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OZET
ALBUMIN TABANLI NANO TASIYICILAR GELISTIRILMESI
Nursenem KARACA
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dal1
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2018

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Ozlem UNLUER

Bu c¢alismada; ANADOLUCA (AmiNoAcid Decorated and Light Underpining
Conjugation Approach) yontemi kullanilarak hiyaluronik asit (HA) modifiye albiimin
nanopartikiilleri elde edilmistir. Bu amagla, calismanin ilk asamasinda, sigir serum
alblimini (BSA) katyonik hale getirilerek HA modifikasyonu i¢in hazirlanmistir.
Ardindan, elde edilen katyonik BSA ile HA etkilestirildikten sonra mikroemiilsiyon
polimerizasyon teknigiyle giin 1s18inda, azot atmosferinde ve oda sicakliginda nano
formatta sentezlenmistir. Elde edilen nano BSA-HA partikiillerinin dagilimi ve boyut
analizi zetametre ile, morfolojik analizi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile,
floresans ozelliklerindeki degisim floresans spektroskopisi ve yapi analizleri de fourier
doniistimli infrared spektroskopisi (FTIR), termal gravimetrik analiz (TGA) ve dairesel
dikroizm (CD) spektroskopisi ile karakterize edilmistir. Her bir karakterizasyon islemi

nano BSA partikiilleri ile karsilastirmal1 olarak yapilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda, sentezlenen BSA-HA nanopartikiillerinin pankreas
kanseri hiicrelerinde in vitro sitotoksisite testleri ve goriintiileme ¢alismalari yapilmustir.
Bunun igin; PANC-1 ATCC® CRL146 standart hiicre hatti kullanilmistir.
Nanopartikiillerin ~ in  vitro  sitotoksik  etkileri ~ 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid (MTT) testi kullanilarak belirlenmistir. Nanopartikiiller toksik
olmayan derisimlerde hiicre ile etkilestirilerek sentezlenen BSA-HA nanopartikiillerinin
floresan Ozellikleriyle goriintiileme ¢aligmalar1 yapilmistir. Elde edilen verilere gore,
BSA-HA nanopartikiillerinin hiicre igine girerek, hiicrelerin sitoplazmalarinda ve

membranlarinda bulunduklar1 belirlenmistir.

Anahtar Sézciikler: ANADOLUCA, BSA-HA nanopartikiiller, pankreas kanseri hiicresi

goriintiileme.



ABSTRACT
DEVELOPMENT OF ALBUMIN BASED NANO CARRIERS
Nursenem KARACA
Department of Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Sciences, June 2018
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ozlem UNLUER

In this study, hyaluronic acid (HA) modified albumin nanoparticles have obtained
using the ANADOLUCA (Amino Acid Decorated and Light Underpinning Conjugation
Approach) method. For this purpose, bovine serum albumin (BSA) has been made
cationic and ready for HA modification during the first phase of the study. Subsequently,
nano BSA has been synthesized by the interaction of cationic BSA and HA using
microemulsion polymerization technique in daylight, under nitrogen atmosphere and at
room temperature with the polymerization technique. The distribution and size
distribution, morphological analysis, fluorescence properties and structure analysis for
the obtained nano BSA-HA particles have been realized by zetameter, scanning electron
microscopy (SEM), fluorescence spectroscopy, Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR), Thermal Gravimetric Analysis (TGA), Circular Dichroism (CD) spectroscopy,
respectively. Each characterization process has been compared with nano BSA particles.

In the second phase of the study, in vitro cytotoxicity assays and imaging studies of
synthesized BSA-HA nanoparticles have performed in pancreatic cancer cells. For this
purpose, the PANC-1 ATCC® CRL 146 standard cell line has been used. In vitro cytotoxic
effects of nanoparticles have determined using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) test. Nanoparticles have visualized by fluorescence
characterization of BSA-HA nanoparticles synthesized by cell-mediated non-toxic
concentrations. According to the obtained data, it has been determined that BSA-HA

nanoparticles enter the cell and are present in the cytoplasm and membranes of the cells.

Keywords: ANADOLUCA, BSA-HA nanoparticles, pancreatic cancer cell imaging.



TESEKKUR

Bu tez ¢aligmam boyunca oncelikle bilgi ve tecriibesi ile beni yonlendiren ve
laboratuvar ¢alismalarinda destek veren sevgili tez danismanim Dr. Ogr. Uyesi Ozlem
Unliier’e, Biyokimya Bilim Dali baskan1 Prof. Dr. Arzu Erséz’e ve hicbir konuda

desteklerini esirgemeyen Sayin Prof. Dr. Ridvan Say’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarindaki desteklerinden dolay1r Dog. Dr. Giilsen Akalin
Ciftci’ye, calismam boyunca laboratuvar, madde ve malzemelerden yararlanmami
saglayan Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi/Kimya Boliimii ve Eczacilik

Fakiiltesi/Biyokimya Anabilim Dali’na,

Her tiirlii manevi destegi saglayan ailem ve sevgili esim Ecz. Erkan Karaca’ya

tesekkiirlerimi sunarim.

Nursenem Karaca

Haziran 2018



20/06/2018
ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama, analiz
ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun
davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu g¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Son yillarda, nanoteknoloji, kanser hedefleme ve goriintiileme icin tanisal ve
terapotik ajanlarda genis uygulamalara sahip tip alaninda biiyiik potansiyel gostermistir.
Kemoterapinin, kanserli ve saglikli hiicrelere antikanser ilaglarin rastgele dagilimindan
dolay1 biiylik yan etkiler gosterdigi bilinen bir gercektir. Bunu en aza indirmek igin,
arastirmacilar, kanser tespiti i¢in ve kanser hiicrelerine antineoplastik ilaglar vermek i¢in
nano-cihazlarin gelistirilmesine katkida bulunmaktadirlar. Buradan hareketle, yapilan tez
calismasinda pankreas kanseri hiicreleri goriintiilemek amagli yeni albiimin temelli

nanopartikiiller gelistirilmis ve etkinlikleri hiicrelerle etkilestirilerek incelenmistir.

1.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji; atomsal, molekiiler yapilar diizeyinde fonksiyonel materyallerin,
cihazlarin ve sistemlerin gelistirilmesidir. Ozellikle son 20 yilda nanoteknolojik
gelismelerde hizli bir artis gozlenmekte ve bu alandaki yatirimlar glinden giine
artmaktadir. Bunun yaninda nanoteknoloji tip ve biyoteknoloji alaninda nanopartikiil
sistemlerle ilgili aragtirmalara ve uygulamalara iligskin ¢alismalarin sayisinda 6nemli
Olclide artis olmustur. Nanopartikiiller biyobozunur ve biyouyumlu olmalari, toksik
ozellik gostermemeleri, endiistriyel Olcekte iiretilebilmeleri gibi sagladiklar1 bir¢ok
avantajlarindan dolay1 tip, biyomedikal, biyomiihendislik, farmasotik ve kozmetik

alanlarinda oldukca fazla ilgi gormektedir (Derman ve ark., 2013).

Nanopartikiiller ilk defa yaklasik 40 yil once asilarin ve kanser tedavisinde
kullanilan kemoterapdtik ajanlarin  tasinmast i¢in gelistirilmistir. Nanopartikiiller,
nanoboyutlu yapilarindan dolayr mikropartikiiler sistemlere kiyasla hiicre i¢cine daha fazla
alinmaktadirlar (Derman ve ark., 2013). Nanopartikiillerin ilag tasima sistemi olarak
tasarlanmasinin temel amaci, ilaclarin terapotik olarak optimal bir oranda ve dozaj
rejiminde alana spesifik etkisini elde etmek icin parcacik boyutunu, ylizey 6zelliklerini
ve farmakolojik olarak aktif maddelerin salinimini kontrol etmektir. Nanopartikiil
sistemlerinin ilag tasima amaciyla kullanimlarinin bazi avantajlart vardir. Bunlar;
nanopartikiillerin partikiil boyutu, partikiil morfolojisi ve yiizey yiikii kontrol edilebilir,
nano Olgekli ila¢g tasima sistemleri, kiiclik molekiiller (hidrofilik veya hidrofobik),
peptidler, proteinler ve niikleik asitler gibi ¢esitli terapotik ve diagnostik ajanlari
tastyabilir, aktif molekiilleri kontrollii bir sekilde serbest birakabilir (Lohcharoenkal ve

ark., 2014). Nanopartikiiller bir ilaci bozunmaya karsi korumaktadir, epitel yoluyla

1



diflizyonu kolaylagtirarak ila¢ emilimini arttirmaktadir, farmakokinetik ve ilag dokusu
dagitim profilini degistirmektedir, hiicre i¢i penetrasyon ve dagilimi iyilestirmektedir.
Ayrica, nanopartikiiliin ylizey 6zellikleri degistirilerek ilacin istenen salinim bigimi ve

biyodistribiisyonu saglanabilmektedir (Elzoghby ve ark., 2012).

Nanopatikiil tabanli ilag tasima sistemlerinde polimerler dahil ¢esitli materyaller,
lipitler, polisakkaritler ve proteinler ilag iletim tasiyicilari olarak kullanilabilir.
Nanopartikiillerin boyutu, ilacin sulu ¢oziiniirlik ve stabilitesi, yiizey yiiki ve
hidrofobikligi, nanomalzemelerin biyouyumluluk ve biyolojik olarak par¢alanabilirligi ve
iriiniin antijenite ve toksisitesi gibi ozellikleri dikkate alinarak materyal segimi
yapilabilir. Protein nanopartikiilleri, diisiik toksisite ve biyolojik bozunabilirlik gibi
istenen Ozelliklerin bir¢ogu nedeniyle son yillarda biiyiik ilgi gormiistiir (Lohcharoenkal
ve ark., 2014).

Nanopartikiillerin karakterizasyonu ve morfolojik analizi, transmisyon elektron
mikroskopisi (TEM), taramali elektron mikroskopu (SEM), atomik kuvvet mikroskobu
(AFM), dinamik 151k sac¢ilmasi (DLS), X-1s1n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS), toz X-
1s1n1 kirinim (XRD) yontemleriyle belirlenebilir (Panta ve ark., 2014). SEM, mikron alt1
aralikta boyutlandirma i¢in gerekli olan nanometre c¢oziinilirliige sahiptir ve pargacik
morfolojisini belirlemek igin ¢ok degerlidir. Elektronlar, numuneyi olusturan atomlarla
etkilesime girerek, numunenin yiizey topografyasi, kompozisyonu ve elektrik iletkenligi

gibi diger 6zellikleri i¢eren sinyalleri Uiretir (Jahanshahi ve Babaei, 2008).

Son yillarda, nanopartikiiller sahip olduklar1 avantajlardan dolayr nanoteknoloji,
tip, biyoteknoloji ve diger alanlarda yogun olarak arastirilmaktadirlar. Tip alaninda
ozellikle antikanser, antienflamatuvar ve antiparaziter ilaglar, peptit ve proteinler i¢in
tastyict sistem olarak ve asilarda kullanilmaktadir. Antijenik 6zellikteki molekiilleri
tastyan nanopartikiillerin ise, immiinolojide timit verici sonuglar olusturdugu yapilan

caligmalarda gosterilmistir (Derman ve ark., 2013).

Nanoteknoloji ile ilaglarin ¢oziiniirliiklerini arttirmak, yar1 omriinii uzatmak,
terapotik indekslerini gelistirmek ve immiinojenikliklerini azaltmak i¢in ilaglarin
verilmesini daha hassas bir sekilde hedeflemek i¢cin nanomalzemeler tarafindan saglanan
imkanlar kullanilmaktadir. Son yillarda, nanopartikiillere dayali birka¢ tedavi sekli
kanser, agr1 ve enfeksiyona dayali hastaliklarin tedavisinde basariyla uygulanmaya
baglamistir (Petros ve DeSimone, 2010). Cesitli uygulamalarda polimerik

nanopartikiiller, kati1 lipit nanopartikiiller, seramik nanopartikiiller, manyetik



nanopartikiiller, polimerik miseller, polimer-ila¢ konjiigatlari, nanotiipler ve dendrimerler

gibi farkli tiirdeki nano boyutlu tastyicilar gelistirilmektedir (Elzoghby ve ark., 2012).

Son zamanlarda, FDA (Food and Drug Administration-Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi)’nin meme kanseri tedavisinde albumin-taksol nanoformiilasyonunun (Abraxane-
ABI 007) onaylamasi iizerine nanopartikiil tabanli ila¢ dagitim sistemlerinin

gelistirilmesine yonelik arastirmalar arttirmistir (Nigam ve ark., 2014).

Choi ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada (Choi ve ark., 2015) akciger
kanseri tedavisinde inhalasyon yoluyla kullanilmak iizere doksorubisin yiiklii albiimin
nanopartikiilleri elde edilmistir ve timoér nekroz faktdrii (TNF) ile iliskili apoptoz
indiikleyici ligand ile kaplanmistir. Fareler {izerinde yapilan in vivo ¢alismalar sonucunda

doksorubisin ve kaplayici ligandin sinerjik antikanser etkili oldugu bulunmustur.

Rhaese ve arkadaslarimin yaptigi ¢alismada (Rhaese ve ark., 2003) kompleks
koeservasyon yontemi ile polietilenimin ile katyonik hale getirilmis DNA-albiimin
nanopartikiilleri hazirlanmistir. Gen tasimasi amaciyla elde edilen bu nanopartikiiller

insan embriyonik epitelyal bobrek hiicreleri iizerinde diisiik sitotoksik etki gostermistir.

1.2. Nano Partikiil Temelli fla¢ Tasima Sistemleri ve Ozellikleri

Nanopartikiil temelli ilag tasima sistemleri igin iki 6nemli faktérden bir tanesi
partikiil boyutu digeri yiizey yiikiidiir (Chakraborty ve ark., 2013). Parc¢acik boyutunu,
yiizey Ozelliklerini ve farmakolojik olarak aktif etken maddelerin salinimini kontrol
etmek ilacin terapdtik olarak optimal oran ve dozda alana spesifik etkisini elde etmek igin

onemlidir (Jahanshahi ve Babaei, 2008).

