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Tip teknolojisindeki son olumlu gelismelere paralel olarak ultrason, farkli kanser
hastaliklarinin (6rn. Prostat, meme ve karaciger kanseri ablasyonu), gz hastaliklarinin
(, rahim fibroid ablasyonu, cerrahi doku kesimi ve diger bir¢ok cerrahi uygulamalarda
ve tedavilerde kullanilmaktadir. Ayrica, ilag tasiyici sistemlerde ila¢ salimini kontrol
etmek, ayrica uygulama yerindeki hedef hiicrelere saglanmasi gereken hiicresel alim
hizim1 artirmak (veya kontrol etmek) ve hedef ilaglar icin ultrason etkisi ile ilgili
arastirmalar da kullanilabilmekte oldugu ilgili literatiirde bulunmustur. Bu arastirma
kapsaminda, ilag tasiyici sistemlerin etkinliginin arttirilmasi, yan etkilerinin azaltilmasi
ve Ozellikle ila¢ tastyicilarimin fizyolojik bariyerlerden (6rnegin kan damarlarinin
endotel hiicre dizilimi, ilag tasinmasi i¢in hedeflenen dokularin endotel tabakasi, epitel
hiicre sik siralanan tabakalar, hiicrelerin plazma zarlar1 ve kan beyin bariyeri vb.) daha

kolay ge¢isinin saglanmasi en temel amag ve hedefler olarak kabul edilmektedir.

Sunulan bu ¢aligma kapsaminda; kanser tedavi edici aktif madde tasiyici sistemi
tizerinde ultrason etkisi ile kontrollii ilag salinimi1 saglayan sigir serum albiimini (BSA)
ile yapilan Cisplatin yiiklii biyopolimerik nanopartikiiler sistem gelistirmek miimkiin
olmustur. Albiimin nanoparcaciklar: desolvasyon yontemiyle hazirlanmis, partikiil
boyutuyla iligkili parametreler optimize edilmis daha sonra da farkli miktarlarda
Cisplatin yiiklenerek en uygun verimde ilag ve BSA oranina sahip partikiil
belirlenmigstir. Hazirlanan albiimin nanopartikiilleri taramali elektron mikroskobu,
morfoloji i¢in SEM ve boyut ve boyut dagilimlari i¢gin DLS tabanli cihaz ile

karakterize edilmistir.

Ilag yiiklii nanopartikiiller daha sonra farkli genliklerde ultrason etkisine maruz

birakilmis ve ultrason etkisine bagli ilag dagilim profilleri ¢ikarilmistir. Burada belli

il



bir ultrason etkisine kadar ila¢ dagilim hizinin artig1 tespit edilmistir. Calismanin son
asamasinda ila¢ yiiklii nanopargaciklara ISO 10993-5 dogrultusunda Sitotoksisite testi
bagimsiz laboratuvar tarafindan yapilmis olup hiicre {izerindeki toksisite etkisine

bakilmustir.

Anahtar kelimeler: ila¢ saliimi, Ultrason destekli, Nanopartikiiller, Biyopolimer,
Cisplatin

il



ABSTRACT

ASKIN OZDEMIR
DEVELOPMENT OF ULTRASOUND-ASSISTED CONTROLLED-RELEASE
DRUG CARRIER SYSTEMS FOR USE IN CANCER THERAPY

Baskent University Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biomedical Engineering

2023

In parallel with the latest positive developments in medical technology, ultrasound is used
in different cancer diseases (eg, prostate, breast and developing cancer ablation), eye diseases (,
uterine fibroid ablation, surgical tissue cutting and many other surgical operations and
treatments. Also, drug delivery systems are used in drug delivery systems). It has also been
found in the relevant literature that structures related to the ultrasound effect of target drugs can
be used to control the release of the drug, as well as to increase (or control) the oxygen uptake
that the target must provide at the site of application, and especially due to the limitations of
drug carriers (e.g. endothelial cell alignment of blood vessels, for drug delivery). endothelial
layers of targeted tissues, tightly ordered layers of epithelial cells, plasma membranes of cells
and blood-brain barrier etc.) are accepted as the most basic goals and targets.

Within the scope of this study presented; It has been possible to develop a cisplatin-loaded
biopolymeric nanoparticular system made with bovine serum albumin (BSA), which provides
controlled drug release with the effect of ultrasound on the cancer-curing active substance
carrier system. Albumin nanoparticles were prepared by the desolvation method, optimized for
users with their appearance dimensions, and then loaded with Cisplatin in different ways and
designed to have the most appropriate drug and BSA properties. The prepared album has
components with nanoparticles scanning electron microscopy, SEM for morphology, and DLS-
based device for sizing and sizing distributions.

The drug-loaded nanoparticles were then exposed to ultrasound at different amplitudes,
and drug release profiles related to the ultrasound effect were obtained. Here, it was determined
that the drug diffusion increased up to a certain ultrasound effect. The final experiments of the
study were carried out by the Cytotoxicity-independent laboratory conducting ISO 10993-5 on

drug-loaded nanoparticles, look at the effect of action on the toxic cell.

v
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1. GIRIS

Kanser, 6liim nedenlerinin bas siralarinda yer alan karmasik ve 6nemli bir hastaliktir. En
yaygin kanserler (2020'deki tahmini yeni vakalara gore azalan sirada listelenmistir) meme
kanseri, akciger ve brons kanseri, prostat kanseri, kolon ve rektum kanseri, cilt melanomu,
mesane kanseri, Hodgkin olmayan lenfoma, bdbrek, pelvis kanseri, endometriyal kanser,
16semi, pankreas kanseri, tiroid kanseri ve karaciger kanseridir. Kanser, hiicrelerin, boliinme
kontroliinii yitirmesiyle birlikte durmadan ve kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi olarak tanimlanabilir.
Hiicre DNA'sinda meydana gelen mutasyon ve hasar sonucunda boliinme hizi anormal sekilde
artar ve belli doku hiicreleri hizli sekilde ¢ogalir. Bu hiicreler durmadan béliinebilme ve kotii
huylu tiimorlere doniisebilme yetenegine sahiptir. Bircok kanser tiiriinde, doku kiitlesi olan kati
timorler meydana gelir. Kanser genel olarak 4 evrede incelenmektedir. Bu evrelerden birincisi
olan bening evrede, genellikle bir kanserin kiigiik oldugu ve heniiz bagladig1 organin iginde
bulundugu anlanmna gelir. ikinci evrede goriilen durum genellikle tiimériin evre 1'den daha
biiylik oldugu ancak kanserin ¢evre dokulara yayilmaya baslamadigi anlamina gelir. 3. evrede
ise 2 evreden farkli olarak malignite goriilmeye baglar ve kanserli hiicrelerin bulundugu organin
smirlart disina ¢ikarak yakinlardaki lenf bezlerine dogru gecis gosterir. 4. evrede ise kanseri
dokunun bagsladig1 organdan bagka bir organa sigradigi goriilmekte olup bu durum ikincil veya
metastatik kanser olarak tanimlanmaktadir.

Kanserde genellikle kullanilan tedavi yontemleri cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir.
Daha az siklikla hormon tedavileri, biyolojik tedavi yontemleri ve hedefe yonelik tedaviler
kullanilir. Bu tedavi yontemleri tek basina veya birlikte uygulanmaktadir. Kanser tedavisinde
kullanilan geleneksel yontemlerin yan etkileri, tedavinin basarisini ve etkinligini azaltmaktadir.
Erken teshis, kanser tedavisinde énemli bir husustur. Geleneksel tan1 yontemleri ile kanserin
erken evrelerde teshis edilmesi giictiir. Disiplinler arasi bir bilim olan nanoteknoloji, kanser
teshis ve tedavisi i¢in 6nemli bir rol oynamaktadir.

Tip alaninda kullanilan nanoteknoloji, kanserin erken donemde teshis edilebilmesi,
goriintiileme amacgh kullanilabilmesi, test ve tani islemlerinin hizla gerceklestirilmesi ve
enfeksiyonun ilerlemesinin durdurulabilmesinde kullanilabilmektedir. Nanoteknolojinin
gelismesi ile birlikte ilag tasiyict sistemlerde kullanilmak iizere nanopartikiiller
tiretilmektedir. Nanopartikiiller sayesinde hedefleme yapilabilmektedir. Hedefleme ilacin
etki ya da konsantrasyonunun istenilen bodlgede diger bolgelere gore oranla kontrol

edilmesidir. Kontrollii ilag tasiyici sistemlerin etkisini artirmak icin ¢esitli fiziksel, kimyasal

1



ve biyolojik araglar kullanilabilmektedir. Bu tez kapsaminda bu etkiler arasindan ultrason
kullanilmaktadir [1]-[3]

Bu c¢alismada temel olarak nanoteknolojinin kanser teshis ve tedavisindeki yeri
irdelenmistir. Tez kapsamindan BSA kullanilarak protein bazli nanopartikiiller {iretimi
gergeklestirilmis ve bir kanser ilaci olan Cisplatin’in BSA nanopartikiillere yiiklemesi
yapilmistir. Ilag yiikli BSA nanopartikiillere farkli genliklerde ultrason etkisi verilerek,
ultrasonun, nanopartikiillerden ilag salinimina etkisi incelenmistir.

Tezin amac ilag yiiklii nanopartikiillerin ultrason etkisiyle birlikte minimal invaziv bir
yontemle hedef dokuya uygulanarak ilacin planlanan tedavi i¢in gerekli dozda ve istenilen
hizda uygulanabilmesidir. Bu sayede gelistirilen nanopartikiiliin kanser tedavisinin
basarisin1 arttirmasi hedeflenmekte ve gelecekte yapilacak kanser tedavileri ile iliskili
yenilik¢i nanoteknoloji uygulamalarina Onciil bir aragtirma olarak literatiire katki sunmasi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser Nedir?

Kanser tek bir hastalik degildir. Kontrolsiiz hiicre boliinmesinin goriildiigii,
genetik instabiliteye sahip hiicreler y1gin1 olarak tarif edilebilir. Cogu kanser, hiicresel
yaglanma sirasinda belirli bir doku veya organda biriken kromozom ve gen
mutasyonlarinin sonucunda olusan hiicrelerden kaynaklanir. Genetik instabilite,
yaslanan hiicreler tarafindan hem in vitro hem de in vivo olarak sayisal (andploidi) ve
yapisal kromozomal degisiklikler (translokasyon, delesyon, amplifikasyon ve
inversiyon) seklinde kendini gosterir [4].

Hiicre ¢ogalmasini kontrol eden ¢esitli genlerde mutasyonlar biriktikten sonra
hiicreler kanserli hale gelir. Kanser Genom Projesi'nden elde edilen arastirma

bulgularina gore, cogu kanser hiicresi 60 veya daha fazla mutasyona sahiptir.

Mormal Hiicre
Baliinmesi
N

Kanserli Hiicre *
Baliinmesi "

Sekil 1 Kanser Dokusunun Olusumu [5]



Progenitor hiicrelerden bazilart mutasyon sayesinde ortam sartlarina daha uygun
adaptasyon saglar ve tasidigi mutasyonu mitotik boliinmeler ile ¢ogaltir. Eger bu
mutasyonlu genler, hiicrelerin anormal ¢ogalmasina sebebiyet veriyorsa, kanser genleri

olarak adlandirilirlar [5].

2.1.1. Kanser Tedavi Yontemleri

Kanser tedavisi kanserin evresine gore yapilir. Bazen, tedavi kanseri iyilestirmek
icindir. Diger zamanlarda amag, kanserin daha fazla yayilmasini durdurmaktir.
Geleneksel kanser tedavi yontemleri cerrahi, kemoterapi, radyasyon, hormon, kdk
hiicre ve immiinoterapi tedavisi olarak siralanabilmektedir.

Cerrahi tedavi doktorlarin kanser hiicreleri ile dokuyu kesip ¢ikardigi bir
operasyon islemidir. Ortalama geligsmislikteki iilkelerde kanserin kiiratif ve palyatif
tedavisi temel bir yontemdir olarak tercih edilir. Bu yaklagim, uygun sekilde secilmis
adjuvan sistemik tedavi ve radyoterapi ile birlestirildiginde ©nemli bir kiiratif
potansiyele sahiptir. Lokal olarak ilerlemis veya metastatik kanserin yaygin bir ilk
hastalik sunumu oldugu diisiik ve orta gelirli {ilkelerde, makul palyatif hastalik
kontrolii saglamak i¢in cerrahi rezeksiyon veya debulking mevcut birkag modaliteden
biri olabilir [6].

Kemoterapi tedavi yontemi, asil amaci kanser hiicrelerini kemoterapotik ajanlar
kullanarak o©ldiirmek olup, sitotoksik anti-neoplastik ajanlar bu tip tedavide
basroldedir. Kemoterapi, radyoterapide de oldugu gibi cerrahi girisim 6ncesinde
timoriin boyutunu kiigiiltmek {iizere neoadjuvan tedavi seklinde veya tek basina
uygulanabilir [7].

Kok hiicre tedavisinde ise ¢ok yliksek dozlarda kemoterapi veya radyasyon
tedavisi nedeniyle kaybedilen kemik iligi hiicreler kok hiicreler ile degistirilir. En
yaygin olarak kan kanserleri ve lenf diigiimlerindeki kanserleri tedavi etmek igin
kullanilir. Timorler iizerindeki gelismis hedefi nedeniyle diger terapilerle birlikte
terapotik etkinlik artirabilir, boylece hedef dis1 yan etkiler en aza indirilir [8].

Radyasyon, kanserin neden oldugu semptomlardan kurtulmak i¢in palyatif
tedavinin etkili bir yontemi olarak kullaniminin yani sira tedavi amaciyla da
kullanilabilir. Radyasyon ile tedavinin diger endikasyonlar1 arasinda cerrahi,

kemoterapi veya immiinoterapi gibi diger tedavi yoOntemleri ile kombinasyon



stratejileri bulunmaktadir. Onkolojik hastalarda ameliyattan dnce uygulanan radyasyon
(neoadjuvan tedavi) tlimoriin boyutunu kiicliltmeyi amaglarken, ameliyattan sonra
uygulanan radyasyon (adjuvan tedavi) geride kalmis olabilecek mikroskobik tiimor
hiicrelerini yok etmeyi amaglamaktadir [9].

