyesine ulagmasi, ve diger dokularm ilacin olumsuz etkilerinden

korunmas1 saglanmis olacaktur.

Salim grafiklerinde pH 7.4 ortaminda izlenen ilag salmini engellemek i¢in (ilacin kan
hiicrelerine ve saglikli dokulara verebilece§i yan etkilerini ortadan kaldrmak amaciyla)
ilerideki ¢alismalarimizda daha yiiksek molekiiler agirhkli PSA kullanilmasi ve/veya daha

kalin polihistidin kaplama yapilmasi planlanmaktadr.

5.1 Oneriler ve yapilmasi gerekenler

Bu ¢alisma, hizli destek projesi olarak ve 1 sene i¢in desteklenmistir. Cok yeni bir konu
icin, hem literatiiri taramak, hem de proje takviminde belirtilen is paketlerini
tamamlayabilmek ve nano sistemleri hazirlayabilmek hi¢ kolay olmamistir. Ayrica, olaya
sentez basamagindan bagliyor olmak igimizi zorlastirmustir. Zira, literatiirde belirtilen pek ¢ok
sentez prosediirii verimli ¢alismamistir. Her seye ragmen, O6grencimizin yogun ve titiz
caligmast ile proje tamamlanmistir. Laboratuvarimizda hazirlanan nano ilag tastyict sistemler,
su anda Oslo Universitesinde Prof. Nystrom ydnetiminde optimize edilmekte ve ayrica hiicre
kiiltiirii ve in vivo ¢alismalar1 Norveg’te bulunan ve kanser arastirma merkezi olan “’Radium

Hospitalet” hastanesinde gergeklestirilmektedir.

Nano tastyiciolarak, cok yeni ve 6zgiin olduguna inandigimiz pH duyarh sistemleri biraz
daha gelistirebilirsek ve pH duyarliligini artirabilirsek, ilag tasiyici olarak kanser terapide
Oonemli bir yer tutacagna inantyoruz. Bunun i¢in yapilmasi gerekenler, pH duyarl polihistidin

kaplamay1 artrmak veya modifiye etmek, veya PSA ile birlikte kopolimerler kullanarak
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sistemin pH duyarhihigmi etkinlestirmek gerekmektedir. In vitro hiicre kiiltir deneylerinin
mutlaka yapilmasi ve nano sistemin kanser hiicrelerine gegis yapabildiginin gosterilmesi
gerekir. Her tiir deneyin pozitif sonug vermesi sonrasinda yapilacak islem, in vivo sartlarda ve
timor yaratilmis deney hayvanlar1 ilizerinde bu sistemleri denemektir. Su anda, Oslo
Universitesinde de arastirmanin bu basamag yiiriitiilmektedir. Bilindigi gibi kanser tedavisi
lizerinde tiim diinyada ¢cok yogun aragtirmalar yiiriitiilmektedir. Bu aragtirmalar zahmetli ve
maliyeti yilkksek arastrmalardir. Umidimiz, iilkemizde de o6zgiin ve etkin sistemlerin

gelistirilebilmesidir.
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Giliniimiizde, 6zellikle kanser hastaliginda teshis ve tedavi amach kullanilmak iizere nano
boyutta ¢esitli organik ve inorganik sistemler gelistirilmistir. Polisebasik anhidritler,
yiizeyden baglayan bozunma 6zelligi ve ekonomik olmalari nedeniyle ilag tasiyict olarak
tercih edilen polimerlerdir. Bu ¢alismada, polisebasik anhidrit sentezlenmis ve nanokiire
yapiminda kullanilmustir. Kanser ilaci yiklii nanokiireler, akilli bir tasiyict elde etmek

amactyla pH duyarli polihistidin ile kaplanmustir. Nanotaneciklerin fiziksel sekli ve farklh

pH ortamlarinda ilag salim kinetigi incelenmistir.
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