Wartlick ve arkadaslar1 2004°teki ¢alismada (Wartlick ve ark., 2004) albiimin
nanopartikiillerini desolvasyon yontemiyle hazirlamiglardir. Bu amagla nanopartikiiller
avidin tlirevi madde ile kovalent baglanmistir ve HER-2 reseptoriine spesifik
biyotinlesmis trastuzumab molekiilleri nanopartikiillere  yliklenmistir. HER-2
reseptoriiniin asir1 bulundugu meme kanseri hiicrelerinde (SK-BR-3 hiicre hatlarinda)

nanopartikiillerin hiicrelerle etkilesimi incelenmistir.

Lin ve arkadaslar1 1999°daki calismasinda (Lin ve ark., 1999) metoksipolietilen
glikol modifiye albiimin nanopartikiillerini koaservasyon yontemiyle hazirlamiglardir.

Yaklagik 150 nm boyutunda nanopartikiiller elde edilmistir. Yiizey modifiye nano



partikiillerde, modifiye edilmemis partikiillere kiyasla partikiil ylizeyinde plazma protein

adsorpsiyonunun azaldigini gostermisglerdir.

Lin ve arkadaslar1 2001 yilinda yapmis olduklar1 calismada (Lin ve ark., 2001), rose
Bengal yiikli polietilen glikol [(poli(thioeteramido asit)—poli(etilen glikol) ve metoksi
poli(etilen glikol)] modifiye albiimin nanopartikiilleri pH koaservasyon yontemiyle elde
edilmistir. Foton korelasyon spektroskopisi kullanilarak 118,8-141,1 nm arasinda partikiil
bliyiikliigline sahip nanopartikiiller elde edilmistir. Bu ¢calismada nanopartikiillerden ilag

saliniminin tripsin varliginda hizlandig1 bulunmustur.

Dreis ve arkadaslar yaptiklari ¢calismada (Dreis ve ark., 2007) ilag tasiyict sistem
olarak alblimin nanopartikiillerini kullanmiglardir ve nanopartikiilleri desolvasyon
yontemiyle hazirlamislardir. Doksorubisin yiiklii albiimin nanopartikiillerin boyutlar
150-500 nm arasinda belirlenmistir. Bu ¢alismada ayrica nanopartikiillerin in vitro
ortamda ndroblastoma hiicreleri lizerindeki hiicre canliligina olan etkisi ve antikanser

etkileri incelenmistir.

1.2.1. Partikiil boyutu

llag yiiklemesi ve ilacin salinimi partikiil biiyiikliigiinden etkilenmektedir.
Nanopartikiiller, kiictik boyutlar1 ve hareketliligi nedeniyle daha genis bir biyolojik hedef
yelpazesine sahiptir. Kiiciik partikiillerin daha genis yiizey alan1 vardir. Genis yiizey alani,
etken maddenin pargacik dis kisminda veya yakininda birlesmesine neden olur ve bu daha
hizli aktif bilesen salinmasina neden olmaktadir (Chakraborty ve ark., 2013). Daha kii¢iik
pargaciklar, nanopartikiillerin tasinmasi sirasinda pargaciklarin toplanmasi riskine
sahiptir. Mimkiin olan en kiigiik boyutta ancak maksimum stabiliteye sahip
nanopartikiillerin elde edilmesi Onemlidir (Jahanshahi ve Babaei, 2008). Bircok
caligmada, bir ilag dagitim sistemi olarak mikron alti boyuttaki nanopartikiillerin,
mikropartikiiller {izerinde birtakim avantajlara sahip oldugu gosterilmistir. Viicut
dagilim1 ¢alismalari, 230 nm'den biiylik nanopargaciklarin dalakta biriktigini gostermistir

(Jahanshahi ve Babaei, 2008).

Bir nanopartikiiliin boyutu, ylizey 6zellikleri ve sekli, in vivo caligmalarda da
onemli bir role sahiptir. Biiyiikliigiin etkileri ile ilgili arastirmalar ile ilgili baz1 genel
sonuglara varilmistir. 5 nm'den kii¢iik partikiillerin sirkiilasyondan ekstravazasyon veya

bobrek klirensi yoluyla hizla temizlendigi gosterilmistir. Bunun yaninda partikiil boyutu



nanometre araligindan yaklasik 15 pum araligina dogru arttik¢a, birikimin Oncelikle
karaciger, dalak ve kemik iliginde gergeklestigi bildirilmistir. ~10 nm ile ~15 um boyut
araligindaki nanopartikiillerin hiicresel aliminin biiylik 6l¢iide hiicre tipine bagl oldugu
bulunmustur (Petros ve DeSimone, 2010). Bir ¢alismada 100 nm boyutundaki
nanopartikiillerin Caco-2 hiicrelerinden; 1 pm boyutundaki mikropartikiillere oranla iki
buguk kat daha fazla, 10 pm boyutundaki mikropartikiillere oranla ise alt1 kat daha fazla
hiicre igerisine alindig1 gosterilmistir (Desai ve ark., 1997). Polimerin par¢alanmasi
partikiil boyutundan da etkilenebilir. Ornegin, Jahanshahi ve Babaei’nin bir ¢aligmasinda
poli (laktik asit-ko-glikolik asit (PLGA) polimer in vitro bozunum hizinin, artan partikiil

boyutu ile arttig1 bulunmustur (Jahanshahi ve Babaei, 2008).

1.2.2. Yiizey yiikii

Yiizey yiiki, partikiillerin ila¢ tasima sisteminde kullanilabilmesi i¢in 6nemli bir
Ozelliktir. Bir calisgmada poli (DL-laktid-ko-glikolid) nanopartikiillerinin, hiicreler
tarafindan endositoz yoluyla alindigt bulunmustur. Hiicreye girdikten sonra,
nanopartikiillerin bu endozomlardan hiicresel sitoplazmaya gectigi tespit edilmistir. Bu
durumun nanopartikiiliin  yiizey yiikiindeki degisimden (negatiften pozitife)
kaynaklandigi bulunmustur. Bagka bir ¢aligmada nanopartikiil yiizey yiikiiniin kan-beyin
bariyerinin gegirgenligini degistirebilecegi bildirilmistir (Chakraborty ve ark., 2013).

Nanopartikiillerin  ylizey modifikasyonunu incelemek i¢in bir¢cok teknik
gelistirilmistir. Yiizey modifikasyonunun etkinligi, yiizey yiikiinii, fonksiyonel gruplarin
yogunlugunu veya yilizey hidrofilitesinde artis1 tahmin ederek Olgiilebilir. Yiizey
modifikasyonunun o&lgiilmesinde kullanilan bir yontem, nanopartikiil igeren sulu
sispansiyondan zeta potansiyelini belirlemektir. Bu, partikiillerin elektrik potansiyelini
yansitir ve partikiil bilesiminin ve dispersiyon haline getirildigi ortamin bilesiminden
etkilenir. Zeta potansiyelini 6lgmenin baslica nedeni, kolloidal kararlili§i 6ngérmektir.
Zeta potansiyeli, partikiiller arasindaki itici kuvvetlerin bir 6l¢iisiidiir. Cogu sulu koloidal
sistemler elektrostatik itme ile stabilize oldugundan, partikiiller arasindaki itici gli¢ler ne
kadar biiyiik olursa, birbirine yaklasip, bir agregasyon olusturma ihtimalleri o kadar diisiik
olur. Jahanshahi ve Babaei yaptiklari ¢alismada yiizey yiikii partikiillerin bir araya
toplanmasini  6nledigi i¢in (+/-) 30 mV iizerinde bir zeta potansiyeline sahip

nanopartikiillerin siispansiyonda dengeli oldugunu gostermislerdir. Yine bu ¢alismada,



Tween 80 kapli nanopartikiillerin kan-beyin bariyerini gegtigi gosterilmistir (Jahanshahi
ve Babaei, 2008).

1.3. Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller dogal (Albumin, jelatin, kollajen, kitosan vb.) ve sentetik
(Poli akrilat, poli laktid vb.) hammaddeler olmak iizere siniflandirilabilirler. Polimerik
nanopartikiiller, biyolojik olarak parcalanabilir ve daha az toksik 6zellikte olmalar
nedeniyle kullanim alanlar1 ¢oktur. Bunlarin yaninda, yiiksek biyoyararlanima sahip
olma, daha iyi ilag yiikleme ve kontrolli salim yapabilme &zellikleri sayesinde ilag
tastyict sistemler olarak siklikla kullanilmaktadir. Polimerik nanopartikiillerin yiizey
modifikasyonu ile reseptore spesifik olarak ila¢ hedefleme miimkiin olmaktadir

(Elzoghby ve ark., 2012; Derman ve ark., 2013).

Farmasoétik bilesikler kararsiz olabilir, hizla bozulabilir veya sulu ¢ozelti icinde ¢ok
zayif ¢ozlinirliige sahip olabilirler. Boyle ilaglarin etkinligini gostermesi, hedef dokunun
fizyolojik ortamina uyum saglamasi, stabilitesini korumasi ve kontrolli ila¢ salinimi i¢in
nanopartikiiller gibi ilag tagiyici sistemler gereklidir. Tastyici sistem, sentetik veya dogal
polimerik sistemlerden olusabilir. Ancak klinik olarak etkili, diisiik maliyetli ve toksik

olmamasi ¢ok 6nemlidir (Maham ve ark., 2009).

Polimer tabanli ilag tasima sistemlerinin, tekdiize nanopartikiillerin sentezi i¢in
onemli dlgiide iyilestirilmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Birgok polimer tabanli malzeme
sentetiktir ve biyolojik olarak bozunabilir 6zellikleri siirhidir. Sentetik polimerik
nanopartikiillerin viicutta meydana getirdikleri immiinojenik reaksiyonlar kullanimlarini

bliyiik ol¢iide kisitlamaktadir (Maham ve ark., 2009).

llag yiiklii biyolojik olarak pargalanabilen polimerler viicuda yerlestirilebilir ve
lokalize ila¢ verme ve bir ilacin aylar boyunca kontrollii bir sekilde salinmasi i¢in
kullanilabilir. Glinlimiizde anti-tiimdr ilaglarin kontrollii salinimini saglayan goserelin
(Zoladex®) ismiyle bilinen leutinizan hormon salgilatict kiigiik polimer ¢ubuklar ve
leuprolide (Leupron Depot®) ismiyle bilinen polimer mikropartikiiller prostat kanseri igin
kullanilmaktadir. Beyin kanseri tedavisinde ise yine polimerik yapida tasarlanan
karmustin (Gliadel®) kullanilmaktadir. Onaylanan ilk terapdtik nanopartikiil olan

Abraksan® paklitaksel yiiklii bir albiimin nanopartikiiliidiir. Abraksan metastatik meme



kanseri tedavisinde etkin olarak kullanilmaktadir. Bunlarin yaninda bir¢ok ilag yiikli

nano sistemin klinik denemelerine devam edilmektedir (Duncan, 2006).

1.3.1. Protein nanopartikiiller

Protein nanopartikiiller, hayvansal proteinler olan albiimin, jelatin veya bitkisel
proteinler olan gliadin, zein ve legumini hammadde olarak kullanarak elde edilirler
(Chakraborty ve ark., 2013). Dogal olmalar1 sebebiyle diisiik toksisiteye sahiptirler.
Amfifilik 6zellikleri nedeniyle madde ve ¢oziiciilerle iyi bir sekilde etkilesime girerler.
Biyolojik olarak parcalanabilir ve metabolize edilebilirler. Sigir ve insan serum albiimini
suda ¢ozilinlirken zein ve gliadin suda ¢oziinmeyen proteinlerdir. Simdiye kadar, protein
nanopartikiilleri lizerine bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalarin ¢ogu jelatin, albiimin
ve gliadin'den tiireyen nanopartikiillerin hazirlanmasi1 ve karakterizasyonu iizerine

odaklanmustir (Lohcharoenkal ve ark., 2014).

Protein nanopartikiillerin biyoyararlanimi, biyo-bozunabilir 6zellikleri ve protein
yapist yiizeyinde ve ic¢indeki islevli gruplar nedeniyle modifikasyonun kolayligi onu ilag
dagitimi i¢in umut verici bir tagima sistemi yapmaktadir. Dogal proteinlerin ve islenmis
sentetik polipeptitlerin ¢esitliligi ve biyo-uyumluluk 6zellikleri ¢ok yonlii ilag
tasinmasinda dnemli yer tutmaktadir. Ila¢ molekiilleri protein tabanli nanopartikiiller ile

erozyon ve proteolizden korunabilir (Maham ve ark., 2009).

Esit olarak dagilmis mikrokiireler veya nanopartikiillerin sentezi i¢in protein
nanopartikiillerinin ~ gelistirilmesi ~ gerekmektedir. ~ Protein  nanopartikiillerinin
uygulamalari, ila¢ verme ve terapdtik amaglar i¢in kullanilmalar1 i¢in daha fazla
gelisimlerine ihtiyac vardir (Maham ve ark., 2009). Cesitli kanserler (meme, yumurtalik,
beyin, melanom ve lenfatik), bulasici hastaliklar, kronik hastaliklar ve otoimmiin
hastaliklar gibi hastaliklarin potansiyel tedavisi ic¢in protein bazli platformlar da

gelistirilmektedir.

Say ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada (Say ve ark., 2013) polimerik a-
amilaz nanopartikiilleri mikroemiilsiyon polimerizasyon teknigi ile sentezlenmistir.
Nano-enzim sistemi, rutenyum tabanli amino asit monomerleri ve haptenleri kullanarak
1518a duyarli konjugasyon ve ¢apraz baglama stratejisinin kullanildigt ANADOLUCA

yaklasimi ile elde edilmistir.