Kanser tedavisi, malignitenin biiyiimesini daha da engelleyen veya durduran
farkli hormon tiirlerinin kullanilmasiyla gergeklestirilir. Bu tedavi yonteminde ise
hormon eklenmesi, bloke edilmesi veya viicuttan atilmasi saglanabilir. Hormonlar,
hiicrelerin biiyiimesi ve farkli aktiviteleri ile bazi viicut fonksiyonlarini1 kontrol eden
viicut sisteminin énemli bir parcasidir. Hormon tedavisinin bir diger adi ise endokrin
tedavisi olarak da bilinmektedir. Endokrin tedavi ikiye ayrilir.

Birincisi hormon iiretme yetenegi bloke olan bireyler i¢in, digeri ise
hormonlarin viicutta nasil davrandigina miidahale etme yetenegi olan bireyler i¢in
uygulanir. [10].

Kanser tedavisinde kemoterapi ilaglarinin miimkiin oldugunca tiimorleri hedef almasi
ve sagliklt dokular iizerinde etkisinin sinirli olmasi, tedavideki basar1 bakimindan esastir.
Bu husus ayrica hastanin yasam stiresi ve kalitesinin artmasi bakimindan 6nemlilik arz
eder [1]. Geleneksel kanser tedavi yontemleri, oncelikle DNA (Deoksiriboz Niikleik Asit)
sentezine ve mitoza miidahale ederek caligmakta ay1 zamanda hizla biiyliyen ve bdliinen
kanser hiicrelerinin Oliimiine yol agmaktadir. Bu yontemde kullanilan ajanlar segici
olmamakla birlikte saglikli normal dokulara da zarar vererek istenmeyen yan etkilere
sebebiyet vermektedir. Nanoteknolojinin ortaya ¢ikisi, son yirmi yilda genel olarak klinik
terapotikler iizerinde derin bir etkiye sahip olmustur. Geleneksel kemoterapotik ajanlarla

karsilastirildiginda, nano 6lgekli ilag tastyicilar yiiksek potansiyel gostermistir [11].

2.1.2. Kanser Tedavisi ve Nanomalzemeler

Kanser tedavisinde birkag yenilik¢i ilag verme yontemi kullanilmaktadir. Cok cesitli
nano Olgekli bilesiklere dayali sentetik polimerler, proteinler, lipitler ve organik ve
inorganik parcaciklar kanser terapdtiklerinin gelistirilmesi i¢in kullanilmistir. Ciplak
kemotdrapatik ilaglarin dogrudan uygulanmasiyla karsilastirildiginda, bir tasiyici i¢inde
ilag kapsiilleme; kan akisindaki bozulmaya karsi koruma, daha iyi ilag ¢Oziliniirligi,
gelismis ilag stabilitesi, hedefe yonelik ilag dagitimi, azalmis toksik yan etkiler ve

tyilestirilmis gibi bir dizi avantaj sunar.



Nanotasiyicilar, biiylik miktarlarda ilag tasiyabilme, uzun akis siiresi ve gelistirilmis
Etki Gegirgenligi ve Tutma (EPR) gibi avantajlara sahiptirler. Nanotasiyicilar, geleneksel
ila¢ kullaniminin getirdigi; zayif sulu ¢oziiniirliik, zayif biyoyararlanim ve istenmeyen ilag
farmakokinetik 6zellikler gibi pek c¢ok smirlamanin iistesinden gelmek amaciyla tercih

edilmektedir [12].
Kanser tedavisinde kullanilan nanoteknoloji ile iiretilen nanotastyici tiirleri genel

olarak asagidaki gibi siralanabilmektedirler.
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2.2. Nanotasiyic Sistemlerin Gelistirilmesi

Gilinlimiizde nanobiyoteknolojik arastirmalar ile saglik alanindaki yaklagim ve
uygulamada degisimler goriilmektedir. Ozellikle etkili ila¢ tasiimi ve hastalik teshisinde
nanotastyicilarin kullanimi artis gostermektedir. Nanotasiyicilarin kullanima girmesi ile
hedefe yonelik tedavinin siirdiiriilmesinin yanisira tedaviye bagli yan etkileri azaltmak
hedeflenmektedir. Polimerik nano tasiyicilar, siiperparamanyetik nanopartikiiller, kuantum
dot, dendrimerler ve lipit nanopartikiiller gibi etkin nanotasiyicilarin kullanima girmesi
tedavi etkinligini arttirmistir.

Nanotastyicilar boyut olarak 1 ila 100 nanometre (nm) ¢apindadir [13] ve terapdtik
ajanin veya diger Uriinlerin hedef bolgeye tasiniminda yaygin olarak kullanilan kolloidal
partikiillerdir [14]. Mikrokapiller damar c¢apinin yaklasik 200 nm olmasi nedeniyle
nanotastyicilarin  terapotik  kullannmimnda boyutunun 200 nm'nin altinda olmasi

gerekmektedir [15]. Nanotasiyicilar kabul edilen giivenlik araliginda genellikle inaktif



olmalar1 nedeniyle biyouyumluluk saglar. Endozom-lizozom mekanizmasini atlatabilen
nanotastyicilar siirekli ilag salinimi yapar ve dolasimda kalis periyodu uzundur [16]. Nano
tastyicilarin  fizyokimyasal Ozellikleri, ylizey, kompozisyon ve sekil gibi sekonder
etkenlerin farklilagmasi ile aktiviteleri degisir [17], bu durum ilag dagitimindaki etkiyi
arttirir. Giinlimiizde kullanima giren ¢ok ¢esitte nanotasiyicilar bulunmasina ragmen, az
saylda nanotastyict ilact hedeflenmis alana tasima yetenegine sahiptir. Nanotasiyicilarin
diistik toksisite, biyouyumluluk, diisiik immunojenite, yiliksek giivenlik, diisiik maliyet gibi
pek cok avantaji vardir [18], [19].

Nanomalzemelerin kanser tedavisi iizerinde 6nemli bir etkisi vardir. Bu etkiler Tablo 1 de

verilmigtir.

Tablo 1 Nanomalzeme Ozellikleri

Nanomalzeme ozellikleri Nanomalzemenin etkisi

Koruyucu etki llaglarin  polimerlere tikanmasi veya konjugasyonu,
Inaktivasyon ilaglarin1 koruyabilir ve aktivitelerini uzun

siire korumalaria yardimci olabilir [20].

Coziinme etkisi Otonom olarak bir araya getirilmis, polimerik misellerin
hidrofobik ¢ekirdegi, hidrofobik ila¢ ¢oziniirliglini
artirmak i¢in Gliglii bir nano-kapsayici gorevi gorebilir

[21].

Aktif hedefleme Spesifik tanima siiregleri, aktif hedeflemeye ulasabilir,
ligand reseptorii ve antikor-antijen ylizey tanimasini
icerir Mannoz, folat ve galaktoz gibi farkli ligandlarla

degisim [22].

Pasif hedefleme Gelistirilmis gegirgenlik ve tutma etkisi (EPR), ilag
tastyicilarinin interstisyel doku sivisinda birikmesine izin
verir. Tastyicilara hapsolmus veya konjuge edilmis ilag,
timor dokusunu daha uzun silire depolayabilirken,
serbest diisiik molekiiler agirlikli ilag¢ kolayca geri yayilir

[15]

Kontrollii flag Salmimi Gerektiginde hasta olmayan bolgede ilag kontrolii
yapilabilir. pH, sicaklik, ultrason veya 6zel enzimler gibi

sinyaller verilir [16].




2.2.1. Polimerik Nanotasiyicilar

Polimerik nanapartikiiller biyolojik olarak kolay pargalanabilen polimerden tiretilmis
kolloidal, solid nanotasiyicilardir [24]. Ilag molekiillerini, polimerin ¢ekirdeginde
cozen/dagitan rezervuar tipi (nanokapsiiller) ve polimer matriks i¢cinde hapseden matriks
tipi (nanosferler) bulunmaktadir. Her iki tipte ilac1 yiizeyinde kimyasal olarak baglayabilir
veya absorbe edebilir [25].

Insan viicudunda polimerik nanotasiyicilarin biyolojik ¢dziinmesi ile metabolik
olarak kolayca ayrisabilen monomerler olusur [26]. Polimerik nanotasiyicilar hem dogal
(kitosan, jelatin, alblimin, kollajen, aljinat vb.) hem de sentetik polimerlerden (poli(laktik-
ko-glikolik asit, polietilen glikol, poliglutamik asit ve polikaprolakton gibi) iiretilebilir [27]
. Polimerik nanotasiyicilar; artmis stabilite, ilag ylikleme, sistemik dolasimdaki yarilanma
Omrii ve uzamis ila¢ salinimi gibi 6zellikleri nedeniyle diger nanotasiyicilara gore avantaj
saglar. Polimerik yapinin fizyokimyasal 6zellikleri degistirilerek ilacin kontrollii salinimi1
gelistirilebilir. Birden fazla ilacin yiiklendigi c¢ok islevli polimerik nanotasiyicilarin
tiretilmesi de miimkiindiir [28]. Polimerik nanopartikiillerin sentezi ile hedefe yonelik
ilacin dagitiminda uyarana duyarli polimerlerin (akilli polimerler) kullanimi hayata
girmistir. Bu akilli polimerler, ilac1 internal (diisiik pH, redoks, enzim) ve eksternal
cevresel uyaranlarla (sicaklik, 1sik, ultrason, manyetik ve elektrik alan) serbest birakir.
Akill polimer tasarimindaki zorluklardan bazilar: Ol¢eklenebilirlik,
toksisite/biyouyumluluk, uyaran duyarliligidir. Internal uyaranlar klinik ve preklinik
modeller arasindaki farkliliklar nedeniyle bazi zorluklara sahipken; eksternal uyaranlar
lokalizasyon, kompliyans ve doku penetrasyonundaki zorluklara sahiptir [29].

Hedefe yonelik ilag dagitiminda polimerik nanotasiyicilar umut vadetmektedir.
Protein bazli nanotasiyiclar da polimerik nanotasiyici grubuna ait bir alt sinif olarak

belirtilebilir ve nanopartikiil liretilmesi ile protein bazli nanotasiyicilar gelistirilebilir.

2.2.1.2. Protein Bazh Nanopartikiiller

Nanopartikiil dispersiyonlari ilag tagiyicilart olarak g¢esitli avantajlar gosterdiginden,
giiniimiizde nanoteknoloji farmasdtik bilimler alanina ¢ok entegre olmustur. Protein bazli
nanopartikiiller diger nanopartikiil tiirlerine gore bircok avantaj gostermektedir.
Cogunlukla protein bazli nanopartikiiller toksik etki gdstermezler ve biyolojik olarak

parcalanabilir [17].
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Protein nanoparcaciklarinin hazirlanmas1 ve ila¢ yilikleme islemleri, toksik
kimyasallar veya organik ¢oziiciiler kullanilmadan hazirlanabilmektedir [31].

Protein bazli nanopartikiiller ila¢ salimin1 kontrol edebilmekte, ilacin dagilimini,
ilag etkinliginde artisy ve yan etkilerde azalma saglamaktadir. Bu tasiyicilar,
nanoparcaciklardaki ilag yiikiiniin nispeten yiiksek olmasi ve ilacin sisteme dahil
edilmesinin, ilag aktivitesini koruyan herhangi bir kimyasal reaksiyon olmaksizin elde
edilebilmesi ve bir bolgeye sahip olma olasiligi gibi bazi avantajlar gostermektedir
[32].

Protein nanoparcaciklar; ilag tasiyicis1 olarak antikanser ilaglarinin, peptit
hormonlarinin, DNA ve RNA gibi materyallerin iletiminde c¢esitli avantajlara ve
uygulamalara sahiptir. Protein nanoparcaciklari, diger koloidal tasiyicilarla
karsilastirildiginda daha kararli ve daha kolay iiretim avantajlarina sahiptir. Ayrica,
cesitli kaynaklardan elde edilen protein, diger malzemelerden elde edilen
nanoparcaciklara kiyasla daha az kimyasal kullanimiyla birlikte kolay, uygun maliyetli
ve ¢evre dostu bir sentez siireci kullanilarak nanoparcaciklara iiretilebildiginden in
vivo olarak yiiksek potansiyel kullanim beklenmektedir.

Protein nanopargcaciklar, fibroinler, alblimin, jelatin, gliadin, baklagiller, 30Kc19,
lipoprotein ve ferritin proteinleri gibi proteinler kullanilarak iiretilebilir ve emdiilsiyon,
elektrosprey ve desolvasyon yontemleriyle hazirlanabilmektedir. Ilag dagitim
uygulamalar1 icin c¢esitli proteinler arasinda en yaygin olarak fibroin ve albiimin
kullanilir [31].

Fibroinler toplam proteinin %65 ila 85'ini olusturan ipek liflerinde bulunan ana
proteindir. Fibroin, agir ve hafif zincirlerden olusan yari kristal bir yapidadirlar.
Fibroin kullanan nanopartikiiller, dar bir boyut dagilimina sahiptir. Biiyiik pargacik
boyutlarina sahip fibroinlerin ger¢ek molekiiler agirliklarindan daha biiytik



nanoparcaciklar iiretir.

Fibroinler Yiiksek stabilite ¢esitli isleme kosullarina uygun, yiiksek mekanik
mukavemetli esneklik,diigiik ve biyobozunurluk gibi avantajlara sahipken
immiinojenik reaksiyonlara neden olabilmektedir [31], [33], [34].

Alblimin, yirminci yilizyilin basindan beri diisiinlilen ve bir¢ok terapdtik
uygulamaya sahip olan hayvansal proteinlerden biridir.  Ticari uygulamalarda
Ovalbumin adi verilen yumurta aki, sigir serum albiimin (BSA) ve insan serum
albumin (HSA) gibi cesitli kaynaklardan hazirlanan albiimin kullanilmaktadir [35].
BSA'nin ligand baglama o6zelliklerine sahip oldugu bilinmektedir ve dolagim sistemi

yoluyla dagitim i¢in ¢esitli ilaglar1 yliklemek i¢in kullanilabilmektedirler.