Protein  nanopartikiillerin, ¢esitli  ligandlarin  baglanmasi i¢in  yiizey
modifikasyonlar:  kolaylikla yapilabilir. Ornegin; albiimin  nanopartikiillerinin
yiizeyindeki fonksiyonel gruplarin (Karboksilik ve amino gruplari gibi) varligi nedeniyle
nanopartikiillerin yiizeyinde degisiklik miimkiin olmaktadir. Ligandlarin albiimin
nanopartikiillerinin ylizeyine konjugasyonu, genellikle ligandlar ve albiimin yiizeyindeki
fonksiyonel gruplar arasindaki kovalent bag olusumu yoluyla elde edilmektedir.
Albiimin-ligand kombinasyonlarinda protein, ilag iletiminde biyolojik olarak bozunabilir
bir tasiyici olarak gorev yapmaktadir. Ligand ise farmakokinetik parametrelerin (6rnegin
yiizey aktif maddeler) modifiye edilmesi, nanosistem kararliliginin arttirilmasi, dolagim
yarl dmriiniin uzatilmasi icin kullanilmaktadir (Orn., Katyonik polimerler). Onceki
caligmalarda polietilen glikol (PEG)'lenmis protein nanopartikiilleri kanser tedavisi igin
bir ilag tasiyici olarak arastirilmistir. Bu sekilde nanopartikiiliin yarilanma émrii artmistir
ve ilag yiiklii PEG’lenmis nanopartikiillerin tiimdr biiylimesini engelledigi gosterilmistir

(Lee ve ark., 2006)

Wartlick ve arkadaglarinin 2004 yilinda yapmis oldugu ¢alismada (Wartlick ve ark.,
2004), meme kanseri hiicrelerine hedeflemek i¢in albiimin nanopartikiilleri ylizeyine
biyotinlenmis avidini kovalent olarak baglamistir. Bu sekilde hiicrelerdeki HER?2

reseptorleri hedeflenmistir.

Teng ve arkadaslarinin 2013°teki ¢alismasinda (Teng ve ark., 2013), folik asit
konjuge protein nanopartikiilleri hazirlanmistir. Bu nanopartikiiller, folik asit konjuge
olmayan nanopartikiillerden daha kiiclik partikiil boyutu gostermistir. Bu
nanopartikiillerin hiicreler igerisine daha fazla alindiklar1 tespit edilmistir ve bu

nanopartikiillere daha fazla miktarda ilag yliklenebilmistir.

Han ve arkadaslarmin yapmis oldugu ¢alismada (Han ve ark., 2013) metastatik
akciger kanseri tedavisinde katyonik sigir serum albiimini yeni bir siRNA dagitim sistemi
olarak arastirllmistir. Katyonik grubu ile modifikasyon proteinin pl'sinin ve ylizey
yiikiiniin kontrol edilmesini saglamistir. Bunun yaninda toksisiteyi arttirmadan siRNA'nin
daha verimli ve hedefli olarak verilmesine izin vermistir. Sonugta timor biiylimesini

inhibe eden etkili bir gen susturma etkisi gostermistir.



1.3.1.1. Albiimin nanopartikiiller

Alblimin, globiiler bir proteindir ve viicutta depo ve tasiyict gérevi gormektedir.
Viicuttaki ozmotik basincin korunmasi ve besinlerin hiicrelere baglanmasi da albiiminin
gorevlerindendir. Bu protein, su ve seyreltilmis tuz c¢ozeltisi i¢inde serbestce
¢cozlinebilmektedir. pH 4 ile 9 araliginda kararlidir ve herhangi bir zararli etki olmadan
60°C'de 10 saate kadar 1sitilmaktadir. Albiimin pH 7.4 te %40 (a/h) gibi yiiksek bir oranda
¢oziinebilmektedir (Lohcharoenkal ve ark., 2014; Jahanshahi ve Babaei, 2008).

Alblimin, immiinojenik olmayan, biyouyumlu ve biyolojik olarak bozunabilir
ozelliklere sahip bir serum proteinidir. Albiimin; tiyol, amino ve karboksilik gruplar gibi
farkli reaktif gruplar tagimaktadir. Bu gruplar sayesinde ligand baglanmasi veya diger
yiizey degisiklikleri alblimin {izerinde kolayca uygulanabilmektedir (Chakraborty ve ark.,
2013).

Albiimin, yumurta beyazi (ovalbiimin), sigir serum albiimini (Bovine Serum
Albumin, BSA) ve insan serum albiimini (Human Seum Albumin, HSA) gibi ¢esitli
kaynaklardan elde edilebilmektedir (Lohcharoenkal ve ark., 2014). BSA, diisiik molekiil
agirhigina sahiptir (69,323 Da) ve ilag tasinmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. HSA
viicutta en ¢ok bulunan plazma proteinidir (35-50 g/L insan serumu) ve ortalama yari
omrii 19 giindiir. HSA, 66.500 Da'lik bir molekiil agirligina sahiptir. HSA, 585 amino
asitten olusan ve bir siilthidril grubu, 17 disiilfiir kopriisii olusturan 35 sisteinil kalintis
iceren ¢ozliniir bir globiiler monomerik proteindir. pH'ya (pH: 4-9 araliginda sabit),
sicakliga (60°C'de 10 saate kadar 1sitilabilir) ve organik ¢oziiciilere karsi son derece

saglamdir (Elzoghby ve ark., 2012).

Alblimin, nanokiire ve nanokapsiil gibi nanopartikiillerin hazirlanmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Albiimin kullanilarak 50-300 nm boyut araliginda nanopartikiil
elde edilebilmektedir. Albliimin nanopartikiillerinden ila¢ salinimi, proteaz sindirimi ile
dogal olarak gergeklesmektedir (Lohcharoenkal ve ark., 2014; Elzoghby ve ark., 2012).
Alblimin gp60 reseptdrlerine baglanarak hiicrelere alinabilmektedir (Nigam ve ark.,
2014).

Protein  nanopartikiilleri, antikanser ilaglarin  verilmesi i¢in  siklikla
kullanilmaktadir. Bunlarin arasindan albiimin kati tiimorlerde birikme egilimindedir ve
bu nedenle son zamanlarda albiimin nanopartikiiller kanser tedavisinde anti-timor
ilaclarin bdlgeye 6zgii tasinmasi i¢in kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir. Yapilan bir

calismada alkaloit yapisinda olan noskapin, HSA nanopartikiiliinde tiimor hiicrelerine
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taginmistir. Bu ¢alismada noskapin yiikleme verimliligi %85-96 ve nanopartikiiller 150-

300 nm araliginda elde edilmistir (Sebak ve ark., 2010).

Yu ve ark.nin 2014’te yapmis oldugu calismada (Yu ve ark., 2014), BSA
nanopartikiilleri desolvasyon yontemi ve ardindan glutaraldehit fiksasyonu ve 1s1
denatiirasyonu ile hazirlanmistir. Sonucta, rodamin B yiiklii nanopartikiillerin partikiil
cap1 yaklasik 492 nm olarak tespit edilmistir. Yaptiklar1 in vivo hayvan deneylerinde

nanopartikiillerin Gine domuzlarinin i¢ kulaklarinda biriktigi belirlenmistir.

Qi ve ark.nin 2014 yilinda yapmis oldugu ¢alismada (Qi ve ark., 2014), folik asit
modifiye albiimin nanopartikiilleri desolvasyon yontemiyle elde edilmistir. Bu calismada
bexarotene yiikli nanopartikiillerin boyutu 195,3£5,6 nm olarak tespit edilmistir.
Nanopartikiiller akciger kanseri hiicre hatlarinda sitotoksik etkileri agisindan

degerlendirilmistir.

Merodio ve ark.nin 2001 yilindaki c¢alismasinda (Merodio ve ark., 2001),
gansiklovir yiikli albiimin nanopartikiilleri koaservasyon yontemi ile elde edilmistir.
Capraz baglayici olarak glutaraldehit kullanilmistir. Formiilasyon asamasinda
glutaraldehitin eklendigi asama degistirilerek 200-400 nm boyutunda nanopartikiiller elde
edilmistir. Nanopartikiillerin ilag yiikleme kapasitesi, in vitro salinim 6zellikleri asidik ve

bazik ortamlarda bunun yaninda ortama tripsin eklenerek degerlendirilmistir.

Li ve ark.nmin yapmis oldugu c¢alismada (Li ve ark.,, 2011) ise 10-
hidroksikamptotesin yiiklii folik asit modifiye albiimin nanopartikiilleri desolvasyon
yontemiyle elde edilmistir. Bu ¢aligmada yaklagik 233,9 nm boyutunda nanopartikiiller
elde edilmistir. Mide ve akciger kanseri hiicre hatlarinda in vitro hiicre alimi
incelenmistir. Buna gore folik asit ligandina duyarli mide kanseri hiicrelerinde daha

yiiksek miktarda nanopartikiiliin hiicre i¢ine alindig: belirlenmistir.

Zhao ve ark.nin 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada (Zhao ve ark., 2010) paklitaksel
yiiklii alblimin nanopartikiilleri desolvasyon yontemiyle hazirlanmistir ve folik asit ile
modifiye edilmistir. Bu calismada 210 nm’de nanopartikiiller elde edilmistir.
Nanopartikiillerin insan prostat kanser hiicre hatlarinda 12 saat inkiibasyondan sonraki

goriintiilerinde hiicrelerin i¢lerinde daha yogun olduklar1 belirlenmistir.
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1.4. Protein Nanopartikiillerinin Hazirlama Teknikleri

Desolvasyon, emiilsifikasyon, termal jellesme ve son zamanlarda nano sprey
kurutma, albiimin tabanli nanopartikiil teknolojisi (nab teknolojisi) gibi bazi
nanoteknolojik  yOntemler albumin nanopartikiillerinin  eldesi i¢in  siklikla
kullanilmaktadir. Protein nanopartikiillerinin hazirlanmasi, proteindeki g¢ekici ve gerici
kuvvetlerin dengelenmesine dayanmaktadir. Bu partikiil olusumunda protein bilesimi,
derisimi, ¢capraz baglanmasi, iyonik kuvvet, solvent tipi ve pH gibi hazirlanma kosullarina
bagli olarak konformasyonel degisiklige ugrar. Hazirlama islemi sirasinda proteinlerin
acilmasi ile disiilfitler ve tiyoller gibi etkilesimli gruplar ortaya ¢ikar. Sonraki termal veya
kimyasal ¢apraz baglanma, ila¢ molekiillerine sahip ¢apraz bagli nanopartikiillerin
olusumuna neden olmaktadir. Koaservasyon/desolvasyon ve emiilsiyon esaslt yontemler
protein nanopartikiillerinin hazirlanmas1 i¢in yaygin sekilde kullanilmaktadir

(Lohcharoenkal ve ark., 2014).

1.4.1. Desolvasyon (koaservasyon)

Koaservasyon veya desolvasyon, protein nanopartikiilleri eldesi i¢in yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde, sulu albiimin ¢6zeltisine etanol veya aseton gibi
organik coziiciiler damla damla ilave edilerek bulaniklasma saglanir. Bu siirecte
albliminin suda ¢oziinlirligli azalir ve ¢ozeltide faz ayrimi olur. Coziicii madde ilavesi,
protein yapisinda konformasyon degisikliklerine yol acarak proteinin ¢okmesine neden
olur. Coken albiimin pargaciklar1 glutaraldehit ile ¢apraz baglanir. Sonugta olusan
nanopartikiiller liyofilizasyon yontemiyle kurutularak saklanmaktadir (Lohcharoenkal ve
ark., 2014; Elzoghby ve ark., 2012).

Koaservasyon yonteminde, protein igerigi, pH, iyonik kuvvet, ¢capraz baglayici
madde derisimi, karistirma hizi ve desolvasyon maddesi miktart gibi hazirlama
kosullarina bagli olarak farkli boyutlarda nanopartikiiller elde edilmektedir. Bu nedenle
yontemdeki degiskenleri kontrol altinda tutarak istenilen boyutta nanopartikiiller elde
edilebilir (Lohcharoenkal ve ark., 2014; Jahanshahi ve Babaei., 2008). Daha 6nce yapilan
caligmalarda pH, glutaraldehit miktar1 gibi faktorlerin degistirilmesiyle nanopartikiil

boyutunda meydana gelen degisimler incelenmistir.

Das ve ark.nin 2005 yilinda yaptiklari1 ¢alismada (Das ve ark., 2005), aspirin yiikli

albiimin nanopartikiiller koaservasyon yontemi ile hazirlanmistir. Bu ¢aligmada
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aspirin/albiimin orant 0,06-1,0 oldugunda partikiil boyutunun 47-191 nm arasinda

degistigi belirlenmistir. In vitro saliniim ¢alismalarinda, aspirin yiiklii albiimin

nanopartikiillerinin ilact 72 saatte yaklasik %90 salinim yaptigini1 gostermektedir.

Weber ve arkadaslarinin 2000 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada (Weber ve ark.,
2000), capraz baglayici olarak kullanilan glutaraldehit derisimi, etanol miktar1 ve sicaklik
degistirilerek elde edilen nanopartikiiliin boyutu tizerindeki etkisi incelenmistir. Sonugcta,
capraz baglayict derisimi arttirildiginda, partikiil ylizeyindeki amino grubu sayisinin
azaldig1 belirlenmistir. Bu calismada glutaraldehit miktarinin degistirilmesi partikiil
boyutunda belirgin degisimlere neden olmamistir. Bunun yaninda, zeta potansiyelinin,

artan glutaraldehit derisimi ile azalma egiliminde oldugu gosterilmistir.

1.4.2. Emiilsifikasyon

Emiilsifikasyon yonteminde, sulu protein ¢ozeltisi, yiksek hizda bir
homojenlestirici veya ultrasonikatdr yardimiyla bitkisel bir yag (pamuk yagi, hint yagi
vb.) i¢inde emiilsiyon haline getirilmektedir. Nanopartikiillerin elde edilmesi igin
fosfatidilkolin ve Span 80 gibi yilizey aktif maddeler stabilizatér olarak eklenir. Bu
yontemde termal veya kimyasal ¢apraz baglanma kullanilabilir. Yag faz1 daha sonra bir
organik ¢oziicli kullanilarak uzaklastirilir, boylece nano boyutta proteinler olusturulur.
Isitilmig yag (120°C iizeri) damla damla ilave edilmesiyle var olan suyun hizla
buharlasmasi ve albiiminin denature olmas: saglanir. Bu islem ayni1 zamanda
nanopartikiillerin olusumuna neden olmaktadir. Bu yontemde protein derigimi ve su-yag
orani (S/y) parcacik boyutunu etkilemektedir. Protein derisimi ve faz hacim oranimnin
artirilmasi nanopartikiillerin boyutunu arttirmaktadir. Desolvasyon ve emiilsiyon yontemi
ile hazirlanan nanopartikiillerden yag fazi ve organik c¢oziiciiniin uzaklastirilmasi,
iriinlerin  giivenli bir sekilde kullanilmast i¢in gerekli bir islem basamagidir

(Lohcharoenkal ve ark., 2014; Elzoghby ve ark., 2012).

Mishra ve ark.nin 2006 yilinda yaptiklari ¢alismada (Mishra ve ark., 2006),
emiilsifikasyon yonteminde zeytinyagimin yag fazi olarak hazirlanmasiyla 150 nm
boyutunda HSA nanopartikiilleri elde edilmistir. Kan beyin bariyeri hedefleme amagli bu

calismada albiimin nanopartikiillerinin yiizeyi transferrin ile modifiye edilmistir.
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1.4.3. Albiimin tabanh nanopartikiil (Nanoparticle albumin-bound nab™)

teknolojisi

American Bioscience, lipofilik ilaglar1 nanopartikiil igine kapsiillemek i¢in
benzersiz bir albiimin tabanli nanopartikiil teknolojisi (nab-teknolojisi) gelistirmistir. Bu
teknolojinin uygulama prosesine gore, oncelikli olarak ilag, HSA ile sulu bir ¢oziicii
icerisinde karistirilmaktadir. Ardindan, 100-200 nm boyut araliginda ilag-albiimin
nanopartikiilleri olusturmak i¢in bir jet vasitasiyla yliksek basing altinda gecirilmektedir.
Bu islemler sonrasinda elde edilen yaklasik 130 nm ¢apinda Abraxane® (nab-paclitaxel;
paclitaxel-albumin nanopartikiil), metastatik meme kanseri tedavisinde kullanilan ilk
FDA onayli nanoteknoloji temelli bir kemoterapiktir (Fu ve ark., 2009; Elzoghby ve ark.,
2012).

Abraxane®  cesitli  klinik  arastirmalarda  konvansiyonel  paklitaksel
formiilasyonlarindan daha {stiin oldugu gosterilmis paklitaksel yiikli bir albiimin
nanopartikiiliidiir. Albiimin bagl paklitaksel formiilasyonu, standart paklitaksel (Taxol®)

formiilasyonuna gore daha yiiksek dozlama saglamistir (Hawkins ve ark., 2008).

Nab-teknolojisi, gelistirilmis ila¢ tasinimi ve tiimor hedeflemesi yoluyla hedefe
yonelik kemoterapi i¢in genis bir platform saglamaktadir. Bu teknoloji, timor
hiicrelerinde albiimin reseptoriinii (gp60) kullanan ve albiimin baglayici protein olan
SPARC (Secreted Protein, Acidic and Rich in Cysteine)'yi hedefleyen enjekte edilebilir
alblimin tabanli bir nanopartikiil ila¢ tasima sistemidir (Desai, 2007; Lluch ve ark., 2014).
Nab-teknolojisi, hidrofobik ilaglarin verilmesi igin Cremophor ve Tween gibi toksik
coziiciilerin ve siirfaktanlarin kullanilma ihtiyacini ortadan kaldirmaktadir. ABI-008
(nab-dosetaksel) ve ABI-009 (nab-rapamisin) gibi bir¢ok nab ilact faz calismalari
asamasindadir (Desai, 2007; Fu ve ark., 2009; Elsadek ve Kratz, 2012; Kratz, 2008). Nab-
teknolojisi farkli calismalarda da kullanilmaktadir. Ornegin; Kim ve arkadaslarinin 2011
yilinda yaptiklari ¢alismada (Kim ve ark., 2011), intravenéz uygulama igin 130-150 nm
boyut araliginda kurkumin yiikli HSA nanopartikiillerini elde etmek i¢in nab-

teknolojisini kullanmustir.

1.4.4. ANADOLUCA yo6ntemi

ANADOLUCA (AmiNoAcid Decorated and Light Underpining Conjugation

Approach), yeni sentetik materyalleri ve bunlarin yasam bilimleri ve biyoteknolojideki
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uygulamalarini igeren yeni bir konjuge protein yaklagimidir (Say ve ark., 2011).
ANADOLUCA, 1s18a duyarl rutenyum tabanli aminoasit monomerlerinin (Sekil 1.1) ve
haptenlerin, rutenyum-selat bazli monomerlerin mikro ve nano yapilari {izerinde
fotosensitasyon ve konjugasyon yaklasimi kullanilarak aminoasit monomer-protein
capraz baglanmasi iizerine kurulmus bir yontemdir. Aminoasit ve rutenyum-selat bazli
monomerlere dayanan 1s18a duyarli, kovalent ve capraz baglayict konjugasyon
yontemleri, dogru bir sekilde antikor yoOnlendirmesini saglamaktadir ve baglanma
sonrasinda denatlirasyonu onlemektedir. Bu yontem, proteinlerin verimli bir sekilde
baglanmasini saglamaktadir. Duyarli aminoasit monomer baglayicilart kimyasal olarak
tepkimeye girebilir ve ¢ok sayida farkli mikro ve nano yiizeye biyolojik olarak
uyumludurlar (Say ve ark., 2012; Say ve ark., 2013).

Nanopartikiil sentezinde ANADOLUCA yaklagimi simdiye kadar bir¢ok calismada

kullanilmistir. Bu ¢aligmalardan bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

Uzun ve ark.nin 2013 yilinda yaptiklart ¢calismada (Uzun ve ark., 2013), insan
plazmasindan albiimin ve immiinoglobulin G molekiillerinin ayn1 anda alinmasi amaciyla
yeni adsorbanlarin hazirlanmasi1 i¢cin ANADOLUCA yaklagimi ile hazirlanan

nanoproteinler kriyojel yapilara yerlestirilmistir.
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Sekil 1.1. Fotosensitif rutenyum tabanli aminoasit monomer olusumunun sematik gosterimi

(Say ve ark., 2012)

Say ve ark.nin 2013 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada (Say ve ark., 2013) ise
timor nekroz faktorii-o. (TNF-a) belirlenmesi amaciyla sensor sistemleri gelistirilmistir.

Bu amagla fotosensitif nano yapidaki TNF-a ANADOLUCA yaklasimi ile hazirlanmastir.
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Say ve ark.nin 2011 yilindaki ¢alismasinda (Say ve ark., 2011), 1s1ga duyarl
yeniden kullanilabilir &zellikte nanoyapili lipaz, mikroemiilsiyon polimerizasyon
yontemi ile ANADOLUCA yaklasimi ile hazirlanmistir. Nanoproteinlerin boyutu
yaklasik 100 nm olarak tespit edilmistir ve paranitrofenil palmitatin hidrolizinde (pH: 6-

10) serbest lipaz enziminden daha fazla aktivite gostermistir.

ANADOLUCA yontemiyle sentezlenen, aminoasit ve rutenyum-selat tabanl
monomerlerle hazirlanan 1s18a duyarli nanopartikiiller floresans ozellikleri sayesinde
diger bir¢ok nanopartikiill hazirlama yOntemine goére avantaj saglamaktadir.
ANADOLUCA yontemi ile elde edilen nanoprotein yapilarin, dogru antikor yonelimi
saglanir ve denatiirasyonu Onlenir. Isiga duyarl ¢capraz baglama ile oda sicakliginda, giin
1s1g¢1nda ve azot atmosferi altinda kolayca hazirlanan nanoproteinler, reseptore spesifik

olarak modifiye edilebilme 6zelliklerinin yaninda tekrar kullanilabilir 6zelliktedirler (Say

ve ark., 2011; Say ve ark., 2013).

1.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Kimyasal, biyolojik ve fiziksel faktorler hiicreleri farkli derecelerde etkileyerek
sitotoksisiteye neden olabilir. Bir bilesigin biyolojik 6zelliklerini anlamak igin, toksik
veya toksik olmayan etkilerini belirlemek gerekir. In vitro sitotoksisite testleri (hiicre
canlilig testleri), muhtemel ila¢ adaylarinin degerlendirilmesi veya bazi bilesiklerin
sitotoksik profillerinin arastirilmasi i¢in genellikle kullanilan hiicre kiiltiirii tabanli 6l¢iim

yontemleridir (Fotakis ve Timbrell, 2006).

Hiicre canlilig1 ve sitotoksisite testlerinde hiicre canlilifi tespiti i¢in kullanilan
cesitli reaktifler vardir. Bunlar, enzim aktivitesi, hiicre zar1 gegirgenligi, ATP tiretimi ve
koenzim Ttretimi gibi c¢esitli hiicre islevlerine dayanmaktadir. In vitro sitotoksisite
belirlemek amaciyla siklikla kullanilan MTT testinde, metabolik olarak aktif hiicrelerde
sar1 bir tetrazolyum tuzu mor renkli formazan kristaline doniisiir (Mossmann, 1983;
Fotakis ve Timbrell, 2006). Tetrazolyum tuzu, hiicrelerde mitokondriyal siiksinat
dehidrogenaz enzimi ile formazana doniismektedir (Sekil 1.2). Mitokondriyal siiksinat
dehidrogenaz sar1 renkli tetrazolyum tuzunu ¢Oziiniir mor renkli formazana
dontistiirmektedir. Bu yontemin kullanimi kolay, giivenli, yiiksek bir tekrarlanabilirlige
sahiptir ve hem hiicre canliigi hem de sitotoksisite testlerinde yaygin olarak

kullanilmaktadir. MTT formazan suda ¢6ziinmez ve hiicrelerde mor renkli kalic1 kristaller
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olusturur. Bu nedenle 6l¢lim alinmadan Once, kristalleri ¢oziindiirmek i¢in organik bir

¢oziicii gerekmektedir (Fotakis ve Timbrell, 2006).

Sekil 1.2. MTT 'nin formazona indirgenmesi

1.6. Pankreas Kanseri

Pankreatik adenokarsinom, hastaligin ileri asamalarinda tespit edilebilen 6liimciil
bir hastaliktir ve biiyiik bir saglik problemi olmaya devam etmektedir (Nigam ve ark.,
2014). Metastatik pankreatik kanser, agri, asteni, anoreksiya ve kaseksi ile karakterize,
ilerleyici, zayiflatict bir hastaliktir ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde her yil
goriilen kanser 6liimlerinin en yaygin dordiincii nedenidir. Bu hastaligin ABD'de yilda
30.000 kisinin 6liimiine neden oldugu tahmin edilmektedir. Pankreatik kanserin en dnemli
ozelliklerinden biri, lokal tlimor invazyonu ve erken sistemik yayilimidir. Pankreatik
kanserin bu 6zelliklerinin molekiiler temeli tam olarak anlagilamamistir. Pankreas kanseri
ile iligkili siirekli rapor edilen temel risk faktorleri yas, aile dykiisii ve sigara igiciligi
olmasina ragmen baslica nedensel faktorler yeterince anlasiimamustir (Li ve ark., 2007;
Li ve ark., 2015). Pankreas kanseri dokularinin zenginlestirilmis timor stromal bileseni
ve diizensiz damarlanmas1 nedeniyle, terapotik ajanlarin etkili bir sekilde verilmesi
oldukca zordur. Bu nedenle, bu 6liimciil hastalig1 tedavi etmek i¢in hedefli ilag sunumu

i¢in yenilikgi stratejiler bulmak zorunludur (Nigam ve ark., 2014).

1.6.1. Hiyaluronik asit (HA) reseptorii

Hiyaluronik asit (HA), f-1,4- D-glukuronik asit ve f-1,3-N-asetil-D-glukozamin
dissakkarit birimlerini igeren biiyiikk bir glikozaminoglikandir (Sekil 1.3) ve essiz
biyofiziksel 6zelliklerinden dolay1, doku homeostazi ve biyomekaniklerinin korunmasina
dogrudan katkida bulunur (Cheng ve ark., 2015 (1)). HA, bir sinyal molekiilii olarak,

hiicre islevlerine aracilik etmek icin hiicre ici olaylar1 aktive etmek i¢in ¢esitli hiicre
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yiizeyi reseptorleri ve HA baglayici proteinlerle etkilesime girer (Dicker ve ark., 2014).
HA, HA sentezleyiciler (HAS1, HAS2 ve HAS3) tarafindan sentezlenir ve
hiyaliironidazlar (temel olarak HYAL1, HYAL2 ve HYAL3) tarafindan yikilir (Cheng ve
ark., 2015 (2)). HA, tiim omurgali dokularin hiicre dis1 matrisinde bulunur, bununla
birlikte derisimi ve baglanma yerleri degisir. Viicut sivilarinda, HA derisimi, kan
serumunda 0,01-0,1 pg/g, sinoviyal sivida 1400-3600 ng/g arasinda degisir; yaumusak bag
dokusunda HA igerigi, 8,5-18 ug/g’dan 140-338 ug/g araligina kadar degismektedir
(Dicker ve ark., 2014).