2.3. Ila¢ formunun Dojazlanmasi

Etken maddelerin dogrudan kullanimi bazi nedenlerden dolay1 siklikla tercih
edilmez. Ilag formlarinin dozajlanabilmesi igin ¢ogunlukla ila¢ dagitim sistemleri &ne
cikmaktadir. Etken maddelerin diisiik dozlarda kullanilmasi zor oldugundan dolay1
dozajlama oldukga kritik bir konu olarak dikkat ¢eker [36]. Etken maddelerin cerrahi viicut
acikliklarindan verilerek uygulama esnasinda, miktarindan veya Ozelliklerin dolay1
(sicaklik, pH gibi) bolgesel tahrislere ayn1 zamanda yaralanmalara sebebiyet verebilecegi
icin uygulanmasi kolay bir yontem olmamakla birlikte genellikle etken maddelerin
dogrudan viicut agikliklarindan uygulanmasi tercih edilmez [36].

Etken maddeler dis kosullara kars1 duyarli olmakla birlikte 151k, nem, sicaklik ve pH
gibi fiziksel etkilerden etkilendikleri icin kimyasal olarak daha kararli bir yapiya
getirilmeleri gerekmektedir. Ayrica etken maddeler; hasta i¢in dogrudan kullanimim

zorlastiran tat, koku ve uyum gibi organoleptik 6zelliklere sahiptirler [37].
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Etken maddenin uygulama yeri ve uygulama seklinden kaynakli zorluklarindan
dolay1 her zaman yardimci materyaller ile birlikte kullanilmaktadir. Yardimc1 materyaller
formiilasyona belirli bir yap1 ve seklinin verilmesi, organoleptik ozelliklerin olumsuz
taraflarinin ortadan kaldirilmasi, iiretim siirecinin kolaylastirilmasi ve en énemlisi uygun
ve dogru sekilde dozajlanmasi i¢in kullanilmaktadir. Ayrica belirtilen kullanim sebeplerine
ek olarak yardimci materyal kullanilarak dozajlama yapilmasi etken maddenin
depolanmas1 veya kullanilmasinda, biyolojik yararlanmada ve hastanin kullanimi

esnasinda genel giivenligini artirir [38].

2.3.1. ila¢ Uygulama Yoéntemleri

Etken maddenin dozajlanmis halleri istenilen hedef bolgeye tedavi yontemine veya
etken maddenin fizikokimyasal 6zelliklerine gore farkli sekillerde uygulanabilmektedir
[39]. Giinlimiizde en ¢ok kullanilan etken maddenin dozajlanmis sekilleri tablet, kapsiil,
hap, merhem, surup ve enjeksiyonlardan olusmaktadir [40].

Tercih edilen ilag uygulanmasi sirasinda hangi yontemin tercih edilecegi 4 ana
faktore baglidir. Bunlar; viicudun tedavi edilen kismi, ilacin viicutta ¢alisma sekli, ilacin
cOziinlrligli ve gecirgenligi olarak tamimlanabilir. Asagidaki tabloda etken maddenin

viicutta uygulama yontemleri verilmistir [40].
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Sekil 4 lag Uygulama Bolgeleri

Tablo 2 ilag Uygulama Y&ntemleri

llag agiz yoluyla verilmektedir. Bu ydntemde tablet, kapsiil,
Oral pastil veya sivi formdaki etken maddenin dozajlanmis bigimleri
kullanilmaktadir.
flag yanagm icinde tuturularak verilmektedir. Gargara, sprey,
Bukkal . .
pastil seklinde uygulanir.
Dilal llag dilaltina tuturularak verilmektedir. Bu yontemde genellikle
1lalt1
tablet kullanilmaktadir.
Enteral Ila¢ dogrudan mideye veya bagirsaga verilmektedir.
Ilag bir tiip veya maske yoluyla solunarak verilmektedir. Bu
Solunum '
yontemde genellikle sprey veya aerosol kullanilmaktadir.
Burun Ilag sprey veya pompa ile burun igine verilmektedir.
Oftalmik flag goze damla, jel veya merhem yoluyla verilmektedir.
Otik Ilag kulaga verilmektedir.
Rektal Ilag rektal yolla verilmektedir. Bu yontemde genellikle tablet,
ekta
krem ve jel kullanilmaktadir.
Ilag vajinal yolla verilmektedir. Bu yontemde genellikle tablet,
Vajinal
krem ve jel kullanilmaktadir.
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cil Ilag cilde verilmektedir. Bu ydntemde genellikle yamalar, kat:
1t

formdaki dojazlar, jel ve kremler kullanilmaktadir.

[lag bir hat ile bir damara enjekte edilerek ve zamanla yavasca
Asilanmis

damlatilarak verilir.
Kas Ici Ilag siringa ile kas igine enjekte edilerek verilmektedir.
Intravensz [lag sirnga ile damar igine enjekte edilerek verilmektedir.
Subkutan [lag derinin hemen altina enjekte edilerek verilmektedir.

2.3.2. Dozaj Formlarinin Simiflandirilmasi

Etken Maddelerin Dozajlanmis formlari, uygulama yoluna, materyalin kaynagina

(dogal/sentetik) ve ila¢ dagitim sistemlerinin fiziksel formuna gore siniflandirilir [40].

Dozaj
Formlarinin

Simiflandinimasi

- h - Materyal h : . B
Uygulama Yolu . Fiziksel Formu
Kaynag

Oral, Topikal,
Parenteral,
Rektal, Solunan,
Oftalmik

Tabletler,
kapsiller,
haplar, pastiller,
grandller,
cignenehilir,

kuru toz inhaler

Sekil 5 Dozaj Formlarinin Siniflandirilmasi

Etken maddenin kati dozaj formlar1 ayrica doz tipine gore ikiye  ayrilmaktadir.

Birim dozda: dozajlanmis etken madde sabittir ve ayr1 form olarak olusturulmustur. Hasta
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ilag alacagi zaman belirli bir dozdan tek birim alarak kullanir. Birim dozaj formlarinin
ornekleri arasinda tabletler, kapsiiller, haplar, pastiller, ¢cignenebilir tabletler ve 6l¢iilii doz
kaplarinda kuru toz yer almaktadir. Toplu dozda ise: bireysel dozun formiile edilmedigi
kat1 bir kat1 tozdur. Toplu tozlar genellikle cerrahi ve yaralanma yaralar1 i¢in pansuman
tozu olarak kullanilir. Toplu dozaj formlarinin 6rnekleri arasinda insuflasyon tozu,

pansuman tozu vb. yer almaktadir [40].

2.4. Geleneksel ve Kontrollii Ila¢c Tasiyic1 Sistemler

2.4.1. Geleneksel ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Geleneksel ilag tastyict sistemler viicuttan ¢ok hizli bir sekilde atilir ve doz viicutta
yeterli etkin dozda olacak sekilde korunamaz. Tek bir geleneksel yontemle doz aldiktan
sonra, ilacin ¢ok hizli bir sekilde bozulmasini takiben etken madde seviyesi hizla yiikselise
gecer. Etken madde seviyesi hizla yiikseldikten sonra ayni sekilde diisiise gegmektedir.
Buradaki ani yiikselis ve inis sirasinda; ilacin plazmadaki dozu O6nemli bir etki liretmesi
beklenen terapotik seviyenin altinda kalabilir.  Bu durum geleneksel ilag tasiyict
sistemlerin kullanimina bagh olarak Sekil 6’daki gibi goriilen plazma ilag dalgalanmasi
olarak isimlendirilir.  Geleneksel ila¢ tasiyici sistemlerde, ilacin plazmadaki miktarini
minimum seviyedeki etken madde konsantrasyonu ve toksik seviyedeki etken madde
konsantrasyonu arasinda tutmak icin tekrarli doz uygulamasi yapilmakta boylece ilacin
plazmadaki seviyesi diistiiglinde yeni aliman dozla takviye edilmeye calisilmaktadir [40].
Geleneksel ilag tasiyic1 sistemlerin  kendi igerisinde avantaj ve dezavantajlar
bulunmaktadir.

Geleneksel ilag tasiyict sistemler iiretim yonteminin kolayligi, non invaziv olmasi,
yuksek raf Oomrii, hasta cesitliliginin olmasi, tekrar dozlanmasi ve diisiik maaliyet
yoniinden avantajlidir. Tiim bunlara ragmen uygulama bdlgesindeki etken madde
yetersizligi, etken maddenin erken metabolizmasi, zayif biyoyarar ve hasta uyumunun zor

olmasi ise dezavantajlar arasindadir [45].
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Sekil 6 Geleneksel ila¢ Tastyict Sistemlerin Zamana Gore Ilag Konsantrasyonu [45].
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Sekil 7 Geleneksel fla¢ Salimmin Sinirlamalari

Diizenli zaman araliklarinda ¢oklu dozlarin uygulanmasi, tek bir doz kullanimina bir
alternatif gibi goriinebilir, ancak ilki, plazma ila¢ seviyelerinde dalgalanmalara neden olur
ve genellikle kan plazmasinda ilacin miktar: etkili seviyelerin altina veya toksik seviyelerin
izerine ¢ikar. Bununla birlikte aynm1 giin igerisinde birden fazla doz alinmasi, hasta

adaptasyonu i¢in zorlayict olup, dozun unutulmasi ya da fazla alinmasi nedeniyle etken
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maddenin hedeflenen konsantrasyon araliginda tutulmasini engeller. Diger bir yaklasim
ise, ilacin amagladig etkilerden farkli yan etkilere yol agan, gereken dozdan daha fazla tek
bir doz verilmesidir. Tiim bu belirtilen dezavantajlar degerlendirildiginde; plazma ilag
seviyelerini sabit bir hizda tutmak ve daha uzun bir siire boyunca istenen etkiyi sunmak

i¢in kontrollii ila¢ salimimin 6nemi bir kez daha 6ne ¢ikmaktadir [41].

2.4.2. Kontrollii ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Kontrollii ilag tasiyici sistemler, bir ilacin sabit bir seviyesinin kanda ve dokuda uzun
stire tutuldugu ilag dagitim sistemidir. Sekil 8’deki grafiklerde geleneksel ve kontrollii ilag
tasiyict sistemlerin grafikleri verilmistir. Geleneksel bir uygulama sisteminde, oral tabletler
veya enjeksiyonlarla coklu dozlama igin tipik farmakokinetik egriler vardir. Etken
maddenin kandaki miktarimin minimum etkili konsantrasyonun iistiinde ve altinda
dalgalanmaktadir. Ote yandan kontrollii dagitim sistemi, yalnizca tek doz kontrollii ilag

dagitimiyla sifir dereceli farmakokinetik egriler vermektedir [42] .

................................................. Minimum Toksik Konsontrasyon

Mirsmuem Elkin Konsaniratyon

llag Plarma KEonsanirasyonu

»

Toksik Seviye

Minimum Etkin Seviye
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Sekil 8 Geleneksel ve Kontrollii ilag Tastyic1 Sistemin Karsilastiriimast
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Kontrollii ilag tasiyici sistemlerde, ilag¢ belirli dozlarda 6nceden belirlenmis bir siire
boyunca salinarak siirekli olarak etken maddenin kandaki miktarmin minimum etkin
seviyenin iizerinde ancak toksik seviyenin altinda kalmasi saglanir. Bu uygulama, dozu ve
dozlama sikligin1 azaltmaya yardimci olurken hasta uyumunu ve tedavi basarisini da artirir.
Bunlara ek olarak biyolojik ortama, hasta viicuduna, daha az ila¢g maruziyeti sunarken, ilag
toksisitesini ve yan etkilerini de olabildigince oOnler [41]. Kontrollii ilag tasiyict

sistemlerin avantajlart Sekil 9’da verilmistir.

ila toksistesini azaltir

ilag etkinligini arttirr

Yan etkileri minimuma indirir

Daha basarili hasta uyumu saglar

Kan plazmasinda minimum seviyede ila¢ dalgalanmasi gordliir
Gevreye daha az miktarda ilag yayihmi gerceklesir

Tekrarl doz alimini azaltarak hasta konforunu arttirir

Sekil 9 Kontrollii {lag Salinim Sistemlerinin Avantajlart

2.4.3. Ultrasona Duyarh ila¢ Dagitim Sistem Potansiyeli

Istenen dokuda ilag salimmim tetikleyebilme yetenegine sahip olmasi nedeniyle
ultrason etkisi dnemli bir uyaricidir. istenen hedefe yonelik tedavide ultrasona duyarli ilag
dagitim sistemlerinin (URDD) kullanimi kritik bir O6neme sahiptir. URDD’ler,
mikrokabarciklar, nanokabarciklar, nanodropletler, lipozomlar, emiilsiyonlar ve miseller
gibi bircok farkli malzemeleri i¢cermektedir. Kiiciik molekiiller, biyomakromolekiiller ve
inorganik maddeler URDD'lere yiiklenebilen ilaglar arasindadir. Klinik uygulama alanlar

arasinda antikanser tedavisi, iskemik miyokard tedavisi, bagisiklik tepkisinin
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indiiklenmesi, kikirdak dokusu miihendisligi, transdermal ila¢ uygulamasi, Huntington

hastaliginin tedavisi, tromboliz ve kan—beyin bariyerinin bozulmasi yer alir [43].

2.4.3.1. Tiimér Dokusuna fla¢ Verilmesi

URDD’ler, tiimor hedefli tedavide hiicre 6liimiinii indiiklemek i¢in kullanilmaktadir
[44]-[46]. Uygulama sekline bagh olarak termal ve termal olmayan ultrasona bagl iki
farkli etki goriilmektedir. Termal olmayan ultrason uygulamasinda tiimorleri kemoterapi
ve radyoterapiye duyarli hale getirmek icin 43°C gibi diisiik sicakliklar 30-60 dakika’ya
kadar kullanilabilir [47].

Termal ultrasonda ise 60°C gibi yiiksek sicakliklar, karaciger [48], meme [49],
pankreas [50], prostat gibi bir¢ok organdaki tiimoérlerin ablasyonu [51], [52] ve kan
damarlariin termal pihtilasmasini [53] saglamak amaciyla kullanilabilir.