HA, birka¢ kDa ila 10.000 kDa arasinda degisen ¢esitli molekiiler boyutlarda
bulunmaktadir. Yiiksek molekiil agirliklt HA yerine diisiik molekiil agirliklt HA, kanser
dokularinda spesifik olarak birikmis ve tiimor ilerlemesiyle iligkili oldugu gosterilmistir.
Onceki ¢aligmalar, pankreatik kanserde HA ekspresyonunun arttigii gostermistir (Cheng
ve ark., 2015(2)). HA, bir HA reseptorii olan Clusters of Differentiation 44 (CD44)’iin
asirt ifade edildigi ¢esitli kanser hiicrelerine baglanir. CD-44 hiicrelerine karsi

hedeflenmis ilag¢ ile pankreas kanseri tedavisindeki ila¢ direnci yok edilebilir (Nigam ve

ark., 2014).

CD44, insanlarda kromozom 11'in kisa kolunda bulunan tek bir genden tliremistir
ve cesitli hiicrelerde c¢esitli islevleri yerine getiren bir protein ailesini temsil etmektedir
(Underhill, 1992). HA-baglayic1 proteinler HA'y1 baglarken kullanan ailenin iiyeleri
arasinda CD44 yer almaktadir. CD44, hiicrenin plazma zarim kaplayan bir¢ok bolgeden
olusan, her yerde bulunabilen bir HA reseptor proteinidir (Sekil 1.4) (Dicker ve ark.,
2014). HA, biyolojik olarak pargalanabilen, biyolojik olarak uyumlu, toksik olmayan ve
immiinojenik olmayan polimer 6zellikteki essiz 6zelliklerinden dolay1 anti kanser ilag¢
dagitiminda genis ¢apta arastirllmistir. Cesitli kanser hiicrelerinde eksprese edilen CD44
reseptOriiniin hedeflenmesi, baz1 anti kanser ilaglarinin terapéotik etkililiginde gelismeler
gosteren deneysel ¢aligmalarla tamamlanan bilimsel toplulugun ilgisini ¢cekmistir (Dubey

ve ark., 2017).
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Sekil 1.3. Hiyaluronik asitin kimyasal yaptst
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Sekil 1.4. CD44 reseptorii ve hiyaluronik asitin hiicre tizerindeki gosterimi

Nigam ve ark.nin 2014 yilinda yapmis oldugu calismada (Nigam ve ark., 2014), HA
ve grafen kuantum dot (QD) ile modifiye edilmis HSA nanopartikiilleri, gemsitabinin
pankreatik kansere hedeflenmis olarak verilmesi i¢in hazirlanmistir. Bu ¢alismada nano
formiilasyonda kontrollii ilag salinimi saglanmistir. Nanopartikiilin HA ile modifiye
edilmesi ile pankreas kanser hiicreleri hedeflenmistir. Uygulama sonucunda pankreas

kanser hiicrelerinde gemsitabinin etkinliginin arttig1 gézlenmistir.

Banzato ve arkadaslarinin 2008’de yapmis oldugu ¢alismada (Banzato ve ark.,
2008), HA-paklitaksel biyokonjugati gelistirilmistir ve CD44 reseptorii hedeflenmistir.
Bu konjugatin reseptor aracili mekanizma yoluyla hiicrelere girdigi gosterilmistir. Bu
caligmada tiimor hiicresi biliylimesine karsi derisime bagli bir onleyici etki oldugu
belirlenmistir. Biyokonjuge kaynakli paklitakselin kan seviyelerinin, konjuge olmayan
serbest ilag ile elde edilenden daha yiiksek ve devam ettigini ortaya koyulmustur. Timor
hiicrelerinin HA-paklitaksel biyokonjugati ile fareler {izerindeki intraperitonal tedavisi

serbest ilagla karsilastirildiginda terapotik etkinlikte artis ortaya koymustur.

Bu tez calismasinda ANADOLUCA yontemi ile sentezlenen HA modifiye alblimin
nanopartikiillerinin in vitro ortamda pankreas kanseri hiicrelerinde goriintiilenmesi
amaglanmistir. Bu dogrultuda oncelikle BSA etilendiamin ile inkiibe edilerek katyonik
hale getirilmistir. Ilk defa bu calisma ile mikroemiilsiyon polimerizasyon teknigiyle
sentezlenen HA-BSA nanopartikiillerinin karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Daha
sonra nanopartikiillerin standart pankreas kanseri hiicre hattinda 24 saatlik inkiibasyon
sonundaki gorilintiilleri alimmustir. Nanopartikiillerin floresans 0Ozelliklerinden de

yararlanarak hiicreler ile etkilesimleri incelenmistir.
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2. YONTEM
2.1. Kullamlan Kimyasallar

BSA ve BSA-HA nanopartikiiliniin elde edilmesinde etilendiamin (Sigma-
Aldrich), BSA (Sigma), HA (Fluka), 1-etil-3-dimetil-aminopropil-karbodiimid-
hidroklorid (EDAC (Sigma-Aldrich), N-hidroksisiiksinimid (NHS) (Acros Organics),
amonyum persiilfat (APS) (Alfa Aesar), distile su ve azot gazi kullanilmistir. Fotosensitif
monomer olarak kullanilan (MATyr)2Ru(bipyr)2monomeri literatiirdeki prosediire gére

sentezlenmistir (Say ve ark., 2011).

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yonteminde
Coomassie Brillant mavisi (Fluka), akrilamid (Merck), N,N’-Metilen bisakrilamid
(Sigma-Aldrich), trizma base (Sigma), SDS (Sigma), HCI (Sigma-Aldrich), gliserol
(Sigma-Aldrich), 2-merkaptoetanol (Sigma), bromofenol mavisi (Sigma-Aldrich), glisin
(Sigma), N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamin (TEMED) (Sigma) ve distile su

kullanilmistir.

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) yontemi ile in vitro
sitotoksisitenin belirlenmesi deneyinde ise fetal sigir serumu (FBS, Sigma), fosfat
tamponu (Sigma), Roswell Park Memorial Institute (RPMI) medium (Sigma), tripsin
(Sigma-Aldrich), etilendiamintetraasetik asit (EDTA, Sigma-Aldrich), tripan mavisi
(Sigma), MTT (Sigma) ve Dimetil siilfoksit (DMSO, Merck) kullanilmistir.

2.2. Kullanilan Cihazlar

Nanopartikiil eldesinde manyetik karistirict (JEIO TECH MS-52M), santrifiij
(MPW-251) ve pH metre (Hanna Instruments HI 2211) kullanilmistir. Thermo Scientific
elektroforez sistemi kullanilarak SDS-PAGE jel elektroforezi gergeklestirilmistir.
Nanopartikiillerin karakterizasyon ¢aligsmalarinda ZetaSizer (Malvern Instruments Nano
ZS), Floresans Spektrofotometresi (Varian Cary Eclipse), Circular Dichroism (CD)
Spektrofotometresi (Chirascan), taramali elektron mikroskobu (SEM, Carlzeiss), FTIR

Spektrofotometresi (Perkin Elmer) ve TGA (Perkin Elmer) analiz cihazi kullanilmistir.

In vitro sitotoksisite deneylerinde CO> inkiibatorii (Panasonic), sicak su banyosu
(Julabo TW20), sogutmali santrifiij (Hermle Z446K), steril kabin (Telstar Bio Il
Advance), inverted mikroskop (Leica DMil), hiicre goriintileme cihazi (iRiS™

Digital Cell Imaging System from Logos Biosystems) kullanilmistir.
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2.3. ANADOLUCA Yontemi ile Nanopartikiillerin Eldesi
2.3.1. Katyonik BSA eldesi

BSA nanopartikiilleri hazirlanmadan 6nce HA ile etkilestirilmelerini saglamak
amaciyla oncelikli olarak katyonik BSA elde edilmistir. Bu amagla, 40 pL 1,4 M
etilendiamin, 5 mL %10 (a/h) BSA ile etkilestirilmistir. EDAC bir spatiil ucu kadar
eklenmis ve oda sicakliginda 2 saat karistirilmistir. Ardindan pH 4.75 olan 1 mL 4 M
asetat tamponu ¢ozeltiye eklenerek 1 saat daha karistirilmistir. Bu siire sonunda reaksiyon
ortamindan elde edilen partikiillerin boyut elemesi yapilmasi amaciyla por genisligi
50.000 Da olan molekiiler agirlik kesme (Molecular weight cut-off, MWCO) filtre ile
biiyiik molekiiller ultrasantrifiij teknigi ile ayrilmistir. islem sonunda yaklasik 50.000 Da
agirhiktan kiiglik partikiiller elde edilerek sonraki asamalarda bu katyonik BSA
partikiilleri kullanilmastir.

2.3.2. N-metakriloil amino-(L)-tirozin (MATYr) sentezi

Nano BSA sentezi sirasinda reaksiyonda ¢apraz baglayici olarak kullanilan 3-(4-
hidroksifenil)-2-[(2-metakriloil) amino] propanoik asit (metakriloil amino tirozin,
(MATyr)) sentezi i¢in uygulanan yontemde (Sekil 2.1), 6ncelikli olarak 0,5 g L-tirozin
metilester ve 0,2 g hidrokinon, 100 mL diklorometan ¢oziiciisii igerisinde ¢oziillmiistiir.
Ardindan ¢ozelti 0°C’ye sogutulmus ve 12,7 g trietilamin ¢ozeltiye ilave edilmistir. Daha
sonra reaksiyon karigimi {izerine yavasca 5 mL metakriloil kloriir eklenerek, ¢ozelti azot
atmosferi altinda manyetik karistirici ile oda sicakliginda 2 saat karigtiritlmistir. Kimyasal
reaksiyon sonunda, hidrokinon ve reaksiyona girmeyen metakriloilin fazlasi %10’luk
NaOH ¢ozeltisi ile ekstrakte edilmistir. Daha sonra su fazi doner buharlastirici
kullanilarak uzaklastirilmis ve kalan kisim (MATyr), eter-siklohekzan karisimi ile

kristallendirilerek saflastirilmistir (Say ve ark., 2011).

HO NH, 0 H
cl "

oy
HO 0% TOH

(L)-Tirozin Metakriloil ki oriir N-metakriloil-(L)-tirozin

Sekil 2.1. N-metakriloil amino-(L)-tirozin sentezi
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2.3.3. Bis(2-2’-bipiridil) (MATyr)2 Rutenyum (11) sentezi

Isiga duyarli rutenyum merkezli bis(2-2’-bipiridil)(MATyr)2-Rutenyum(ll) (Sekil
2.2) aminoasit-monomerin kimyasal sentezi i¢in uygulanan yontemde, 1 g diklorobis(2-
2’-bipiridil) rutenyum(ll) (RuClz(bipyr)2) saf su iginde ¢oziilmiis ve ¢ozelti 0°C’ a
sogutulmustur. Daha sonra trietilamin ve 1 g MATyr sulu ¢ozeltisi damla damla
RuClz(bipyr)2 ¢ozeltisine eklenmistir ve oda sicakliginda 30 dk. karigtirilmistir. Karigim
80°C’ da 24 saat reflaks edilmistir. Olusan kahverengi kompleks siiziilmiis, eter ile

yikanmis ve vakum altinda kurutulmustur (Say ve ark., 2011).

- - OH

g <j>_<3
S i HQ \ N, N /
HN L
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".’ \\\ . NH
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,@J)i N\ \ 0) <
HO _ .

Sekil 2.2. bis(2-2-bipiridil)(MATYr)2-Rutenyum (1) molekiil yapisi

2.3.4. BSA-HA nanopartikiillerinin eldesi

BSA-HA nanopartikiillerinin sentezinden 6nce, elde edilen katyonik BSA, HA ile
etkilestirilerek BSA ve HA molekiillerinin elektrostatik olarak etkilesmesi saglanmistir.
Sekil 2.3°de HA’ nin yapis1 ve kimyasal modifikasyona uygun hedef bolgeleri verilmistir.
Bu amagcla, 2000 ppm katyonik BSA, 10.000 kDa HA ile 1 saat boyunca +4°C’de
etkilestirilmistir. BSA ve HA molekiilleri etkilestirildikten sonra nano yapili BSA-HA

partikiillerinin sentezine geg¢ilmistir.

OH OH
0]

QO
foonooy oyl
A=~ 3 NH In

o

CHs
D-Glukuronik asiv N-Asetil-glukezamin

Sekil 2.3. Hiyaluronik asidin kimyasal yapisi ve kimyasal modifikasyon igin hedef bolgeler
(Schanté ve ark., 2011)
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Nano BSA-HA partikiillerinin sentezi ANADOLUCA metoduna gore (Say ve ark.,
2011), mikroemiilsiyon teknigiyle azot atmosferinde, giin 1s18inda, oda sicakliginda
gergeklestirilmistir. Mikroemiilsiyon ortami 0,5 g PVA’nin, 45 mL deiyonize su iginde
dispers edilmesiyle elde edilmistir. ANADOLUCA ydntemine gore; 2000 ppm BSA-HA
kompleksi 1 mg/mL derisiminde 250 uL’lik (MATyr)>—Ru-(MATyr). ile 2 saat azot
atmosferinde oda sicakliginda kanistirilmistir. Boylelikle BSA-HA  kompleksine
fotosensitif rutenyum tabanli monomer baglanarak floresans 6zelligi kazandirilmistir.
Ardindan BSA-HA kompleksi PVA ¢ozeltisine eklenerek ve 20 dk. etkilestirilmistir.
Daha sonra, 0,02 g APS’nin 45 mL deiyonize suda ¢6ziilmesiyle elde edilen baslatici
cozeltiden 20 mL reaksiyon ortamina eklenerek, reaksiyon 48 saat boyunca oda
sicakliginda, giin 1518inda ve azot atmosferinde 150 rpm karigtirma hizinda
gerceklestirilmistir. 48 saat sonunda hazirlanan BSA-HA nanopartikiilleri 6000 rpm’de
20 dk. santrifiijlenerek reaksiyon ortamindan ayrilmistir.  Elde edilen BSA-HA
nanopartikiilleri 2 kere deiyonize su ile yikanarak reaksiyona girmeyen maddeler yapidan

uzaklastirilmistir. Elde edilen BSA-HA nanopartikiilleri 4°C’de saklanmustir.