Suzuki ve arkadaglarinin yaptigi calismada [54], ultrasona duyarli ilag dagitim
sisteminin nanokabarcik kombinasyonu ile kanser hiicrelerine niifuz edebildigi
gosterilmistir.  Arastirmada 293T insan bobrek hiicre hatti, MCF7 insan meme
adenokarsinomu hiicre hatti, EMT6 fare meme karsinomu hiicre hatti1 ve 26 kolon fare
rektum karsinomu hiicre hatlarinda sisplatin ve 5-florourasil 'nin sitotoksik potansiyelinin
ultrason etkisi ile arttirildiglr goriilmiistiir. Optimal kosullar altinda, (frekans 945 kHz,
gbrev dongiisii oran1 %20-%80, basing 0,96 MPa) ultrason duyarl sistemle birlestirilmis
nanokabarciklarin (albiimin igeren, %10, v/v), énemli bir sitotoksisik etki olusturdugu
kaydedilmistir. Ila¢ dagitim sisteminin ultrason ile birlestirilmesi nanokabarciklarin daha
hizli ¢gokmesine ve kabarcik kavitasyonuna neden olurken sok dalgalari ise gecici membran
gecirgenligine yol agar. Bu durum plazmid DNA ve ilaglarin tamaminin kanserli dokuya

girmesine neden olur [43] .

2.5. Nanopartikiillere ila¢ Yiiklenmesi

Nanopartikiiller, ila¢ yiikleme prosesi i¢cin modern tipta en c¢ok calisilan
uygulamalardandir. Arastirmacilarin ana ilgi alani, ilacin kontrollii bir sekilde belirli
bir bolgeye uygulayabilen bir formiilasyonunun gelistirilmesidir. Bu baglamda, uyariya
duyarli nanopartikiillerin gelistirilmesi ve nanopartikiillere ilac¢ yiiklenerek bir tastyici
formuna getirilmesi ile, ilaglarin hedef bolgeye ulasilabilirliginin  artmasi
desteklenebilir [55].

Icerisine ilag yiiklenerek nanotastyici formuna getirilmek istenen nanopartikiiller,
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hiicresel alim i¢in uygun biyouyumluluga ve pargacik boyutuna, yiiksek ila¢ yiikleme
hizina ve/veya ila¢ kapsiilleme ve yakalama etkinligine sahip olmalidir. Tiim bu
ozelliklerin karsilanabilmesi i¢in, matris materyalindeki ilacin oldukea iyi ¢éziinmesi,
ilag-polimer etkilesiminin yeterli oranda olmasi gerekmektedir [56] .

Nanopartikiillere ilag yliklenmesi i¢in; genellikle yiikleme sonrasi, birlikte
yiikleme ve 6n ylikleme seklinde ii¢ temel yontem bulunmaktadir [57].

Son ylikleme olarak tanimlanan yontemde; ilag yiiklii nanopartikiiller elde etmek
icin ilk olarak nanopartikiilleri {iretilir ve daha sonra ilag yiikleme islemi
gerceklestirilir  [57]. Bu yontemde yiiksek su igerigi ve gozenekliligi nedeniyle,
onceden hazirlanmis nanopartikiillere  difiizyon yoluyla ilag  molekiilleri
yuklenmektedir. Temel ilke olarak ilaci nanotasiyiciya (jel formunda) yonlendirmek
icin konsantrasyon gradyanini kullanir ve dengeye ulasildiginda maksimum yiikleme
elde edilir. ilag sadece jel aginda hapsolmus s1v1 fazda ¢oziindiigiinden, konsantrasyon
gradyami tersine ¢evrilir ¢evrilmez salim gergeklesecektir. Baska bir deyisle, jel
konsantre bir ilag ¢oOzeltisine daldirildiginda yiikleme meydana gelir ve jel izole
edildiginde ve yikandiginda ilag salinimi hemen gergeklesir. Bazi durumlarda,
gozeneklere su veya solvent molekiillerinin girmesi matrisi sisirebilir, bu da
gozeneklerin genislemesine yol agarak ila¢ molekiillerinin diflizyonunu kolaylastirir
[58].

Birlikte yiikleme yonteminde ise, bir ilacin nanoparcaciklarin olusumu sirasinda
yiiklenmesi veya kapsiillenmesi gergeklesir[57].

On yiikleme metodunda ise, énce ila¢ nanopartikiillerini iiretilir, ardindan ilag
cekirdegi stabilize edilir ve bu yapiy1 koruyan bir kabugun olusumu gergeklestirilir.
Kabuk kalinligin1 ayarlayarak, yiiksek miktarda ilag¢ yiiklii nanopargaciklar yapilabilir.
Kabuk kullanimi, ilag salimini kontrol etmek i¢in bir diflizyon bariyeri saglar ve ayrica
ilag ¢ekirdegini dis bozucu g¢evreden korur. Ayrica kabuk, ayarlanabilir oldugundan

istenen diizeyde salim sunacak sekilde tasarlanabilir [57].

2.6. BSA Nanopartikiil Uretim Yontemleri

BSA nanopargaciklar, desolvasyon, emiilsifikasyon, termal jellesme ve nano
puskiirtmeli kurutma, nab-teknolojisi ve kendi kendine montaj (self assembly) gibi
yontemler kullanilarak iiretilebilmektedirler [35].

Yapilan literatiir ¢alismalarinda en sik kullanilan yontemlerin desolvasyon ve
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emiilsifikasyon yontemleri oldugu goriilmiistiir.

Emiilsiyon/¢oziicii ekstraksiyon yontemi yaygin olarak polimer nanopartikiiller
tiretmek amaciyla kullanilirken ayn1 zamanda protein nanopartikiilleri liretmek i¢in de
kullanilmaktadir. Emiilsiyon, iki veya daha fazla karismayan sivinin bir karigimi olup,
bu yontemde bir veya daha fazla sivi baska bir siviya dagilir [31] . Emiilsifikasyon
yontemi ise Sekil 10°da sematize edilmistir. Emiilsifikasyon yonteminin yiiksek
kararlilik, nanopartikiillerin sekli ve boyutunun reaksiyon kosullar1 ile kontrol
edilebilmesi ve yiiksek kapsiilleme verimliligi gibi avantajlar1 bulunurken ¢oziinme ile
elde edilenden daha biiylik pargaciklar iiretmek ve termodinamik kararsizlik gibi

dezavantajlar1 bulunmaktadir [31].
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Soliisyonu Emiilsiyon Nanopartikiil

Sekil 10 Emiilsiyon/¢oziicii ekstraksiyon yontemi ile Nanopartikiil hazirlanmasi [37]

Desolvasyon, protein bazli nanoparcaciklarin iiretimi agisindan en yaygin kullanilan
yontemdir [59]. Desolvasyon yontemi, ilaglari igeren protein ¢ozeltilerine etanol ve aseton
gibi desolvasyon ajanlarinin eklenmesi gibi basit bir islemle nanopartikiillerin sentezine
izin verir. Desolvasyon ajanlar1 protein yapisini degistirerek proteinin ¢ozlniirliiglini

azaltir ve boylece protein nanoparcaciklari seklinde ¢cokelme olusumuna yol acar [60].

2.6.1. BSA Nanopartikiillerin Desolvasyon Yontemi ile Uretilmesi

lag dagitim uygulamalarinda kontrollii ila¢ salinim sistemleri i¢in desolvasyon
yontemi BSA nanopartikiillerinin hazirlanmasi i¢in basit ve hizli bir yontemdir [60].

Bu prosediiriin kullanimi kolaydir, ¢iinkli ¢oziicii maddenin miktar1 ve partikiil
boyutunu etkileyen ilave orani gibi diger potansiyel faktorler ihmal edilebilir diizeydedir.
Bu nedenle, ¢6ziicii maddenin polimerik sulu ¢ozeltiye aralikli olarak eklenmesi, gida ve

ilag uygulamalar i¢in nanoparcaciklarin boyut kontrolii i¢in yararl olabilir [61] .
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BSA Nanopartikiillerinin desolvasyon yontemi ile hazirlanmas1 sekil 11°de

verilmigtir. Gorselde verildigi gibi desolvasyon ajani olarak etanol kullanilmistir.
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Baglanma

Sekil 11 Desolvasyon Yontemi ile BSA Nanopartikiil Uretimi

Genel olarak partikiil boyutu, hazirlama sirasinda BSA icerigi, pH, iyonik kuvvet ve
desolvasyon islemi sirasinda desolvasyon ajaninin miktar1 gibi farkli faktorlere baghdir.
Kosullar ayni oldugunda, nanopargacik boyutunun pH ayarlamasi ile kontrol edilebilecegi
kanitlanmigtir.  Ayrica ¢oOziici maddeyi ekleme prosediirii, partikiill boyutunun
tekrarlanmasi ve kontrol edilebilmesi agisindan énem teskil etmektedir. Nanopartikiillerin
yeniden iiretilebilirligini gelistirmek i¢in, her ¢oziicii ilavesinde yeterli reaksiyon siiresine
izin verilmelidir. Bunlara ek olarak reaksiyon siiresi onemli bir parametre olarak

belirlenmistir [61].

BSA Nanopartikiillerin desolvasyon yontemi ile hazirlanmasinin ¢esitli avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Desolvasyon yonteminin avantajlarini yiiksek stabilite,
kolay iiretim, kiigiik boyutlu nanopartikiil tiretimi, yiiksek ilag yiikleme kapasitesi olarak
belirtirken dezavantaji ise yalnizca ¢dzlinme isleminin kendisinden minimum diizeyde
etkilenebilen veya tasiyici proteinler tarafindan seyreltilebilen proteinler i¢in miimkiin

olmasi olarak belirtilmektedir [31].
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2.6.2. BSA’ya ilac¢ Yiiklemesi

Albiimin bazli nanopartikiiller toksik ve immunojenik olmamalari, biyogiivenli
olmalari, dolasimda kararli olmalar1 ve biyobozunur olmalar1 sebebiyle 6zellikle ilag
salimim sistemlerinde kullanildiklarinda oldukca basarili sonuglar elde edilmektedir [62],
[63] . Alblimin, bir vaskiiler endotel membran proteini olan Glikoprotein 60 (Gp60) ile
etkilesime girebilmekte ve bu sayede dolasimdaki albiimin partikiillerin, membran
gecirgenliginin artmasi ve hiicre i¢ine daha kolay alinmasi miimkiin olmaktadir [64]ve
Sigir Serum Alblimin’’i birbirine homoloji olarak %80 benzerlikte olup molekiil agirlig
bakimindan ise %]1’den daha az farklilik géstermektedir [26], [27] . Bu benzerlik sayesinde
insan i¢in gelistirmekte olan albiimin kaynakli nanomateryaller (nanopartikiil, nanotasiyici
vb.,) BSA kullanilarak iiretilebilir. Bu nedenle biyouyumluluk oranmin yiiksek olacagi

diisiiniilerek tez kapsaminda nanopartikiil iiretmek i¢cin BSA tercih edilmistir.

2.6.3. Cisplatin

Cisplatin, iyi bilinen ve mesane, bas ve boyun, akciger, yumurtalik ve testis
kanserleri basta olmak iizere kanserin tedavisinde kullanilan bir kanser ilacidir. Cisplatin
karsinomlar, germ hiicreli tiimorler, lenfomalar ve sarkomlar dahil olmak iizere cesitli
kanser tiirlerine karsi etkilidir. Ayrica, cisplatinin diger ilaglarla kombinasyon terapilerinin,
ilag direncinin {istesinden geldigi ve toksisiteyi azalttig1 diistintilmektedir [67].

Sisplatin hiicrelere diflizyon yoluyla niifus eder. Sisplatin DNA c¢apraz baglarin arasina

girerek DNA replikasyonunu 6nlemektedir [68].

Cisplatin

Sekil 12 Cisplatin Molekiiler Yapist

Cisplatinin molekiiler yapisi, gecis metali kloriirleri olarak bilinen inorganik
bilesikler sinifina aittir. Bunlar, en biiyiik halojen atomunun Klor (Cl) oldugu ve en agir

metal atomunun bir ge¢is metali oldugu inorganik bilesiklerdir.
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Cisplatin, normal ilag-protein baglanmasinin 6zelligi olan plazma proteinine ani ve
geri doniisiimlii baglanmaya ugramaz. Bununla birlikte, platinin kendisi albiimin,
transferrin ve gama globiilin dahil olmak iizere plazma proteinlerine baglanma yetenegine

sahiptir.
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3. MATERYAL METOD

Sunulan tez kapsaminda, kanser tedavisinde kullanilan bir kemotorapatik ila¢ olan
cisplatinin tasiyicis1 olarak BSA proteini kullanilmis ve bir nanotasiyict formu
gelistirilmesi amaclanmistir. Bu sekilde gelistirilen ilac yiiklii BSA kapli nanopartikiillere
farkli siddetlerde ultrason uygulanarak, ultrason etkisinin ilag salinimi iizerindeki etkisi
arastirilmistir.

Bu boliimde oncelikle ilag tasiyicist olarak kullanilacak i¢i bos BSA
nanopartikiillerin optimizasyonu, BSA nanopartikiillere cisplatin ilacinin yiiklenmesi ve
farkli genliklerde uygulanan ultrason etkisine bagli gergeklen ilag salinimi hakkinda bilgi
verilmigtir.

Sunulan tez kapsaminda deneysel c¢alismalar 3 ana islem basamaginda
gerceklestirilmistir. 1k olarak BSA miktar1, ¢dziicii miktar1 ve karistirma siiresi
nanopartikiil boyutunu etkileyen 3 ana parametre olarak belirlenmis ve en uygun partikiil
boyutunu elde etmek amaciyla deneyler gerceklestirilmistir. Ikinci boliimde ise BSA
nanopartikiillere farkli oranlarda cisplatin eklenerek ila¢ yliklemek i¢in en uygun (polimer:
ilag) oran1 belirlenmistir. Son basamakta ise 3 farkli genlikte ultrason etkisi uygulanmis ve

genlige bagli olarak ortama salinan ila¢ miktar1 gézlemlenmistir.

3.1. Kullamilan Kimyasallar

3.1.1. BSA Nanopartikiil Uretiminde Kullanilan Kimyasallar

Polimerik nanopartikiiliin iiretilmesi sirasinda BSA (Amresco, Amerika), %99.8

saflikta etanol (Sigma-Aldrich, Almanya), ve de iyonize su kullanilmistir.

3.1.2. BSA Nanopartikiillere ila¢ Yiiklemede ve ilac Sahmiminda Kullanilan
Kimyasallar

BSA nanopartikiillere ila¢ yiikleme basamaginda gluteraldehit, cisplatin (Kogak
Farma, Istanbul Tiirkiye), PBS (Sigma-Aldrich, Almanya) kullanilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Polimeri ¢6zmek amaciyla saf su ve ultra saf su ihtiyact i¢in Merck’in Direct-Q

modelindeki cihaz kullanilmastir.
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Kullanilan BSA miktarin1 belirlemek ve partikiill miktarii tespit etmek igin
Weightlab Instruments markali WL 303L modelli 0.001g’a kadar hassas 6l¢iim yapan
terazi kullanilmstir.

Ilag yiiklemesi ve ilag salinim sirasinda ihtiya¢ duyulan pH 7.4’teki ortam1 saglamak
amaciyla Milwaukee markali Mi 180 Bench meter modele sahip pH cihazi kullanilarak
tampon ¢ozelti pH’1 ayarlanmigtir. Cihaz dogru 6l¢iim ic¢in, pH’1 bilinen cozeltilerle
deneysel islemlerden once kalibre edilmistir.

BSA nanopartikiilleri ¢ozmek ve ilag yiikleme islemleri sirasinda Snijder markasina

ait 34532 modelli manyetik karistirici kullanilmagtir.
Uretilen BSA nanopartikiilleri optimize etme siirecinde nanopartikiil boyutunu tespit etmek
amactyla Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi Boliimii Laboratuvari’nda bulunan
DLS (Dinamik Isik Sagilimi) tabanli 6l¢iim alan Malvern Marka cihaz kullanilmistir.
Uretilen nanopartikiillerin ayirt edilmesi amaciyla Inovialab markasma ait BRC-5180T
modelli santrifiij kullanilmistir. Ayristirilan nanopartikiiller Teknosem marka liyofilizator
ile kurutulmustur.

Nanopartikiilleri karakteriz etmek ve ila¢g yiiklemesini dogrulamak amaciyla
Bogazici Universitesi Kandilli Kampiisiinde bulunan Thermoscientific markali Quattro S
ColorSEM modelli taramali elektron mikroskobu kullanilarak SEM (Taramali Elektron
Mikrsokopi) analizi yapilmigstir.

Ilag yiiklii nanopartikiillere farkli genliklerde ultrason etkisi uygulamak igin
BRANSON marka Ultrasonik Homojenizator kullanilmistir.

Ortamdaki ila¢g saliiimi gérmek ve kalibrasyon egrisi ¢ikartmak i¢in Hacettepe
Universitesi Kimya Miihendisliginde Laboratuvari’nda bulunan Termo SCIENTIFIC
marka Nanodrop 1000 modelindeki UV-Visible spektrofotometre kullanilmistir.

3.3. ila¢ Tasiyic1 Nanopartikiil Uretimi
3.3.1. BSA Nanopartikiil Uretimi

Ik olarak BSA nanopartikiilleri en uygun boyut ve forma getirmek amaciyla partikiil
boyutunu etkileyen ¢esitli parametreler belirlendi ve parametre optimizasyonu
gergeklestirildi. Bu baglamda BSA miktari, ¢6ziicli miktar1 ve karistirma siiresinin partikiil

boyutuna etkisini belirlemek amaciyla deneyler gerceklestirildi.
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BSA NANOPARTIKUL BOYUTUNU
ETKILEYEN 3 PARAMETRE
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MIKTARI

KARISTIRMA
SURESI

Sekil 13 BSA nanopartikiil boyutlarimi etkileyen parametreler

Deneysel asamada farkli oranlarda (%1°lik w/v, %1,5’luk w/v ve % 2’lik w/v) BSA
10 ml De iyonize suda manyetik karistirici iizerinde iyice ¢oziinene kadar karistirildi. Daha
sonra iizerine BSA’y1 ¢oktiirmek amaciyla farkli miktarlarda (25 ml, 30 ml ve 75ml)
%099,8 saflikta etanol damla damla karigtirma esnasinda eklenerek 800 rpm’de karistirildi.
BSA nanopartikiillerin  liretiminde karistirma siliresinin  partikiil boyutuna etkisi
inceleneceginden karistirma siiresi de 1 saat, 4 saat ve 6 saat olarak degistirilerek partikiil
boyutu gozlemlendi. BSA nanopartikiiller ilgili karistirma siiresi boyunca karistirildiktan
sonra partikiilleri sollisyondan ayirmak amaciyla 12.000 rpm de 10 dk boyunca 3 kez
yikama yapild1 ve siipernatant uzaklastirildi. Pelet kismindaki partikiiller liyofilizatorde 1
gece kurutuldu ve DLS tabanli cihazla partikiil hidrodinamik ¢ap1 incelendi.

Yapilan bu parametre c¢aligmasinin ardindan BSA nanopartikiil iiretmek {izere

optimum kosullar belirlendi ve cisplatin yiikleme basamagina gecildi.
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Sekil 14 BSA Nanopartikiil Uretimi

3.3.2. BSA Nanopartikiillere ila¢ Yiiklenmesi

BSA nanopartikiil iiretimi i¢in en uygun BSA ve ¢6ziicli miktar1 ve karistirma hizi
belirlendikten sonra ilgili kosullar temel alinarak BSA nanopartikiile ila¢ yiikleme
basamagina gec¢ilmistir. Bu islem 2 ana basamakta ger¢eklestirilmis olup ilk basamakta
BSA partikiiller iiretilmis, diger basamakta ise BSA nanopartikiillere farkli oranlarda
cisplatin emdirilme yoluyla yiiklenmistir. Bu basamakta ilag yiikleme prosediirii i¢in
literatlirdeki Tiwari ve arkadaglarinin prosediirii modifiye edilerek kullanilmistir [69].

Bos aljinat kopiiglin c¢apraz baglanmasinda kullanilan prosediir SA/CS/Met

kopiiklerinde de uygulandi ve ilag saliminda kullanilmak tizere oda sicakliginda bekletildi.
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Sekil 15 BSA nanopartikiillere Cisplatin Yiikleme

Sunulan tez kapsaminda ila¢ yiiklii nanopartikiil {iretimi prosediirii su sekilde
gerceklestirilmistir. Ilk olarak 0.2 gr BSA tartildi ve 10 ml de iyonize suyla beraber
manyetik karistiricidda 800 rpm’de iyice ¢oziinene kadar karistirildi. BSA ¢oziindiikten
sonra iizerine 30 ml etanol eklendi ve 25 dk daha manyetik karistiricida etanol ile BSA
karigtirilarak BSA’nin partikiil formunda ¢okmesi saglandi. Daha sonra {izerine %10’luk 5
ml gluteraldehit eklendi ve 20 dk tezgahta oda sicakliginda bekletilerek BSA
nanopartikiillerin sertlesmesi saglandi. Nanopartikiilleri soliisyondan ayristirmak igin
12.000 rpm de 10 dk santrifiijlenerek 2 kez yikama yapildi. Siipernatant uzaklastirildi.
Pelet iizerine farkli miktarlarda (1000 pl, 500 pl ve 50 ul) cisplatin ve pH 7.4 ‘te 25 ml
PBS (fosfat tamponu) eklendi ve 4 saat boyunca, ilacin partikiillere emdirilmesi i¢in oda
sicakliginda beklendi. Ardindan 12.000 rpm de 10 dk tekrar santrifiijlenerek 2 kez yikama
yapildi. Ornekler (-20 C° ) de 4 saat boyunca dondurulduktan sonra liyofilizatorde

kurutuldu.
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Sekil 16 BSA nanopartikiillere 1000 pl cisplatin yiiklenmesi

3.3.3.Ultrason Etkisi ile fla¢ Salinimi

Yukarida anlatildigi gibi hazirlanan Cisplatin  yiikli BSA nanopartikiiller
liyofilizatérde kurutulduktan sonra SEM ile karakterizasyonu yapildi ve igine ilact yeterli
oranda aldig1 tespit edilen deney grubu (500 pl Cisplatin ve 0.2 gr BSA) ile salinim
caligmalar1 gerceklestirildi.

Bu baglamda ilk olarak Cisplatin yiiklii kuru 10 mg BSA partikiil tartild1 ve {izerine
10 ml pH 7.4 PBS tamponu eklendi. Bu asamada ultrason etkisini incelemek iizere 3 farkli

genlik ve bir de durgun salinimi izlemek amaciyla 4 deney grubu hazirlandi.
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Sekil 17 Ilag yiiklii BSA nanopartikiillere ultrason etkisinin uygulanmasi

Belirtilen deney gruplarindan ilk {igline ultrason etkisi sekil 18’de gosterilen

Ultrasonik Homojenizator araciligiyla %15, %45 ve %90 genlikte 15, 30, 60, 90 ve 120.

dakikalarda, 1 dk’lik periyotlar seklinde deney gruplarina ayri1 ayr1 uygulandi. Durgun

saliimin gézlemlendigi deney grubunda ise herhangi bir etki uygulanmadan 15, 30, 60, 90

ve 120. dakikalarda 6l¢tim alindi.
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Sekil 19 Ultrasonik Homojenizatér ile deney gruplarina ultrason etkisinin uygulanmasi
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Sekil 20 Ortamdaki ila¢ salinimini belirlemek amaciyla kullanilan UV-visible spektroskopi cihazi
(Nanodrop)

Deney gruplarina yukarida anlatildigr gibi 3 farkli genlikte aralikli olarak 1 dk
boyunca ultrason etkisi uygulandi ve BSA nanopartikiillerden ilag¢ salinimi degerlendirmek
icin her bir deney grubunda yapilan her bir ultrason uygulamasi sonrasinda 6rneklerden 1
ul 6rnek alind1 ve sekil 20°deki nanodrop cihazi ile 310 nm o6l¢iim alindi. Ayni sekilde
ultrason etkisi uygulanmayan deney grubu icin ayni zaman araliklarinda nanodrop cihazi
ile 6l¢iim alindi.

Nanodrop cihazi ile Olgiilen absorbans degerlerini konsantrasyon degerleri ile
iliskilendirmek amaciyla konsantrasyonu bilenen miktarlarda Cisplatin, PBS tampon
cozeltisinde ¢oziilerek seyrelti egrileri hazirlandi ve kalibrasyon grafigi c¢ikarildi.
Kalibrasyon grafigi i¢in ilk olarak dogrudan flakon icerisinden 1 pl 6rnek alinip nanodrop
ile absorbansi 6l¢iildii ve farkli dalga boylar1 i¢in absorbans taramasi yapildi. Buna gore
310 nm’de cisplatin i¢in maksimum aborbans gozlemlendi. Bu dalga boyu tiim ilag salinim

deneyleri ve kalibrasyon egrisi olusturma sirasinda referans olarak kullanildi ve tiim
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Olctimler bu dalga boyunda gerceklestirildi. Ardindan flakon igerisindeki cisplatin 1/5,
1/10, 1/20, 1/50 ve 1/100 oraninda seyreltilerek 310 nm’de absorbans 6l¢iimii yapildi. Bu
sekilde elde edilen kalibrasyon egrisi, ilag salinim deneylerindeki absorbansa bagl
konsantrasyonu tespit etmek amaciyla kullanilmistir.

3.34. Cisplatin Yiiklii BSA Nanopartikiillere Sitotoksisite Testi

Yukarida anlatildig1 gibi hazirlanan Cisplatin yiiklii BSA nanopartikiiller 0,2 gr BSA
+ 10 ml d1 Su + 500 ul cisplatin 1/4, BSA/Cisplatin kurutulduktan sonra bagimsiz bir
laboratuvara TS EN ISO 10993-5(Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirmesi- Boliim 5: In
vitro sitotoksisite testleri) standardina gore sitotoksiste analizine gonderilmistir.
Numunenin analiz edilmesi i¢in L-929 (fare subkutanéz bag dokusu) hiicre hatti
kullanilmistir. Kiiltiir ortami1 olarak FMEM+ L-Glutamin, FTAL Bovine Serum, Penisilin-
Streptomisin kullanilmaktadir. Analiz kontrolleri i¢in kor kontrolde steril hiicre kiiltiirii
ortami, negatif kontrol i¢in Polietilen Kryo Tiip+ Hiicre ve pozitif kontrol i¢in dogal
kaucuk Lateks + Hiicre kullanilmistir.

Sitotoksisite analizi oziitleme yontemi ile gergeklestirilmistir. Oziitleme yontemi,

hiicre canlilig1, proliferasyonu ve sitotoksisitesinin bir gdstergesi olarak hiicresel metabolik
aktiviteyi 6lgmek icin kullanilir.
TS EN ISO 10993-12 (Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirmesi- Boliim 12: Test
Numunesi Hazirlama ve Referans Materyeller) standardina belirtildigi iizere %10 serumlu
hiicre kiiltliri ortam1 igerisinde 24 saat, 37 °C’de, 50 rpm hizda salinnm yapan su
banyosunda bekletilmistir. Daha sonra 6ziitleme sonlandirilarak elde edilen 6ziit 24 saat
icinde kullanilmistir.

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara ekilerek konfluent hale gelmesi beklenmis olup daha
sonra 37°C %5 CO etlivde 24 saat boyunca negatif, pozitif kontrol ve numune 6ziitlerine
maruz birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 hiicreler mikroskopik olarak incelenmistir.

Deney, kuyucuklara isopropil alkol eklenerek sonlandirilarak plakalarda olusan renk

degisikligi spektrofotometre de Sl¢iim yapilarak % canlilik hesaplanmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. BSA Nanopartikiil Boyutu Optimizasyonu

Materyal metot kisminda da belirtildigi iizere tez kapsaminda gerceklestirilen ilk
deneysel asama en uygun partikiil boyutunu yakalayabilmek adina yapilan parametre
caligmasidir. Bu baglamda karistirma siiresi, BSA miktar1 ve etanol miktarinin partikiil
boyutunu etkileyen faktorler oldugu literatiirdeki daha 6nceki ¢alismalardan belirlenmistir.
Bu dogrultuda belirlenen parametreler degistirilerek BSA {iretimi tekrarlanmis ve iiretilen
nanopartikiillerin boyutu DLS tabanli  Malvern marka cihaz ile 6l¢iilmiistiir. Ardindan
partikiil boyutu istenen deger araliginda kalan 6rnekler SEM ile analiz edilmis ve bdylece
bos BSA nanopartikiil liretim protokolii ¢ikarilmistir. Deneysel islemlerin ilerleyen

basamaklarinda burada optimize edilen degerler kullanilmigtir.