2.3.5. Nano BSA Sentezi

Elde edilen nano BSA-HA partikiillerinin karakterizasyonunda karsilastirmali
olarak kullanmak amaciyla nano BSA partikiilleri yine ANADOLUCA metoduna gore
sentezlenmistir. Bu amacla; 2000 ppm 5 mL BSA ¢ozeltisi 250 pL (MATyr)>—Ru-
(MATYyr)2 capraz baglayiciyla 2 saat boyunca azot atmosferinde oda sicakliginda
etkilestirilmistir. Elde edilen BSA-(MATyr)—Ru-(MATYyr)2 kompleksi boliim 2.3.4°te
belirtilen baglatict olarak APS’nin de bulundugu mikroemiilsiyon ortamina eklenerek 48
saat boyunca oda sicakliginda, giin 1s181inda ve azot atmosferinde 150 rpm karigtirma
hizinda reaksiyon gergeklestirilmistir. Sentezlenen BSA nanopartikiilleri 6000 rpm’de 20
dk. santrifiijlenerek reaksiyon ortamindan ayrilmis ve ardindan 2 kere deiyonize su ile

yikanarak reaksiyona girmeyen maddeler ortamdan uzaklastirilmistir.

2.4. Albiimin Tabanh Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen alblimin tabanli nanopartikiillerin karakterizasyonu asamasinda
nanopartikiillerin molekiil biyiikliikleri ve safligi SDS-PAGE analiziyle, morfolojik

yapilar1 ve molekiil biiyiikliikleri SEM goriintiilerinin alinmasi ve zetametre analizleriyle,
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nano partikiillerin sentezinde protein yapisinin korunup korunmadigi CD spektrumlarinin
alinmasiyla gerceklestirilmigtir. Nanopartikiillerin floresans &zellikleri nano BSA ile
karsilastirmali olarak floresans spektrofotometresi ile, sicaklikla bozunma spektrumlari
TGA analizi ile ve atomlar arasindaki baglarin belirlenmesi FTIR analizi ile

gerceklestirilmistir.

2.4.1. SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi) analizi

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE), proteinler ve niikleik asitler gibi biyolojik
makromolekiilleri ayirmak i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Makromolekiiller,
molekiiliin uzunlugunun, konformasyonunun ve yiikiiniin bir fonksiyonu olan
elektroforez hareketliligine gore birbirinden ayrilirlar. Bu yontemde akrilamid dogrusal
polimerler ve bisakrilamid poliakrilamid zincirleri arasinda c¢apraz baglar
olusturmaktadir. Jeldeki gozenek biiyiikliigii, bisakrilamid ve akrilamid derisimine gore
degismektedir. Yiiksek bisakrilamid/akrilamid orani ve yiiksek akrilamid derisimi diisiik
elektroforetik mobiliteye neden olmaktadir. Akrilamid ve bisakrilamid monomerlerinin
polimerizasyonu APS ile indiiklenmektedir. Polimerizasyonu desteklemek i¢in genellikle
bir serbest radikal stabilizatorii olan TEMED eklenir. SDS amfipatik bir deterjandir ve
anyonik bas ve lipofilik kuyruga sahiptir. Proteinlerin denatiire edilmesi ve negatif
yiiklenmelerini saglamak amaciyla SDS kullanilir. Sonug olarak, negatif yiiklii proteinler,
pozitif elektrota dogru hareket eder ve elektroforez sirasinda biiyiikliiklerine gore

ayrilirlar (Hames, 1998).

Literatiirde, Laemmli (1970) nin protein karakterizasyon isleminde, SDS-PAGE’de
%5’lik yiikleme jeli ve %12’lik ayirma jeli kullanilmis, 6rnekler yiiklendikten sonra
sirasiyla 16 ve 30 mA’de elektroforezde yiiriitiilmiis ve jel bir gece Coomassie Brillant
mavisinde boyandiktan sonra 2 saat fiksatifte bekletilip dekolorize edilmis ve fotografi

cekilmistir. Tablo 2.1°de bu yonteme gore hazirlanan ¢ozeltilerin oranlari verilmistir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismada, sentezlenen katyonik BSA’ nin ve nano BSA-
HA partikiillerinin molekiil agirlig1 ve safligit SDS-PAGE analiziyle tayin edilmistir. Bu

amagla, asagida detaylari verilen ¢ozeltiler kullanilmistir.
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Tablo 2.1. Modifiye edilmis Laemmli Yontemi 'ne gore SDS jel elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin

hazirlanmast
Ayirma jeli (%12 T) | Yiikleme jeli (%5 T)
Monomer (A) | 12 mL 1,6 mL
Tampon 7,5mL (B) 2,5mL (C)
%10 SDS (D) | 0,3 mL 0,1 mL
H20 10,2 mL 5,63 mL
TEMED 15 uL SuL
Karisimin havasi alimir
APS (E) | 300 uL | 100 pL

Kullanilan SDS-PAGE Stok Cozeltileri:

A) Monomer (akrilamid/bis) ¢ozeltisi (%630 T, %2.7 Chis): 29,2 g akrilamid, 0,8 g bis
tartilarak deiyonize distile su ile 100 mL’ye tamamlanmigtir. Karanlikta 4°C’de
saklanmustir.
B) 4X ayirma jeli tamponu (1,5 M Tris, pH 8.8): 18,15 g Tris 3 N HCl ile pH 8.8’¢
ayarlanmigtir. Daha sonra deiyonize distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. 4°C’de
saklanmustir.
C) 4X yiikleme jeli tamponu (0,5 M Tris, pH 6.8): 3 g Tris 5 N HCl ile pH 6.8’¢
ayarlanmisir ve deiyonize distile su ile 50 mL’ye tamamlanmigstir. 4°C’de saklanmustir.
D) %10 SDS: 10 g SDS tartilarak deiyonize distile su ile 100 mL ye tamamlanmuigstir.
Oda sicakliginda saklanmistir.
E) %10 APS (polimerizasyon baslatic): Kullanilmadan hemen 6nce 0,5 g APS’nin
deiyonize distile su ile 5 mL’lik ¢6zeltisi hazirlanmustir.
F) Ayirma jeli yiizey ¢ozeltisi (0,375 M tris, %0,1 SDS, pH 8.8): 25 mL Tris (B), 1
mL SDS (D) deiyonize su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Oda sicakliginda saklanmustir.
G) 2X drnek uygulama tamponu (0,125 M tris, %4 SDS, %20 gliserol, %10 2-
merkaptoetanol, %0,2 bromofenol mavisi pH 6.8): 2,5 mL tris (C), 4 mL SDS (D), 2 mL
gliserol, 1 mL 2-merkaptoetanol, 0,02 g bromofenol mavisi deiyonize su ile 10 mL’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti — 20°C’de saklanmustir.
H) 5X tank tamponu (0,025 M tris, 0,192 M glisin, %0,1 SDS, pH 8.3): 15 g Tris, 72
g glisin, 5 g SDS deiyonize su dan olusan 1000 mL’lik ¢6zelti hazirlanmistir. Hazirlanan
cozelti 4°C’de saklanmigstir ve kullanilacagi zaman oda sicakligina gelmesi beklenmis ve
5 defa su ile seyreltilmistir.

Ayirma jeli dokmeye hazir olunca, hemen TEMED eklenmistir ve dokiim

haznesindeki cam plakalar arasinda kisa plakanin altina kadar yavasca dokiilmiistiir. Jel
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seviyesini diizeltmek ve mevcut olabilecek istenmeyen hava kabarciklarini uzaklastirmak
icin polimerizasyondan Once jelin {istline ¢ok az biitanol eklenmistir. Jel polimerize
edildikten sonra, biitanol uzaklastirilmistir. Daha sonra kuyu olusturucu tarak cam
plakalar arasindaki acgiklifa yerlestirilmistir. Yiikleme jeli hazirlandiktan sonra hizlica
TEMED eklenmistir ve ayirma jelinin {lizerine yavag¢a dokiilmiistiir. Yiikleme jelinin
polimerizasyonu tamamlandiginda kuyu olusturucu tarak dikkatlice g¢ikarilmistir. Jel
kuyularinin oldugu kisma yeterli miktarda tank tamponu konulmustur. Numunerin
boyanmasi ve denatiire edilmesi amaciyla 6rnek uygulama tamponu ile karistirilan
numuneler sicak su banyosunda 4 dk. bekletilmistir. Daha sonra her bir kuyucuga boyali
denatiire Orneklerden 10’ar pL yiiklenmistir. Elektroforez diizenegi c¢alisir duruma
getirildikten sonra numuneler yaklasik 1 saat yiirtitillmustiir. Yiriitme isleminden sonra
jel yavas akan su altinda dikkatlice diizenekten ayrilmistir. Jel {izerindeki numuneler 30
dk. fiksatif (%40 metanol, %10 asetik asit) icerisinde bekletilmistir. Bu siire sonunda
distile du ile yikanan jel tizerindeki proteinler fiksatif ¢ozeltisi ile hazirlanan Coomassie
Brilliant Blue ile 4-5 saat bekletilerek boyanmistir. Boyanin protein olmayan bolgelerden
uzaklagsmas1 amaciyla yikama islemi yapilmistir. Son olarak goriintiisii alinan jelin

degerlendirilmesi yapilmistir.

2.4.2. Nanopartikiillerin boyut analizi

Sentezlenen nano BSA-HA partikiillerinin partikiil boyutu, zetametre ve SEM
goriintiilerinin alinmasiyla belirlenmistir. Bu amagla, 2000 ppm nanopartikiillerden 100
pL alinarak 3 mL’ye distile su ile seyreltilmis ve Slgiimler 25°C’de 3 tekrarli olarak

gerceklestirilmistir.

SEM analizi i¢in Ornekler silisyum {izerine damlatilarak etiivde yarim saat
bekletilmis ardindan, altin kaplanarak goriintiiler alinmistir. SEM goriintiileri alinirken de

partikiillerin boyutlar1 belirlenerek zetametre dlgiimleriyle karsilastirilmistir.

2.4.3. Nanopartikiillerin floresans spektroskopisi analizi

Sentezlenen nano BSA-HA partikiillerinin floresans dzellikleri rutenyum tabanli
aminoasit monomerlerle etkilestirilerek elde edilen kompleksin floresans ozellikte
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu dogrultuda sentezlenen yapilarin floresans analizleri

2000 ppm nanopartikiillerden 100 pL alinarak 3 mL’ye distile su ile seyreltilmis

25



orneklerle gerceklestirilmistir. Bu amagla, ayni1 derisimlerde nano BSA ve nano BSA-
HA’nm floresans spektroskopisiyle analizi yapilarak elde edilen veriler karsilastirmali

olarak degerlendirilmistir.

2.4.4. Nanopartikiillerin FTIR spektroskopisi analizi

IR spektrumu, maddeyi olusturan atomlar arasindaki baglarin titresimiyle olusan
frekanslarina karsilik gelen absorpsiyon pikleri ile 6rnegin parmak izini géstermektedir.
Her maddenin kendine 6zgii bir FTIR spektrumu vardir. FTIR spektroskopisi kati, sivi ve
gaz Orneklerin analizinde kullanilmaktadir. FTIR analizi yapilmasi planlanan kati
ornekler i¢in ii¢ farkli hazirlama teknigi kullanilmaktadir. Bu yontemlerden ilkinde 6rnek
KBr (130°C’ de 4 saat kurutularak elde edilen) ile karistirilarak ince disk haline
getirilmektedir. Ikinci teknikte ise KBr kullanilmaksizin érnegin kendisi ince bir film
haline getirilmektedir. Uglincii yontem olan soliisyon tekniginde ise drnek bir ¢dzgen
icerisinde ¢oziilerek analize hazirlanmaktadir. ince film veya disk tekniginde film
formuna getirilmis maddelerin kalitatif ve kantitatif analizi yapilmaktadir. Soliisyon

tekniginde ise ¢ozlinmiis maddelerin kalitatif analizi yapilabilmektedir.

Nano BSA-HA partikiillerinin FTIR Spektroskopisi analizi icin KBr tabletleri
hazirlanmis ve 2 KBr tableti arasinda 1 damla nanopartikiil 6rneklerinden damlatilarak
spektrum alinmistir. Elde edilen FTIR spektrumlart nano BSA’nin FTIR spektrumlariyla

karsilagtirilarak, nano BSA-HA nin yapis1 yorumlanmugtir.

2.4.5. Nanopartikiillerin TGA analizi

Termogravimetri, genel olarak malzemelerde sicakligin veya zamanin bir
fonksiyonu olarak meydana gelen kiitle kayb1 ve/veya kazanimlarinin belirlenmesinde
kullanilir. Deney numunesi, sabit 1sitma hizinda 1sitilir ve kiitle degisimi sicakligin bir
fonksiyonu olarak olgiiliip kaydedilir. Alternatif olarak, numunenin, uygun bir sabit
sicaklikta, belli bir zaman araliginda kiitle degisimi zamanin bir fonksiyonu seklinde
Olciiliip kaydedilir. Genel olarak, deney numunesinin kiitlesinin degismesine neden olan
reaksiyonlar; bozunma veya yiikseltgenme reaksiyonlar1 veya bir bilesenin
buharlagsmasidir. Kiitlenin zamana veya sicakliga karsi cizilen grafigi TG egrisidir.
Sicakligin fonksiyonu olarak malzemenin kiitlesindeki degisim ve bu degisimin yayildigi

aralik malzemenin termal kararlilifinin gostergesidir. TG verileri, ayn1 deney sartlari

26



altinda elde edilen Slgiimler kullanilmak kaydiyla, ayni monomerden elde edilmis
polimerler ailesinin bagil termal kararliliklarinin degerlendirilmesinde ve polimer-

polimer veya polimer-katki maddesi etkilesimlerinin irdelenmesinde kullanilabilir.