4.1.1. BSA Nanopartikiil Boyut Analizi

I¢i bos BSA nanopartikiil iiretiminde calisilan ilk parametre BSA miktaridir. BSA
miktarinin partikiil boyutuna etkisini incelemek amaciyla Tablo 1°de verildigi gibi deney
seti hazirlanmig 0.1 gr, 0.15gr ve 0.2 gr BSA; 30 ml etanol ve 10 ml de iyonize su ile
birlikte 800 rpm de 1 saat karistirilmis olup partikiil boyutu yine tablo 1 ‘de verildigi gibi

elde edilmistir.

Tablo 3 BSA Miktariin Partikiil Boyutuna Etkisi

Bsa Miktar Coziicii Miktan Karistirma Siiresi Partikiil Boyutu
% 1 BSA w/v (0.1 gr | 30 ml etanol 800rpm/ 1 saat 841 nm

BSA)

%1.5 BSA w/v (0.15 gr | 30 ml etanol 800rpm/ 1 saat 296 nm

BSA)

%2 BSA w/v (0.20 gr | 30 ml etanol 800rpm/ 1 saat 124 nm

BSA)

Buna ek olarak ¢oziicii olarak kullanilan etanol miktarinin partikiil boyutu lizerindeki

etkisini incelemek amaciyla Tablo 2’deki deney diizenegi kurulmus 25 ml, 30ml ve 75 ml
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etanol: 0.1gr BSA, 10 ml de iyonize su ile yine 1 saat boyunca 800 rpm de karistirilmis ve
partikiil boyutu tablodaki gibi elde edilmistir.

Tablo 4 Coziicii Miktarinin Partikiil Boyutuna Etkisi

Coziicii Miktan BSA Miktar Karistirma Siiresi Partikiil Boyutu
25 ml Etanol 1 BSA (0.1 gr BSA) 800rpm/ 1 saat 2400nm

30 ml Etanol 1 BSA (0.1 gr BSA) 800rpm/ 1 saat 841nm

75 ml Etanol 1 BSA (0.1 gr BSA) 800rpm/ 1 saat 669.3nm

Son olarak partikiil boyutunu etkileyen bir diger parametre olan karistirma siiresi
Tablo 3’teki gibi 1 saat, 4 saat ve 6 saat olacak sekilde degistirilmis 0.1 gr BSA, 10 ml de

iyonize su ve yine 30 ml etanol kullanilarak partikiil boyutu dl¢tilmiistiir.

Tablo 5 Karistirma Siiresinin Partikiil Boyutuna Etkisi

Karistirma Siiresi BSA miktari Coziicii Miktan Partikiil Boyutu
800rpm/ 1 saat %1 BSA w/v (0.20 gr | 30 ml Etanol 989nm
BSA)
800rpm/ 4 saat %1 BSA w/v (0.20 gr | 30 ml Etanol 551.8nm
BSA)
800rpm/ 6 saat %1 BSA w/v (0.20 gr | 30 ml Etanol 250 nm
BSA)

4.1.2. BSA Nanopartikiillerin Morfolojik Karakterizasyonu

Uretilen BSA nanopartikiillerin morfolojik karakterizasyonu SEM kullanilarak
yapilmistir. I¢i bos BSA nanopartikiillerin yapisinin gdzlemlenmesi, varsa agleromasyonun

tespit edilmesi ve boyutunun dogrulanmasi amaciyla SEM goriintiileri ¢ekilmistir.
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B [ '
vac mode det mode | WD
High vacuum ETD SE 9.0 mm

b def ] made 1— 4 pm —————
20 000 = 1500 kV | 1.5 ETD | SE 8.2 mm

Sekil 22 I¢i bogs BSA nanopartikiiller SEM gériintiisii biiyiitme oran1 X 20.000
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mag [ | HV vac mo det m
40 000 x 15.00 kV 1.5 High vacuum | ETD SE

Sekil 23 I¢i bos BSA nanopartikiiller SEM gériintiisii biiyiitme oran1 X 40.000

mag [ HV spot vac e . det m AD —2:2pm—
40 000 = 10.00 kV 1.5 High vacuum ETD SE

Sekil 24 I¢ci bos BSA nanopartikiil %1 w/v BSA, 30 ml etanol ve 4 saat karistirma icin partikiil boyutu 6l¢iim
sonucu, biiyiitme oran1 X 40.000
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22 mag O HV - spc 1ode det mode WD HFW
00 PM 60000 x 15.00kV 3.0 Highvacuum ETD SE 9.9 mm 6.91pum

Sekil 25 I¢ci bos BSA nanopartikiil %2 w/v BSA, 30 ml etanol ve 1 saat karistirma igin partikiil boyutu 6l¢iim
sonucu, biiyiitme oran1 X 60.000

4.2. Cisplatin Yiiklii BSA Nanopartikiil Karakterizasyonu

Uretilen BSA nanopartikiillere Boliim 3 materyal metot kisminda anlatildig1 gibi
Cisplatin ilac1 yiiklenmistir. Bu islem sirasinda en uygun ila¢/ BSA oranini tespit etmek
icin farkli miktarda ilag¢ yiiklenerek 3 farkli deney seti gerceklestirilmistir. Bu baglamda
1000 pl Cisplatin ve 0.2 gr BSA igeren deney seti igin BSA/cisplatin (1:2) orani olarak,
500 pl pl Cisplatin ve 0.2 gr BSA igeren deney seti icin BSA/cisplatin (1:4) oran1 olarak ve
50 ul Cisplatin ve 0.2 gr BSA igeren deney seti i¢in BSA/cisplatin (1:8) orani olarak
adlandirilmistir. Yapilan bu ilag yiikleme islemi sonrasinda en verimli oran asagida verilen

sekil 26, sekil 27 ve sekil 28 numarali SEM goriintiilerinden yola ¢ikilarak tespit edilmistir.
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12/6/2022 mag O HV spot | vac mode det mode WD HFW ——1 um—
9:06:00 AM 80000 x 10.00kV 3.0 Highvacuum ETD SE 7.2mm 5.18 pm

12/6/2022 mag O HV . spot vac mode det mode WD HFW ——500 nm—{
12:16:24 PM 120000 x 15.00kV 3.0 Highvacuum ETD SE 6.2mm 3.45um

Sekil 27 0,2 gr BSA ve 50 pl cisplatin (1/8 , BSA/Cisplatin), Biiyiitme oran1 X 120.000
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12/6/2022 mag 0O |HV spot vac mode det mod HFW pl'esure
:37PM 80000 x 10.00kV 3.5 ESEM GSED SE 6.2mm 5.18 ym 101 Pa

Sekil 28 0,2 gr BSA ve 500 pl cisplatin (1/4, BSA/Cisplatin), Biiyiitme oran1 X 80. 000

Size Distribution by Intensity
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Record 228: BSA+CSP+DENEY3-(1/2) 2

Sekil 29 0,2 gr BSA ve 1000 pl cisplatin (1/2, BSA/Cisplatin), Boyut dagilimi

40



4.3. Cisplatin Yiiklii BSA Nanopartikiil ilac Sahmim Profilleri

Boliim 3’te de belirtildigi tizere BSA nanopartikiillere 3 farkli oranda (1000 ul, 500
ul ve 50 pl) Cisplatin yiiklenmistir. Ardindan SEM analizi yapilmis ve %2’lik w/v BSA
kullanim1 i¢in en uygun ilag miktar1 belirlenmistir. Bu dogrultuda tez kapsaminda
(BSA/Cisplatin) i¢in 1/4 oran1 hem partikiil boyutu hem de partikiil i¢erisine hapsettigi ilag
miktar1 bakimindan en uygun bulunmustur. Bu nedenle farkli genliklerdeki ultrason
uygulamasinin ilag salinimi tizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla (1/4), BSA/
Cisplatin oran1 yani 0.2 gr BSA ve 500 pl Cisplatin iceren Sekil 15°teki deney grubu
kullanilmistir. Bu baglamda deney grubuna ait 4 farkli numune hazirlanmis ve pH 7.4 PBS
tamponunda c¢oziilmiistiir. Numuneler sirasiyla %15, %45 ve %90 genlikte ultrason
siddetine 2 saat boyunca 15. dk, 30. dk, 60. dk, 90.dk ve 120. dk’larda 60 saniyeligine
ultrason etkisine maruz birakilmigtir. Numunelerden biri ise bazal seviyedeki ilag
salinimin1 gézlemlemek amaciyla herhangi bir ultrason etkisine birakilmadan yukarida

belirtilen araliklarla 6l¢iim alinmuistir.

Zamana Bagl ila¢ Salim Egrisi

3,5

_ 3

£ 25
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o 2
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= 1,5
©
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0

0 20 40 60 80 100 120 140
Suire 0-120.dk
Ultason Etkisiz % 15 Genlik % 45 Genlik % 90 Genlik

Sekil 30 Ultrason etkisin uygulandig: 3 farkli genlikteki (%15, %45 ve %90) ve ultrason etkisinin
uygulanmadigi durum i¢in ilag salinim profili, zamana bagl ilag salinim miktarina ait egri

4. 4. Cisplatin Yiiklii BSA Nanopartikiillerin Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesi

Boliim 3’de anlatildigr gibi hazirlanan Cisplatin yiiklii BSA nanopartikiiller 0,2 gr
BSA + 10 ml d1 Su + 500 pl cisplatin 1/4, BSA/Cisplatin kurutulduktan sonra bagimsiz bir
laboratuvara TS EN ISO 10993-5(Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirmesi- Boliim 5: In
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vitro sitotoksisite testleri) standardina gore sitotoksiste analizine gonderilmistir. Analiz

sonugclari nitel ve nicel olmak tizere iki sekilde degerlendirilmistir.

4.4.1. Cisplatin Yiiklii BSA Nanopartikiillerin Sitotoksisitesinin Nitel
Degerlendirilmesi

Nitel degerlendirme i¢in oOziitlerin, hiicreler {lizerinde yarattig1r etki mikroskobik

[

olarak incelenmis olup standartta verilen ’ Oziitlerin sitotoksisitesinin nitel morfolojik

derecelendirilmesi’’ baslig1 altinda degerlendirilmistir.

Negatif kontrol hiicreler iizerinde toksik etki gostermezken (0) pozitif kontrolde
yiiksek derecede (4) toksik Ozellik gosterdigi goriilmiistiir. Cisplatin yiiklii BSA
nanopartikiil Oziitlerinin sitotoksik etkisi incelerek toksik etki gostermedigi (0)

gorilmiistiir.

Sekil 31 Negatif kontroliin mikroskobik incelemesi
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Sekil 32 Pozitif kontroliin mikroskobik incelemesi

Sekil 33 Cisplatin yiiklii BSA partikiillerin mikroskobik incelemesi
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Hiicre kiiltiir durumlarinin mikroskopik incelemesi sonuglar1 asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 6 Sitotoksisite Nicel Degerlendirme Analiz Sonuglari

Test Materyali Reaksiyon Hiicre Kiiltiirlerin Durumlan

NEGATIF KONTROL 0 Ayrik stoplazma igi graniiller,hiicre
yikimi yok,hiicre ¢ogalmasinda
azalma yok

POZITIF KONTROL 4 Hiicre katmanlarinin tamami veya
tamamina yakini yikima ugramis

CISPLATIN YUKLU BSA |0 Ayrik stoplazma i¢i graniiller,hiicre

NANOPARTIKULLERI yikimi yok,hiicre ¢ogalmasinda
azalma yok

4.4.2. Cisplatin Yiiklii BSA Nanopartikiillerin Sitotoksisitesinin Nicel
Degerlendirilmesi

Nicel degerlendirme metodu olarak EN ISO 10993-5 Sitotoksisite Deneyi
kullanilmis olup elde edilen sonuclar istatiksel olarak degerlendirilmistir. Kullanilan
negatif ve pozitif kontrolden alinan sonuglar ile testin gegerliligi kanitlanmigtir. Asagidaki

tabloda istatiksel degerlendirme sonuglari verilmistir.
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Tablo 7 Sitotoksisite Nitel Degerlendirme Analiz Sonuglar1

DILUSYON ORANLARI
TEST NUMUMNESI 100% 75% S0% | 25%
1. TEKRAR 1,044 1,139 | 1,155 | 1,240
2. TEKRAR 1,031 1,133 | 1,160 | 1,238
3. TEKRAR 1,020 1,137 [ 1,157 | 1,242
ORTALAMALAR 1,032 1,136 | 1,157 | 1,240
POZITIF KONTROL 100% 75% 50% | 25%
1. TEKRAR 0,122 0,150 | 0,154 | 0,233
2. TEKRAR 0,130 0,142 | 0,150 | 0,236
3. TEKRAR 0,119 0,146 | 0,140 | 0,236
ORTALAMALAR 0,124 0,146 | 0,148 | 0,235
Megatif Kontrol{*:100) 1.Tekrar | 2.Tekrar 3.Tekrar
%100 Ekstrakt 1,115 1,128 1,140
ORTALAMALAR 1,128
A2 A3 A4 A5 A6 AT
1,15 0,209 1,20 | 116 1,10 0,992
Blank
H2 H3 H4 H5 H6 H7
1,07 0,980 1,13 | 111 1,07 1,06
ORTALAMALAR 1,085

Bu deneyde numune o&ziitiiniin 1/1 diliisyonularinin hiicreler lizerine olan etkileri
incelenmis olup; Cisplatin ylikli ~ BSA nanopartikiillerden elde edilen oziitiin tam
dilisyonu ile canlilik %95 olarak tespit edilmistir. Pozitif kontoller sonucu %11 iken

negatif kontrol sonucu %104 olarak hesaplanmustir.

Standartta belirtildigi lizere hiicre canliliginin %70 degerinden az olmasi sitotosik
gostergesi oldugundan Cisplatin yiiklii BSA nanopartikiillerin %95 hiicre canlilig1 ile

sitotoksik 6zellik gostermedigi goriilmiistiir.
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5.SONUCLAR

Sunulan tez kapsaminda kanser tedavisinde kullanilmak iizere protein yapili bir
nanopartikiil gelistirilmesi ve igerisine bir kanser ilact olan Cisplatinin yiiklenmesi
hedeflenmistir. Ardindan bu partikiile ultrason etkisi uygulanmis ve degisen genliklerdeki
ultrason uygulamasinin nanopartikiilden ila¢ salimi {izerindeki etkisi degerlendirilmistir.