Sentezlenen nano BSA ve nano BSA-HA partikiillerinin kiitlece bilesimlerinin
analizleri termogravimetrik analizle belirlenmistir. Bu amacla esit miktarlarda nano
partikiiller yiiksek sicakliklarda bozunmasi saglanarak elde edilen piklerden kiitlece

bilesim analizi yapilmistir.

2.4.6. Nanopartikiillerin CD analizleri

CD Spektroskopisi, molekiiler yapilarin dairesel dikroizm analizini belirli bir dalga
boyu aralifinda o6lgebilen spektroskobik bir ydntemdir. Olgiimler, elektromanyetik
spektrumun goriiniir ve UV bolgesinde gerceklestirilmektedir. Dairesel dikroizm
analizinde polarize demetin dairesel bilesenlerinden birinin digerinden daha fazla
absorblanmasiyla olusan absorbsiyon farki nedeniyle eliptik polarize demet meydana
gelmektedir. Sag ve sol dairesel polarize 151k arasindaki absorbans farki sonucunda ise
“dairesel dikroizm” olugmaktadir. Dairesel polarize 1sinin optik¢e aktif taneciklerle
etkilesimi sonucunda da makromolekiillerin yapisal, kinetik ve termodinamik 6zellikleri

ile ilgili bilgiler elde edilmektedir.

Bu yontem, protein katlamalar1 ve sekonder yapilarda, DNA/RNA etkilesimlerinde,
enzim kinetigi c¢aligmalarinda ve genellikle kiral yapidaki molekiillerin yapisini
incelemek amaciyla kullanilmaktadir. Proteinlerin sekonder yapisi sicaklik ve pH gibi
cevresel faktorlerden etkilenmektedir. Bu yontem ile sekonder yapilarin cevresel

faktorlerden nasil etkilendigi ve diger molekiillerle etkilesimi incelenmektedir.

Sentezlenen nano BSA-HA partikiillerinin nano yapisi elde edildiginde protein
yapisinin korunup korunmadigi CD analiziyle takip edilmistir. Buna gore 100 pL’lik
2000 ppm’lik ornekler kuvartz CD kiivetlerine uygulanarak 180-350 nm araliginda

analizleri yapilmistir. Elde edilen veriler nano BSA ve BSA ile karsilagtiriimistir.

2.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Nanopartikiillerin ~ sitotoksik etkileri PANC-1 ATCC® CRL146 hiicreleri
kullanilarak degisik derisim araliklarinda (BSA nanopartikiilii: 125-0,2 pg/mL ve BSA-
HA nanopartikiilii: %0,5-0,001 mL/mL) steril kosullarda degerlendirilmistir. Bu amagla,
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nanopartikiillerin PANC-1 hiicrelerinde olusturdugu sitotoksik etki in vitro MTT testi ile
belirlenmistir. Bunun i¢in nanopartikiiller hiicreler ile birlikte 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda MTT boyas1 eklenmistir ve canliligi devam eden hiicreler
mor renge doniismiistiir. Mikroplaka okuyucuda 6l¢iim alinmadan once, hiicrelerden mor
rengi ¢oziindiirmek icin DMSO eklenmistir. 5 dk. bekletildikten sonra yilizde canliligin
tespit edilmesi i¢cin 540 nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢ctim alinmigtir. Numune
icermeyen kontrol kuyularindan elde edilen absorbans degerleri %100 canlilik kabul
edilerek nanopartikiil kuyularindaki hiicre canlili§i hesaplanmistir. Toksik olmayan ve
canliligin daha yiiksek oldugu derisim belirlendiginde nanopartikiillerin floresans
Ozelliklerinden yararlanarak 24 saat inkiibe edilmis nanopartikiil ile hiicrelerin

goriintliileme caligmalar1 yapilmistir.

2.5.1. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi

Deneylerde kullanilan hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ve deneye hazirlanmasi igin 2-3
giinde bir rutin olarak pasajlama islemi yapilmistir. PANC-1 hiicreleri RPMI ve %10 FBS
igeren besi ortamui i¢eren flasklarda, 37°C’de, %5 CO: igeren ortamda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinden sonra 6lii hiicrelerin besiyerine ge¢mesini saglamak icin flask
hafifce calkalanmistir ve steril bir pipetle kiiltiir sigesi i¢cindeki besiyeri alinarak atilmistir.
Hiicrelerin yikanmasi i¢in flask igerisine 5 mL fosfat tamponu ilave edilmistir ve yikama
¢ozeltisi ortamdan uzaklastirilmistir. Daha sonra ortama tripsin EDTA ¢dzeltisi (1X)
konularak hafif¢e c¢alkalandiktan sonra inkiibatorde yaklasik 5 dk. bekletilmistir.
Inkiibatérden alman hiicrelerin {izerine 20-25 mL besiyeri ilave edilerek hiicreler
stispanse edilmistir ve boliinerek yeni kiiltiir flasklarina alinmistir. Daha sonra hiicreler
tekrar inkiibasyona birakilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra flask hafif¢ce ¢alkalanmistir
ve ortamdaki besiyeri atilmistir. Flask icerisine tripsin-EDTA ¢ozeltisi konularak hafifce
calkalandiktan sonra inkiibatérde yaklasik 5 dk. bekletilmistir. Daha sonra ortama
besiyeri ilave edilerek pipet yardimiyla santrifiij tiipiine alinmistir ve santrifiij tiipii
icindeki hiicre siispansiyonu ¢alkalandiktan sonra 10 pL alinarak 10 pL tripan mavisi ile
boyanmistir. Olusan ¢ézeltinin 10 pL’si thoma lami kullanilarak sayilmistir. Sekil 2.4°de

inverted mikroskopla Thoma laminda hiicre sayimi ekipmani gésterilmistir.
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Sekil 2.4. Inverted mikroskopta Thoma lam ile hiicre sayimi

2.5.2. Invitro sitotoksik etkinin belirlenmesi

Test edilecek numunelerin in vitro sitotoksik etkileri PANC-1 hiicre hatlar1 lizerinde

MTT testi kullanilarak belirlenmistir.

Deney icin yeterli sayiya ulasan hiicreler Thoma lamu ile sayilarak 96 kuyucuklu
plakalara her kuyucuga 2x10* hiicre gelecek sekilde 100 pL kadar ekilmistir. Hiicreler 24
saat inkiibasyona birakildiktan sonra test maddelerinin seri dillisyonlar1 100’er pL
uygulanmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra, besiyerleri hiicrelerden uzaklagtirilmistir.
Hiicreler fosfat tamponu ile hazirlanan 5 mg/mL MTT soliisyonu ile 3 saat CO:
inkiibatoriinde inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda MTT igeren besiyerleri
kuyucuklardan uzaklagtirilmis ve her kuyucuga 100 pL DMSO ilave edilip, 5 dk.
beklendikten sonra plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri spektrofotometrik olarak 540
nm dalga boyunda ELISA okuyucuda okutulmustur. Test maddeleri ile muamele
edilmeyen kontrol hiicre canlilig1 %100 olarak kabul edilerek, hiicrelerin canlilik oranlari
% olarak ifade edilmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir (Mossmann,1983;
Keiser vd., 2000).

2.5.3. Hiicrelerin goriintiilenmesi

Hiicre goriintiileme ¢aligmalart i¢in 6 kuyucuklu steril plakanin her kuyucuguna
10x10% hiicre ekilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra 32 pg/mL BSA ve %0,125 mL/mL

HA-BSA nanopartikiilii hiicrelere uygulanmigtir ve tekrar 24 saat inkiibasyona
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birakilmigtir. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicrelerin fikse edilmesi amaciyla 1 mL
%90’l1ik etanol 5 dk. siireyle hiicrelere uygulanmistir. Daha sonra distile su ile 5 defa
yikama yapilmistir. Pankreas kanseri hiicreleri ile etkilestirilen BSA ve HA-BSA

nanopartikiilleri dijital hiicre gériintiileme cihazinda (Sekil 2.5) gériintiilenmistir.

Sekil 2.5. Hiicrelerin gériintiilenmesi
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3. BULGULAR VE YORUM
3.1. BSA-HA Nanopartikiillerinin Eldesi

Bu c¢alismada; oncelikle ANADOLUCA yontemi ile BSA ve BSA-HA
nanopartikiilleri elde edilmistir. BSA’nin katyonik hale getirilmesi sayesinde
nanopartikiilin  HA ile modifikasyonu saglanmistir. BSA’nin etilendiamin ile

inkiibasyonu sonucunda elde edilen katyonik albiimin Sekil 3.1’de sematize edilmistir.

Etilen diamin

. >

NN:,

Sekil 3.1. Katyonik BSA olusumu

3.2. Albiimin Tabanh Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

3.2.1. SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi) analizi

BSA nanopartikiili ve BSA-HA nanopartikiilleri poliakrilamit jelde elektriksel
alanda ytrttiilerek safliklar1 ve nanopartikiillerin BSA igerip i¢ermedikleri tespit
edilmistir. Nanopartikiiller BSA’nin yiirliime mesafesinde spotlar vermislerdir. Sekil
3.2°de goriildigii gibi 1. katyonik BSA’nin vermis oldugu spot, 2. nano-BSA’nin vermis
oldugu spottur. 3’de goriilen bant nano BSA-HA’ nin igerdigi BSA ve HA’nin vermis
oldugu spotlar1 icermektedir.

Sekil 3.2. SDS page jel goriintiisii; 1. BSA, 2. BSA nanopartikiilii, 3. BSA-HA nanopartikiilii
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3.2.2. Nanopartikiillerin boyut analizi

ANADOLUCA yontemine gore elde edilen nanopartikiillerin yiizey 6zellikleri ve
partikiil boyutunun belirlenmesi i¢in SEM goriintiileri alinmis ve zeta metre ile boyutlari

belirlenmistir.

Sekil 3.3’de BSA ve BSA-HA nanopartikiillerinin zeta boyut analizi verilmistir.
Buna gore partikiillerin boyut dagiliminin sirasiyla 55-60 nm ve 110-125 nm araliginda
oldugu goriilmektedir.

(A) (B)
Sekil 3.3. A. BSA nanopartikiillerinin zeta boyut analizi, B. BSA-HA nanopartikiillerinin zeta

boyut analizi

BSA nanopartikiillerinin SEM gériintiisii Sekil 3.4 A’da verilmistir. Buna gore BSA
nanopartikiillerinin boyutu 53,73 nm olarak tespit edilmistir. Sekil 3.4 B’de HA modifiye
BSA nanopartikiillerinin SEM goriintiisti verilmistir. BSA-HA nanopartikiillerin boyutu

ise 123,5 nm olarak ol¢iilmiistiir.

(A) (B)

Sekil 3.4. A. BSA nanopartikiillerinin SEM goriintiisii B. BSA-HA nanopartikiillerinin SEM goriintiisii
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3.2.3. Nanopartikiillerin floresans spektroskopisi analizi

ANADOLUCA yontemine gore elde edilen nanopartikiillerin floresans 6zellikleri
floresans spektroskopisi ile degerlendirilmistir. BSA ve BSA-HA nanopartikiillerinin
floresans spektrumu Sekil 3.5°de verilmistir. Buna gore 610 nm’de BSA
nanopartikiillerine ait floresans piki elde edilmistir. Sekil 3.5 B’de verilen pik
degerlendirildiginde, BSA-HA nanopartikiillerine ait floresans pikinin BSA
nanopartikiillerine ait pikten (Sekil 3.5 A) daha diisiik siddette oldugu gortilmiistiir. Bu
sonug, floresans ozellikteki BSA nanopartikiillerine floresans 6zellikte olmayan HA nin

baglanmasiyla iligkilendirilmektedir.
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Sekil 3.5. A. BSA4 nanopartikiillerinin floresans spektrumu B. BSA-HA nanopartikiillerinin

floresans spektrumu

3.2.4. Nanopartikiillerin FTIR spektroskopisi analizi

BSA ve BSA-HA nanopartikiillerinin icerdigi fonksiyonel gruplarin aydinlatilmasi
ve BSA-HA’nin yapisinin BSA nanopartikiilleriyle karsilastirilmasi amaciyla KBr
tabletleri hazirlanarak her iki tiir nanopartikiiliin de FTIR spektrumlart alinmistir. Sekil
3.6 A BSA nanopartikiiliiniin, Sekil 3.6 B ise BSA-HA nanopartikiillerinin FTIR

spektrumlarini gostermektedir.
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(A)

(B)

Sekil 3.6. A. BSA nanopartikiillerinin B. BSA-HA nanopartikiillerinin FTIR spektrumlart

FTIR spektrumu degerlendirildiginde, Sekil 3.6 B’deki spektrumda BSA piklerine

ek olarak (1540 cm™’de amit I yapisindaki C=O gerilmesi ve amit II yapisindaki N-H
egilmesi, 1384 cm™’de C-N gerilme pikleri) HA’nin yapisindaki O-H gerilmesinin
karakteristik piki 3322 cm™ ve yaklasik 1680 cm™ de gelen CO-NH amid bagini belirten

piklerin varligit BSA nanopartikiillerinin HA ile modifiye oldugunu isaret etmektedir.