Tez kapsaminda ilk olarak BSA nanopartikiil boyutunu etkileyen parametrelerden
one ¢ikan {i¢ tanesi; karistirma siiresi, BSA miktar1 ve ¢oziicii miktar1 olarak belirlenmistir.
Bu baglamda yapilan deneyler sonucunda, hiicre ic¢ine partikiil alimin1 kolaylastiran
optimum partikiil boyutunu ve morfolojik olarak en diizgiin yapiy1 veren %2 w/v BSA, 10
ml De iyonize su, 30 ml saf etanol ve 1 saat 800 rpm’de karistirma formiilasyonu
belirlenmistir. Yapilan bu optimizasyon siirecinde bos BSA nanopartikiillerin boyutu
ortalama 100 nm olarak belirlenmis ve kiiresel benzeri sekli SEM goriintiilemesi ile
dogrulanmustir. I¢i bos olan BSA nanopartikiiller uygun boyut i¢in optimize edildikten
sonra cisplatin ylikleme basamagina gegilmistir. Bu asamada 0.2 gr BSA iceren ii¢ ayri
ornege sirastyla 1000 pl, 500 pl ve 50 pl ilag yiiklenmis ve yapilan SEM analizleri
sonucunda en verimli ilag yiiklemesinin 500 pl cisplatin igeren Ornekte oldugu
goriilmiistiir. 1000 ul ilag igeren ornekte BSA miktarina kiyasla ilag miktarinin fazla
oldugu ve bu nedenle BSA nanopartikiillere ila¢g yiiklenmesinden ziyade, BSA’nin,
cisplatin kristallerinin etrafin1 ince bir tabaka olarak sardigi goriilmiistiir. Bu durum
ultrason etkili ila¢ salinim deneyi igin istenen bir durum olmadigindan 1000ul Cisplatin
igeren Ornek bir sonraki agsama olan ultrason uygulamasi sirasinda kullanilmamistir. Ayni
sekilde 50 pl ilag igeren ornekte ise ilag miktarinin olduk¢a az olmasindan dolayr BSA
partikiiller i¢ine yeterli miktarda Cisplatin hapsolamadigi ve BSA nanopartikiillerin kendi
i¢ine biiziiserek partikiil boyutunu 100 nm’nin altina kadar diistirdiigli goriilmektedir.

Uretilen BSA nanopartikiillerin dolasima verildiginde hiicreler tarafindan hem daha
kolay igeri alinabilmesi hem de retikulaendotelyal sistemden kacinarak dokuya
ulagsmasinin saglanmasi icin partikiil boyutunun ¢alismanin basinda da hedeflendigi gibi
100 ile 200 nm arasinda kalmas1 ve BSA nanopartikiillere cisplatin yiiklendikten sonra da
bu boyutun korunmasi saglanmaistir.

Tez kapsaminda en uygun oranda BSA ve Cisplatin igeren formiilasyon
belirlendikten sonra ise tezin ana amaci olan ultrason etkisi ile ilag salim profillinin
incelenmesi basamagina gecilmistir. Bu agsamada 500 ul Cisplatin ve 0.2 gr BSA igeren

nanopartikiil tozlart pH 7.4 PBS tamponunda %15, %45 ve %90 genlikte ultrasona
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belirtilen zaman araliklarinda maruz birakilmistir. Her bir ultrason uygulamasi 60 saniye
boyunca yapilmis ve uygulama sonrasinda UV-visible spektroskopi ile dl¢glim alinmistir.
Bu baglamda zamana baglh ila¢ salinim egrisinde goriildiigii iizere ultrason etkisi
yapilmayan deney grubunda zamana bagl ilag salinimi bazal seviyede gerceklesirken %15
genlik uygulandiginda ilag salinimi1 bazal profilden yaklasik 3,5 kat daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Buna karsin %45 genlik de ultrason uygulandiginda BSA nanopartikiillerden
ilag salimim1 gozle goriiliir seviyede fazla olmus ve ultrason etkisinin uygulanmadig1 bazal
seviyeye oranla yaklasik 6,5 kat fazla salinim oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte %90
genlik uygulanmasi durumunda da %45 genlik durumu ile oldukca yakin bir ilag¢ salinim
profili kaydedilmistir. Bu durumun sebebi olarak %45 genlikte maksimum ilag
salmmminin gergeklestigi ve bu degerden sonra genligin arttirilmasi halinde ilag¢ salinim
profilinde kayda deger bir degisim gerceklesmedigi gosterilebilir. Yapilan arastirma
sonuglarindan da goriildiigii tizere 500 pl Cisplatin yiiklii BSA nanopartikiillerden ilag
salimimi i¢in %45 genlikteki ultrason uygulamasi bazal seviyeye kiyasla oldukca etkin bir
sekilde ilag salinimi1 desteklemektedir.

Ilag salinim profillemesinin ¢ikarilmasmin ardindan iiretilen BSA nanopartikiillerin
hiicresel seviyede herhangi bir toksisitesinin olup olmadiginin gdsterilmesi ve in vivo
uygulamaya gecilmesi halinde diger dokularda toksisiteye bagli bir endise yaratmamasi
amaciyla bagimsiz bir laboratuvara sitotoksisite testleri yaptirilmistir. Yapilan bu testin
standard1 dogrultusunda %70 ve iizeri hiicre canlilig1 goriilmesi durumunda test edilen
iirtin non-toksik iirlin olarak kabul edilmektedir. Tez kapsaminda iiretilen Cisplatin yiiklii
BSA nanopartikiillerin hiicre canlilifi ise %95 olarak tespit edilmis olup bu durum
partikiiliin sitotoksisite performansi agisindan biyogiivenli olarak degerlendirilmesi
desteklemektedir. Yapilan sitotoksisite testinde herhangi bir ultrason etkisi uygulanmadan
ilag salimi1 bazal seviyede gerceklesmis oldugundan toksik yanit olusumunu destekleyecek
kadar ila¢ salinmamis bu nedenle test yapilan fibroblast hiicrelerinde hiicre canliligir bu
durumdan etkilenmemis ve hiicre canlilig1 %95 oraninda tespit edilmistir.

Yapilan caligmada ultrason etkisi ile ilag salimini destekleyen Cisplatin yiikli BSA
nanopartikiil gelistirilmis ve %45 genlik uygulanmas: halinde dahi bazal seviyenin 6,5 kat
tizerinde ila¢ salim1 gerceklestigi gosterilmis ve liretilen nanopartikiiliin saglikli hiicreler

i¢in sitotoksik olmadig1 gdsterilmistir.

47



2]

[3]

[9]

[10]

[11]

6. KAYNAKLAR

O. Oylar and 1. Tekin, “Uludag Universitesi Miihendislik-Mimarlik Fakiiltesi
Dergisi,” 2011.

N. K. Yildirim, N. Kacmaz, and M. Ozkan, “Unmet Care Needs in Advanced Stage
Cancer Patients,” J Psychiatr Nurs, vol. 4, no. 3, pp. 153-158, 2013, doi:
10.5505/phd.2013.63825.

O. Sayiner and T. COmoglu, “Targeting with nanocarrier systems,” Ankara
Universitesi Eczacilik Fakultesi Dergisi, vol. 40, no. 3. University of Ankara, pp.
62-79, 2016. doi: 10.1501/Eczfak _0000000589.

S. Pathak and A. S. Multani, “Aneuploidy, stem cells and cancer,” 2006. [Online].
Available:researchgate.net/publication/7388394

A. Balmain, J. Gray, and B. Ponder, “The genetics and genomics of cancer,” Nature
Genetics, vol. 33, no. 3S. pp. 238-244, 2003. doi: 10.1038/ng1107.

A.J. Dare et al., “Surgical Services for Cancer Care.”

O. Baykara, “Current Modalities in Treatment of Cancer,” Balikesir Health Sciences
Journal, vol. 5, no. 3, pp. 154-165, 2016, doi: 10.5505/bsbd.2016.93823.

D. T. Chu et al., “Recent Progress of Stem Cell Therapy in Cancer Treatment:
Molecular Mechanisms and Potential Applications,” Cells, vol. 9, no. 3. NLM
(Medline), Feb. 28, 2020. doi: 10.3390/cells9030563.

“Iyonlastiric1 Radyasyon ve Onkolitik Viriisler ile Kombine Tedavinin Etkileri
Meliha EKINCI * , Derya ILEM-OZDEMIR **° Review ARticleS The Effects of
Combination Therapy of Ionizing Radiation and Oncolytic Viruses.”

N. Gupta and R. Malviya, “Hormone Therapy for Cancer Treatment Synthesis and
Characterization of supramolecular hydrogels for pharmaceutical applications View
project extraction of okra mucilage View project,” 2021. [Online]. Available:
https://www.researchgate.net/publication/355147145

S. Senapati, A. K. Mahanta, S. Kumar, and P. Maiti, “Controlled drug delivery
vehicles for cancer treatment and their performance,” Signal Transduction and
Targeted Therapy, vol. 3, no. 1. Springer Nature, Dec. 01, 2018. doi:
10.1038/s41392-017-0004-3.

48



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

B. Yu, H. C. Tai, W. Xue, L. J. Lee, and R. J. Lee, “Receptor-targeted nanocarriers
for therapeutic delivery to cancer,” Molecular Membrane Biology, vol. 27, no. 7. pp.
286-298, Oct. 2010. doi: 10.3109/09687688.2010.521200.

S. Park et al., “Supplementary Information Flexible molecular-scale electronic
devices”, doi: 10.1038/NNANO.

W. Y. Qian, D. M. Sun, R. R. Zhu, X. L. Du, H. Liu, and S. L. Wang, “pH-sensitive
strontium carbonate nanoparticles as new anticancer vehicles for controlled
etoposide release,” Int J Nanomedicine, vol. 7, pp. 5781-5792, 2012, doi:
10.2147/1JN.S34773.

R. Singh and J. W. Lillard, “Nanoparticle-based targeted drug delivery,”
Experimental and Molecular Pathology, vol. 86, no. 3. pp. 215-223, Jun. 2009. doi:
10.1016/j.yexmp.2008.12.004.

J. D. Kingsley, H. Dou, J. Morehead, B. Rabinow, H. E. Gendelman, and C. J.
Destache, “Nanotechnology: A focus on nanoparticles as a drug delivery system,” in
Journal of Neuroimmune Pharmacology, Sep. 2006, vol. 1, no. 3, pp. 340-350. doi:
10.1007/s11481-006-9032-4.

T. Sun, Y. S. Zhang, B. Pang, D. C. Hyun, M. Yang, and Y. Xia, “Engineered
nanoparticles for drug delivery in cancer therapy,” Angewandte Chemie -
International Edition, vol. 53, no. 46. Wiley-VCH Verlag, pp. 12320-12364, Nov.
10, 2014. doi: 10.1002/anie.201403036.

B. Mishra, B. B. Patel, and S. Tiwari, “Colloidal nanocarriers: a review on
formulation technology, types and applications toward targeted drug delivery,”
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, vol. 6, no. 1. Elsevier Inc.,
pp.- 924, 2010. doi: 10.1016/j.nano0.2009.04.008.

C. W. How, A. Rasedee, S. Manickam, and R. Rosli, “Tamoxifen-loaded
nanostructured lipid carrier as a drug delivery system: Characterization, stability
assessment and cytotoxicity,” Colloids Surf B Biointerfaces, vol. 112, pp. 393-399,
Dec. 2013, doi: 10.1016/j.colsurtb.2013.08.009.

Y. T. Ko, A. Kale, W. C. Hartner, B. Papahadjopoulos-Sternberg, and V. P.
Torchilin, “Self-assembling micelle-like nanoparticles based on phospholipid-

polyethyleneimine conjugates for systemic gene delivery,” Journal of Controlled

Release, vol. 133, no. 2, pp. 132-138, Jan. 2009, doi: 10.1016/j.jconrel.2008.09.079.

49



[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

B. Liu et al.,, “The antitumor effect of novel docetaxel-loaded thermosensitive
micelles,” European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, vol. 69, no.
2, pp. 527-534, Jun. 2008, doi: 10.1016/j.ejpb.2008.01.015.

A. S. Mikhail and C. Allen, “Block copolymer micelles for delivery of cancer
therapy: Transport at the whole body, tissue and cellular levels,” Journal of
Controlled Release, vol. 138, no. 3, pp. 214-223, Sep. 2009, doi:
10.1016/j.jconrel.2009.04.010.

K. F. Pirollo and E. H. Chang, “Does a targeting ligand influence nanoparticle tumor
localization or uptake?,” Trends Biotechnol, vol. 26, no. 10, pp. 552-558, Oct. 2008,
doi: 10.1016/j.tibtech.2008.06.007.

S. Bamrungsap ef al., “Nanotechnology in therapeutics: A focus on nanoparticles as
a drug delivery system,” Nanomedicine, vol. 7, no. 8. pp. 1253-1271, Aug. 2012.
doi: 10.2217/nnm.12.87.

R. H. Prabhu, V. B. Patravale, and M. D. Joshi, “Polymeric nanoparticles for
targeted treatment in oncology: Current insights,” International Journal of
Nanomedicine, vol. 10. Dove Medical Press Ltd., pp. 1001-1018, Feb. 02, 2015.
doi: 10.2147/1JN.S56932.

B. Mishra, B. B. Patel, and S. Tiwari, “Colloidal nanocarriers: a review on
formulation technology, types and applications toward targeted drug delivery,”
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, vol. 6, no. 1. Elsevier Inc.,
pp.- 924, 2010. doi: 10.1016/j.nan0.2009.04.008.

X. Wang, Y. Wang, Z. G. Chen, and D. M. Shin, “Advances of Cancer Therapy by
Nanotechnology,” Cancer Res Treat, vol. 41, no. 1, p. 1, 2009, doi:
10.4143/crt.2009.41.1.1.