3.2.5. Nanopartikiillerin TGA analizi

BSA ve BSA-HA nanopartikiillerinin termogravimetrik analiz sonuglar1 Sekil

3.7°de verilmektedir.
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Sekil 3.7. A. BSA4 nanopartikiillerinin B. BSA-HA nanopartikiillerinin TGA analizi
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Elde edilen verilere gore, sicaklikla bozunma egrilerine bakildiginda Sekil 3.7 A’da
belirtilen termogramda BSA nanopartikiilleri iki basamakli bir bozunma egrisine sahip
iken, Sekil 3.7 B’de belirtilen BSA-HA nanopartikiillerine ait termogramda BSA
nanopartikiillerininkine ek olarak ekstra iki bozunma egrisi daha goriilmektedir. Goriilen
ekstra iki bozunma egrileri HA’nin yapisindaki N-asetil glikozamin ve glukuronik asit
kisimlarindan meydana gelmektedir. Boylelikle TGA analiziyle de BSA

nanopartikiillerinin HA ile modifikasyonu kanitlanmistir.

3.2.6. Nanopartikiillerin CD analizleri

Sentezlenen BSA ve BSA-HA nanopartikiillerinin yapilarindaki proteinleirn
konformasyonlarinda modifikasyon 6ncesi ve sonrasi degisimin takibi i¢in her iki tiir
nanopartikiiliin CD analizi yapilmistir. Sekil 3.8, BSA ve BSA-HA nanopartikiillerinin

CD spektrumlarin1 géstermektedir.
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(A) (B)

Sekil 3.8. A. BSA nanopartikiilleri B. BSA-HA nanopartikiilleri igcin CD spektrumu

Buna gore, Sekil 3.8 A’da 190-210 nm arasinda gelen pik a-heliks katlanmasini
210-230 nm arasinda gelen pik f-katlanmalarini ifade etmektedir. 320-360 nm arasindaki
bolge ise nanopartikiillerin yapisindaki aromatik gruplar1 ifade eden bolgedir. Sekil 3.8
B’deki spektrum degerlendirildiginde ise, a-heliks katlanmasimin yapida devam ettigi
ancak HA’nin yapiya modifiye olmasiyla rastgele katlanmalarin arttig1 gortilmektedir.
Yine 320 nm’den sonraki bolgede BSA-HA nanopartikiillerinin yapisindaki aromatik
yapilar goriilmektedir. CD spektrumlar1 degerlendirildiginde, protein yapisinda

modifikasyon sonras1 herhangi bir deformasyon olmadigi goriilmektedir.
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3.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

RPMI ve FBS iceren besi ortaminda, 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 2-3 giinliik
pasajlama islemleri ile ¢ogaltilan pankreas kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu steril plakanin
her kuyucuguna 10x10% sayida olacak sekilde ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra
5 defa yikanan hiicrelerin dijital goriintiileme cihazi ile goriintiileri alinmistir. Sekil 3.9°da

numune icermeyen kuyucuktaki hiicrelerin goriintiisii verilmistir.

Y )'

K“) ~

Sekil 3.9. PANC-/ hiicrelerinin mikroskop goriintiisti

Nanopartikiillerin in vitro sitotoksik etkilerinin belirlenmesi ¢alismalarinda degisik
derisim araliklarinda doza bagimli olmayan etki gozlenmistir. ANADOLUCA ydntemi
ile elde edilen BSA nanopartikiilleri 125-0,2 pg/mL derisim araliginda pankreas kanseri
hiicreleriyle etkilestirilmistir. Sonuglar kontroller ile karsilastirildiginda %44,2-55,0
araliginda hiicre canliliklart gézlenmistir (Tablo 3.1). BSA nanopartikiilleri 32 pg/mL
derisimde pankreas kanseri hiicreleriyle 24 saat inkiibe edilmistir ve sonugta olusan etki
dijital hiicre goriintiileme cihazinda incelenmistir. Buna gore tabana yapisan hiicrelerin
canliliklarmi  korudugu  goézlenmistir.  Goriintiilere  goére  floresan  6zellikteki
nanopartikiillerin etrafa yayilmis sekilde ve hiicrelerin etraflarinda olduklar1 saptanmustir.
Sekil 3.10’da BSA nanopartikiillerinin pankreas kanseri hiicreleri ile inkiibasuonu sonucu
cekilen gorilintiileri verilmistir. Buna gore Sekil 3.10 A’da BSA nanopartikiilleri
hiicrelerin duvarlarinda yogun bir sekilde olmak {izere hiicrelerin etrafinda floresan 1s1ma

yayan partikiiller seklinde 10X biiylitmede gozlenmistir. Sekil 3.10 B’de ise ayn1 goriintii
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20X biiylitmede alinmistir. Yine bu goriintiide floresan 1s1ma yayan BSA nanopartikiilleri
gozikmektedir.

Tablo 3.1. Hiicrelerin MTT testi ile belirlenen % canlilik sonug¢lari

BSA nanopartikiilii (ng/mL) | % canhlik | +std HA'B%('::I‘_‘/‘;ES“"“I“ % canlilik | +std
125 49,9 3,2 05 683 | 34
62,5 52,2 0.7 0,25 51,2 18
31,2 51,0 14 0,125 445 13
15,6 44,2 0,4 0,062 49,5 2,8
7.8 481 | 43 0,031 53,5 1,6
3.9 51,0 1,8 0,016 56,2 3,6
1,9 50,7 1,9 0,008 62,0 1,9
1,0 443 0,5 0,004 66,4 1,7
05 46,4 0,8 0,002 53,9 0.6
0,2 55,0 2,8 0,001 70,5 1,7

std: standart sapma

A) &

Sekil 3.10. BSA4 nanopartikiillerinin PANC-1 hiicrelerindeki mikroskop goriintiileri; A)10x, B)20x

ANADOLUCA yontemi ile elde edilen BSA nanopartikiillerinin katyonik hale
getirilmeleri ve HA ile modifikasyonu sonucu elde edilen BSA-HA nanopartikiilleri
%0,5-0,001 mL/mL derisim araliginda hiicreler ile etkilestirilmistir. Sonugta doza bagli
olmayan etki gostererek hiicre canliliklar1 %44,5-70,5 olarak belirlenmistir (Tablo 3.1).
BSA-HA nanopartikiilleri %0,125 mL/mL derisimde hiicrelere uygulanmistir. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra dijital goriintiilleme cihazinda hiicrelerin nanopartikiiller ile olan
etkilesimleri incelenmistir. Buna gore pankreas kanseri hiicreleri plaka tabanina yapismis
ve canliliklarim1  korumugstur. Goriintiilerde BSA-HA nanopartikiilleri hiicrelerin
etrafinda, hiicre iclerinde sitoplazmada ve hiicre c¢ekirdeginin yaninda belirlenmistir.
Bunun yaninda nanopartikiillerin hiicreler ile etkilesimlerinin homojen olmadigi
gozlenmistir. Sekil 3.11°de BSA-HA nanopartikiillerinin pankreas kanseri hiicreleri ile

cekilen goriintiileri verilmistir. Buna gore Sekil 3.11 A’da floresan 1s1ma yapan
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nanopartikiillerin hiicrenin ¢ekirdegi etrafindaki 20X biiyiitmede ¢ekilen goriintiisi
verilmistir. Sekil 3.11 B’de ise Sekil 3.11 A’daki goriintiiye daha ¢ok yaklasilarak 40X
biiylitmede goriintii ¢ekilmistir. Bu goriintiide sitoplazmasi dagilmis hiicrenin ¢ekirdegi
etrafinda floresan 1s1ma yapan nanopartikiiller acik bir sekilde goziikmektedir. Sekil 3.11
C’de hiicrenin icinde sitoplazmada goriintiilenen diger BSA-HA nanopartikiilleri yer
almaktadir. Sekil 3.12’de nanopartikiiliin hiicrede konumlanmasi ve hiicrenin kisimlari

gosterilmistir.

o) S |
Sekil 3.11. BSA-HA nanopartikiillerinin PANC-1 hiicrelerindeki mikroskop gériintiileri;
A)20x, B)40x, C)40x
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sitoplazma

40X

Sekil 3.12. Mikroskop goriintiistinde nanopartikiiliin ve hiicre kisimlarinin gosterilmesi
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4. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Albiimin biyolojik olarak pargalanabilir ve disiik toksisiteye sahip bir dogal
proteindir. Son yillarda albiiminin tiimorlerde birikme egiliminde olmasi ve yapisindaki
islevsel gruplarin kolayca modifikasyonunun yapilabilmesi nedenleriyle hedefe yonelik
nanoalbiimin ¢alismalar1 hiz kazanmistir. Giiniimiizde pankreas kanseri hastaligin ileri
asamalarinda tespit edilebilen hasta iizerinde ciddi semptomlar gdsteren Oliimciil bir
hastaliktir ve bu kanserde HA ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Bu nedenle HA
reseptorii olan CD-44, pankreas kanseri tedavisinde umut vadetmektedir. Bu bilgilerden
hareketle bu tez calismasinda hedefe yonelik HA modifiye albiimin tabanl
nanopartikiiller gelistirilmesi ve pankreas kanseri hiicreleri ile etkilestirilerek etkilerinin

incelenmesi amaclanmustir.

Bu tez calismasinda daha onceden bilinen bir nanopartikiil sentezleme yaklasimi
olan ANADOLUCA temel alinmistir. BSA’nin HA ile modifikasyonu i¢in 6ncelikle BSA
etilendiamin ile inkiibe edilerek katyonik hale getirilmistir. Etilendiamin BSA’nin
karboksil gruplara baglanarak amino gruplar1 bakimindan fazla BSA elde edilmistir.
Daha sonra oda sicakliginda, giin 15183inda ve azot atmosferinde mikroemiilsiyon
polimerizasyon teknigiyle floresan 6zellikteki BSA-HA nanopartikiilleri elde edilmistir.
Nanopartikiillerin floresan 0Ozellikleri rutenyum tabanli aminoasit monomerlerle
etkilestirilerek elde edilen kompleksin floresans 6zellikte olmasindan kaynaklanmaktadir.

Bu o6zellik goriintiileme ¢aligmalarinda nanopartikiillere avantaj saglamistir.

Nanopartikiillerin karakterizasyon ¢aligmalar1 kapsaminda SDS-PAGE, zeta boyut
ol¢timii, SEM goriintiileme, floresan spektroskopisi, TGA analizi, FTIR analizi ve CD
spektroskopisi teknikleri kullanilmistir. SDS-PAGE deneyinde nanopartikiillerin
safliklar1 ve BSA igerdikleri teyit edilmistir. Zeta metre ile boyut analizinde nano BSA
icin 55-60 nm ve nano BSA-HA i¢in 110-125 nm aralilarinda nanopartikiil boyutlar1 tespit
edilmistir. SEM goriintiilerinde ise BSA ve BSA-HA i¢in sirasiyla 53,73 nm ve 123,5 nm
olarak boyut ol¢iilmiistiir. Buna gore Zeta metre ve SEM goriintiilerinden elde edilen
veriler yaklagik olarak birbirini destekleyici 6zelliktedir. Nanopartikiillerin mikron alt1
boyutlar1 in vivo galismalarda avantaj saglamaktadir. Bizim ¢alismamizda da elde edilen
nanopartikiil  boyutlarinin  floresan  6zellikleriyle birlikte viicut bdliimlerinin
goriintiilenmesi ve antikanser ilaclarin hedefe yonelik tasinmasinda avantaj saglayacagi

distiniilmektedir.
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Floresan ozellikteki nano BSA ile BSA-HA nanopartikiillerinin karsilagtirmali
olarak floresan spektrumlart degerlendirilmistir. Buna gore HA baghh BSA
nanopartikiiliinde daha diisiik siddette olmak iizere iki nanopartikiil yapisinda da 610
nm’de floresan etki gézlenmistir. FTIR spektroskopisi analizinde BSA nanopartikiiliiniin
karakteristik spektrumu elde edilmistir. BSA-HA nanopartikiiliiniin spektrumunda
beklenildigi iizere BSA nanopartikiiliine ek olarak HA’dan kaynaklanan pikler
gozlenmistir. TGA spektrumlarinda ise nano-BSA spektrumundan farkli olarak BSA-HA
nanopartikiiliinde iki bozunma egrisi daha gozlenmistir. Bu bozunma egrileri HA nin
yapisini olugturan N-asetil glikozamin ve glukuronik asit yapilarindan meydana
gelmektedir. Nanopartikiillerin CD spektrumlari incelendiginde ise HA ile modifikasyon

sonrasinda BSA yapisinda herhangi bir deformasyon olmadig1 goriilmektedir.

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda PANC-1 standart pankreas kanseri hiicre hatti
kullanilmistir. Pankreas kanseri hiicreleriyle etkilestirilen nanopartikiillerin 24 saat
sonraki goriintiileri alinmistir. Buna gore nano BSA nin genellikle hiicrelerin etrafinda ve
membranlarinda olduklari ancak BSA-HA nanopartikiillerinin beklenildigi gibi genellikle
hiicrelerin sitoplazmasinda olduklar: tespit edilmistir. Pankreas kanseri hiicrelerinde HA
reseptorlerinin  yogun bir sekilde eksprese edilmesi nedeniyle HA bagli BSA

nanopartikiilleri bu reseptorlere baglanarak hiicre i¢ine girmistir.

Daha onceki c¢alismalarda ANADOLUCA yaklasimi ile nano-protein
sentezlenmistir. Ancak ilk defa bu tez calismasi ile HA ile modifiye edilmis BSA

nanopartikiilleri mikroemiilsiyon polimerizasyon teknigi ile sentezlenmistir.

Nigam ve arkadaslarinin ¢alismasinda (Nigam ve ark., 2014), HA modifiye HSA
nanopartikiilleri pankreas kanseri hedefleme amaciyla elde edilmistir. Ancak bu

calismada nanopartikiiller grafen QD ile floresan 6zellik kazanmuistir.

Yapilan tez ¢calismasinda, oda sicaklifinda, giin 15181nda ve azot atmosferi altinda
kolayca hazirlanabilen aminoasit ve rutenyum-selat tabanli monomerlerle ¢apraz bagl
1518a duyarl nanopartikiillerin senteziyle floresans 6zellikli ve tekrar tekrar kullanilabilen

pankreas kanseri tanisi i¢in yeni yapilar ortaya konmustur.
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