Y. Zhu and L. Liao, “Applications of nanoparticles for anticancer drug delivery: A
review,” Journal of Nanoscience and Nanotechnology, vol. 15, no. 7. American
Scientific Publishers, pp. 4753—4773, Jul. 01, 2015. doi: 10.1166/jnn.2015.10298.

D. Rosenblum, N. Joshi, W. Tao, J. M. Karp, and D. Peer, “Progress and challenges
towards targeted delivery of cancer therapeutics,” Nature Communications, vol. 9,
no. 1. Nature Publishing Group, Dec. 01, 2018. doi: 10.1038/s41467-018-03705-y.
M. Tarhini, H. Greige-Gerges, and A. Elaissari, “Protein-based nanoparticles: From

preparation to encapsulation of active molecules,” International Journal of

50



[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

Pharmaceutics, vol. 522, no. 1-2. Elsevier B.V., pp. 172—-197, Apr. 30, 2017. doi:
10.1016/j.ijpharm.2017.01.067.

S. Hong, D. W. Choi, H. N. Kim, C. G. Park, W. Lee, and H. H. Park, “Protein-
based nanoparticles as drug delivery systems,” Pharmaceutics, vol. 12, no. 7. MDPI
AG, pp. 1-28, Jul. 01, 2020. doi: 10.3390/pharmaceutics12070604.

Z. Zaheer, “Stability Indicating HPTLC determination of Donepezil Hcl in
Pharmaceutical dosage form,” 2006. [Online]. Available:
https://www.researchgate.net/publication/233728393

K. Numata and D. L. Kaplan, “Silk-based delivery systems of bioactive molecules,”
Advanced Drug Delivery Reviews, vol. 62, no. 15. pp. 1497-1508, Dec. 30, 2010.
doi: 10.1016/j.addr.2010.03.009.

S. Keten, Z. Xu, B. Ihle, and M. J. Buehler, “Nanoconfinement controls stiffness,
strength and mechanical toughness of B-sheet crystals in silk,” Nat Mater, vol. 9,
no. 4, pp. 359-367, 2010, doi: 10.1038/nmat2704.

W. Ziaaddini, M. Saberi, and M. Saidifar, “Synthesis and identification of bovine
serum albumin nanoparticles (BSA NPs) as a drug delivery system Manufacturing
and characterization of biphasic scaffold based on polycaprolactone for dental pulp
regeneration View project Synthesis and identification of bovine serum albumin
nanoparticles (BSA NPs) as a drug delivery system,” 2017. [Online]. Available:
https://www.researchgate.net/publication/323143068

H. R. Hicks, B. A. Carreras, J. A. Holmes, and R. Langer, “New Methods of Drug
Delivery,” Office of Technology Assessment, 1985. [Online]. Available:
http://science.sciencemag.org/

D. S. Benoit, C. T. Overby, K. R. Sims Jr, and M. A. Ackun-farmmer, “Drug
Delivery Systems History of DDS Development,” Saltzman, 2014.

K. K. Jain, “An Overview of Drug Delivery Systems,” in Methods in Molecular
Biology, vol. 2059, Humana Press Inc., 2020, pp. 1-54. doi: 10.1007/978-1-4939-
9798-5 1.

P. Verma, A. S. Thakur, K. Deshmukh, A. K. Jha, and ) S Verma, “ROUTES OF
DRUG ADMINISTRATION.”

S. Adepu and S. Ramakrishna, “Controlled drug delivery systems: Current status
and future directions,” Molecules, vol. 26, no. 19. MDPI, Oct. 01, 2021. doi:
10.3390/molecules26195905.

51



[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

Rakesh K. Tekade,National Institute of Pharmaceutical Education and Research
(NIPER)'Ahmedabad, Gandhinagar, Basic Fundamentals Of Drug Delivery.

F. Wu et al, “Extracorporeal high intensity focused ultrasound ablation in the
treatment of patients with large hepatocellular carcinoma,” Ann Surg Oncol, vol. 11,

no. 12, pp. 1061-1069, 2004, doi: 10.1245/AS0.2004.02.026.

Y. Z. Zhao, L. N. Du, C. T. Lu, Y. G. Jin, and S. P. Ge, “Potential and problems in
ultrasound-responsive  drug delivery systems,” [International Journal of
Nanomedicine, vol. 8. pp. 1621-1633, Apr. 19, 2013. doi: 10.2147/1JN.S43589.

Y. Z. Zhao et al., “Using acoustic cavitation to enhance chemotherapy of DOX
liposomes: Experiment in vitro and in vivo,” Drug Dev Ind Pharm, vol. 38, no. 9,
pp. 1090-1098, Sep. 2012, doi: 10.3109/03639045.2011.640332.

N. Y. Rapoport, A. M. Kennedy, J. E. Shea, C. L. Scaife, and K. H. Nam,
“Controlled and targeted tumor chemotherapy by ultrasound-activated
nanoemulsions/microbubbles,” Journal of Controlled Release, vol. 138, no. 3, pp.
268-276, Sep. 2009, doi: 10.1016/j.jconrel.2009.05.026.

C.T. Lu et al., “Experiment on enhancing antitumor effect of intravenous epirubicin
hydrochloride by acoustic cavitation in situ combined with phospholipid-based
microbubbles,” Cancer Chemother Pharmacol, vol. 68, no. 2, pp. 343-348, Aug.
2011, doi: 10.1007/s00280-010-1489-4.

C. J. Diederich and K. Hynynen, “ULTRASOUND TECHNOLOGY FOR
HYPERTHERMIA,” 1999.

F. Wu et al., “Extracorporeal high intensity focused ultrasound ablation in the
treatment of patients with large hepatocellular carcinoma,” Ann Surg Oncol, vol. 11,

no. 12, pp. 1061-1069, 2004, doi: 10.1245/AS0.2004.02.026.

F. Wu et al.,, “A randomised clinical trial of high-intensity focused ultrasound
ablation for the treatment of patients with localised breast cancer,” Br J Cancer, vol.

89, no. 12, pp. 2227-2233, Dec. 2003, doi: 10.1038/sj.bjc.6601411.

N. Rapoport, A. M. Kennedy, J. E. Shea, C. L. Scaife, and K. H. Nam, “Ultrasonic
nanotherapy of pancreatic cancer: Lessons from ultrasound imaging,” Mol Pharm,
vol. 7, no. 1, pp. 22-31, Feb. 2010, doi: 10.1021/mp900128x.

J. Y. Chapelon, M. Ribault, A. Birer, F. Vernier, R. Souchon, and A. Gelet,
“Treatment of localised prostate cancer with transrectal high intensity focused

ultrasound,” 1999.

52



[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

A. Gelet et al, “Local recurrence of prostate cancer after external beam
radiotherapy: Early experience of salvage therapy using high-intensity focused
ultrasonography,” Urology, vol. 63, no. 4, pp. 625-629, Apr. 2004, doi:
10.1016/j.urology.2004.01.002.

S. Vaezy et al., “Liver Hemostasis with High-Intensity Ultrasound: Repair and
Healing,” Journal of Ultrasound in Medicine, vol. 23, no. 2, pp. 217-225, 2004, doi:
10.7863/jum.2004.23.2.217.

M. Suzuki et al., “Nanobubbles enhanced drug susceptibility of cancer cells using
ultrasound,” International Congress Series, vol. 1284. pp. 338-339, Sep. 2005. doi:
10.1016/;.ics.2005.06.090.

K. C. de Castro, J. M. Costa, and M. G. N. Campos, “Drug-loaded polymeric
nanoparticles: a review,” International Journal of Polymeric Materials and
Polymeric  Biomaterials, vol. 71, mno. 1, pp. 1-13, 2022, doi:
10.1080/00914037.2020.1798436.

B. Li, Q. Li, J. Mo, and H. Dai, “Drug-loaded polymeric nanoparticles for cancer
stem cell targeting,” Front Pharmacol, vol. 8, no. FEB, Feb. 2017, doi:
10.3389/fphar.2017.00051.

Y. Liu, G. Yang, S. Jin, L. Xu, and C. X. Zhao, “Development of High-Drug-
Loading Nanoparticles,” ChemPlusChem, vol. 85, no. 9. Wiley-VCH Verlag, pp.
2143-2157, Sep. 01, 2020. doi: 10.1002/cplu.202000496.

N. Wang, X. Cheng, N. Li, H. Wang, and H. Chen, “Nanocarriers and Their
Loading Strategies,” Advanced Healthcare Materials, vol. 8, no. 6. Wiley-VCH
Verlag, Mar. 21, 2019. doi: 10.1002/adhm.201801002.

C. Weber, C. Coester, J. Kreuter, and K. Langer, “Desolvation process and surface
characterisation of protein nanoparticles,”  2000.

Z. Zhao, Y. Li, and M. bin Xie, “Silk fibroin-based nanoparticles for drug delivery,”
International Journal of Molecular Sciences, vol. 16, no. 3. MDPI AG, pp. 4880—
4903, Mar. 04, 2015. doi: 10.3390/ijms16034880.

S. Y. R. Paik et al., “Robust size control of bovine serum albumin (BSA)
nanoparticles by intermittent addition of a desolvating agent and the particle
formation mechanism,” Food Chem, vol. 141, no. 2, pp. 695-701, 2013, doi:
10.1016/j.foodchem.2013.04.059.

53



[62]

[63]

[64]
[65]

[66]

[67]

[68]
[69]

J. Zhang et al., “Task-Specific Design of Immune-Augmented Nanoplatform to
Enable High-Efficiency Tumor Immunotherapy,” ACS Appl Mater Interfaces, vol.
11, no. 46, pp. 42904-42916, Nov. 2019, doi: 10.1021/acsami.9b13556.

M. Joshi, M. Nagarsenkar, and B. Prabhakar, “Albumin nanocarriers for pulmonary
drug delivery: An attractive approach,” Journal of Drug Delivery Science and
Technology, vol. 56. Editions de Sante, Apr. 01, 2020. doi:
10.1016/j.jddst.2020.101529.

“ajplung.00127.2018”.

R. Kurrat, J. E. Prenosil, and J. J. Ramsden, “Kinetics of Human and Bovine Serum
Albumin Adsorption at Silica-Titania Surfaces General patterns governing the
adsorption of proteins and,” 1997.

E. L. Gelamo and M. Tabak, “Spectroscopic studies on the interaction of bovine
(BSA) and human (HSA) serum albumins with ionic surfactants,” 2000. [Online].
Available: www.elsevier.nl/locate/saa

S. Dasari and P. Bernard Tchounwou, “Cisplatin in cancer therapy: Molecular
mechanisms of action,” European Journal of Pharmacology, vol. 740. Elsevier, pp.
364-378, Oct. 05, 2014. doi: 10.1016/j.ejphar.2014.07.025.

“Antineoplastic Agents Occupational Hazards in Hospitals.”

R. Tiwari, K. Viswanathan, V. Gour, S. P. Vyas, and V. Soni, “Cisplatin-loaded
albumin nanoparticle and study their internalization effect by using B-cyclodextrin,”
Journal of Receptors and Signal Transduction, vol. 41, no. 4, pp. 393-400, 2021,
doi: 10.1080/10799893.2020.1817077.

54



	TEŞEKKÜR
	ÖZET
	ABSTRACT
	İÇİNDEKİLER
	TABLOLAR LİSTESİ
	ŞEKİLLER LİSTESİ
	SİMGELER VE KISALTMALAR
	1. GİRİŞ
	2. GENEL BİLGİLER
	2.1. Kanser Nedir?
	2.1.1. Kanser Tedavi Yöntemleri
	2.1.2. Kanser Tedavisi ve Nanomalzemeler
	2.2. Nanotaşıyıcı Sistemlerin Geliştirilmesi
	2.2.1. Polimerik Nanotaşıyıcılar
	2.2.1.2. Protein Bazlı Nanopartiküller
	2.3. İlaç formunun Dojazlanması
	2.3.1. İlaç Uygulama Yöntemleri
	2.3.2. Dozaj Formlarının Sınıflandırılması
	2.4. Geleneksel ve Kontrollü İlaç Taşıyıcı Sistemler
	2.4.1. Geleneksel İlaç Taşıyıcı Sistemler

	2.4.2. Kontrollü İlaç Taşıyıcı Sistemler
	2.4.3. Ultrasona Duyarlı İlaç Dağıtım Sistem Potansiyeli
	2.4.3.1. Tümör Dokusuna İlaç Verilmesi
	2.5. Nanopartiküllere İlaç Yüklenmesi
	2.6. BSA Nanopartikül Üretim Yöntemleri
	2.6.1. BSA Nanopartiküllerin Desolvasyon Yöntemi ile Üretilmesi
	2.6.2. BSA’ya İlaç Yüklemesi
	2.6.3. Cisplatin

	3. MATERYAL METOD
	3.1. Kullanılan Kimyasallar
	3.1.1. BSA Nanopartikül Üretiminde Kullanılan Kimyasallar
	3.1.2. BSA Nanopartiküllere İlaç Yüklemede ve İlaç Salınımında Kullanılan Kimyasallar
	3.2. Kullanılan Cihazlar
	3.3. İlaç Taşıyıcı Nanopartikül Üretimi
	3.3.1. BSA Nanopartikül Üretimi
	3.3.2. BSA Nanopartiküllere İlaç Yüklenmesi

	3.3.3.Ultrason Etkisi ile İlaç Salınımı
	3.3.4. Cisplatin Yüklü BSA Nanopartiküllere Sitotoksisite Testi

	4. DENEYSEL BULGULAR
	4.1. BSA Nanopartikül Boyutu Optimizasyonu
	4.1.1. BSA Nanopartikül Boyut Analizi
	4.1.2. BSA Nanopartiküllerin Morfolojik Karakterizasyonu
	4.2. Cisplatin Yüklü BSA Nanopartikül Karakterizasyonu
	4.3. Cisplatin Yüklü BSA Nanopartikül İlaç Salınım Profilleri
	4. 4. Cisplatin Yüklü BSA Nanopartiküllerin Sitotoksisitesinin Değerlendirilmesi
	4.4.1. Cisplatin Yüklü BSA Nanopartiküllerin Sitotoksisitesinin Nitel Değerlendirilmesi
	4.4.2. Cisplatin Yüklü BSA Nanopartiküllerin Sitotoksisitesinin Nicel Değerlendirilmesi

	5.SONUÇLAR
	6. KAYNAKLAR



