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OZET

Tenofovir Alafenamide (TAF) iceren Kitosan Nanopartikiilii
Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi, Genotoksik ve Mitotoksik Etkilerinin

Arastirilmasi

Amag: TAF, 2016 yilinda kronik hepatit B tedavisi i¢in onaylanan, niikleotid
revers transktiptaz inhibitér grubu (NRTI) yeni bir ilagtir. Bu ¢alismada, TAF ilacini
iceren kitosan nanopartikiillerinin hazirlanmasi, karakterizasyonunun yapilmasi, TAF
ve kombinasyonlarinin mitotoksik/genotoksik etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: 45 uM TAF ve kitosan nanopartikiilii, alt1 giin siiresince
HepG2  hiicrelerine  uygulanmistir. TAF ve  kombinasyonlarmin  olasi
genotoksik/sitotoksik etkileri; mikroniikleus (Mn), komet ve apoptoz testleri ile
degerlendirilmistir. Mitotoksik etkiler ise; mMtDNA, mitokondriyal membran
potansiyeli (A¥m), siiperoksit anyonlari ile ROS seviyelerinin belirlenmesi ve
RYR1, PCK1, ATF2 gen ifadelerinin degerlendirilmesi ile incelenmistir.

Bulgular: Genotoksik testler bakimindan Mn ve komet degerleri; TAF ve
TAF igeren kitosan nanopartikiil gruplarinda yiliksek bulunmustur, komet testi
acisindan ayrica kitosan grubu da yiiksek olarak belirlenmistir (p<0.05). mtDNA
seviyesinin gostergesi olarak COXII gen ifadesi degisiklikleri TAF grubunda diisiik
bulunurken; kitosan ve TAF iceren kitosan gruplarinda yiiksek bulunmustur
(p<0.05). A¥Ym i¢in TAF ve TAF igeren kitosan uygulama gruplarinin kontrole gore
azaldig1 goriilmiistiir (p<0.05). Hiicresel ROS seviyesi, tim uygulama gruplarinda
yiiksek bulunmustur (p<0.05). Annexin V ile apoptoz testinde, gruplar arasinda
farklilik goriilmemistir. Mitokondri-niikleus sinyal yolagi ile iligkilendirilen
genlerden; ATF2’nin gen ifade seviyesi degismemistir. RYR1 gen ifadesinin kitosan
ve TAF gruplarinda azaldigi, TAF iceren kitosan grubunda ise arttigi goriilmiistiir.
PCK1 gen ifadesinin ise; TAF grubunda arttig1, kitosan ve TAF igeren kitosan
gruplarinda azaldig1 gorilmistiir (p<0.05).

Sonug¢: TAF’n galisilan dozda HepG2 hiicrelerinde, genotoksik ve mitotoksik
etkileri oldugu goriilmiistiir. Kitosan ve kitosan ile enkapsiile TAF’in ise birgok
parametrede genotoksik ve mitotoksik etkisi bulunmamustir.

Anahtar Kelimeler: Genotoksisite, Hepatit B, HepG2, kitosan enkapsiilasyonu,
mitotoksisite, TAF.
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ABSTRACT

Preparation of Chitosan Nanoparticle Containing Tenofovir Alafenamide (TAF)
Formulations, Investigation of Genotoxic and Mitotoxic Effects

Aim: TAF is a new nucleotide reverse transcriptase inhibitor group (NRTI)
drug, approved for the treatment of chronic hepatitis B in 2016. In this study, it was
aimed to prepare, characterize chitosan nanoparticle containing TAF drug and to
investigate mitotoxic/genotoxic effects of TAF drug and its combinations.

Material and Method: 45 uM TAF and chitosan nanoparticle were applied
to HepG2 cells for six days. Possible genotoxic/cytotoxic effects of TAF and its
combinations were evaluated by (Micronuclei) Mn, comet and apoptosis tests. Toxic
effects on mitochondria were investigated by evaluating mtDNA, mitochondrial
membrane potential (A¥m), superoxide anions, ROS levels, and RYR1, PCKI,
ATF2 genes expression.

Results: In terms of genotoxic tests, Mn and comet values were found higher
in TAF and and chitosan nanoparticle containing TAF groups, and chitosan group
was also determined for comet test (p<0.05). As an indicator of mtDNA level,
COXII gene expression changes were found low in the TAF group, whereas chitosan
and chitosan containing TAF groups were high (p<0.05). For A¥m, it was observed
that chitosan containing TAF and TAF application groups decreased compared to the
control (p<0.05). Cellular ROS level was found higher than control in all application
groups (p<0.05). There was no difference between the groups in apoptosis test with
Annexin V (p>0.05). Among the genes associated with the mitochondria-nucleus
signal pathway, the level of gene expression of ATF2 has not changed. RYR1 gene
expression increased in chitosan containing TAF group while decreased in chitosan
and TAF groups. It was observed that PCK1 gene expression increased in TAF group
and decreased in chitosan and chitosan containing TAF groups (p<0.05).

Conclusion: TAF has been shown to have genotoxic and mitotoxic effects in
HepG2 cells at the studied dose. TAF encapsulated with chitosan and chitosan have
not been found to have genotoxic and mitotoxic effects in many parameters.

Key Words: Chitosan encapsulation, genotoxicity, hepatitis B, HepG2, mitotoxicity,
TAF.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ALT : Alanin amino transferaz

ATF2 . Aktive edici transkripsiyon faktor- 2
B¢ : Baz ¢ifti

CBMN . Sitokinezi bloklanmis mikroniikleus
cccDNA : Halkasal, kovalent, kapali DNA
cDNA : Komplementer DNA

COXIlI : Sitokrom c oksidaz 11

DNA : Deoksiribo niikleik asit

ECDC : Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi
FTIR : Fourier doniistimlii kizil6tesi
HBCcAg : Hepatit B ¢ekirdek antijeni

HBsAg : Hepatit B yiizey antijeni

HBV : Hepatit B Viriisii

IgM : Iimmiinnoglobulin-M

INF : Interferon

Kb : Kilobaz

KKD : Kardes kromatid degisimi

ul : Mikrolitre

uM : Mikromolar

mM : Milimolar

Mn : Mikroniikleus

MtDNA : Mitokondriyal DNA

MVB : Multivezikiiler viicut

NPC : Niikleer por kompleksi

NRTI : Niikleotid revers transkriptaz inhibitorii
OAT : Organik anyon tastyici

ORF : A¢ik okuma cercevesi

PCK1 : Fosfoenolpiriivat karboksikinaz- 1
PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

PDI : Polidispersite indeksi
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1. GIRIS

Hepatit B hastaligi, karaciger iizerinde etkili olan ve hem akut hem de kronik
hastalik olusturabilen viral bir enfeksiyondur (1). Viral hepatit ilk olarak M.O. 5.
yiizyilda Hippocrates tarafindan tanimlanmustir (2). Kronik hepatit B, ciddi bir viral
hepatit tiirtidiir ve kiiresel 6lgekte dnemli bir saglik sorunu olusturmaktadir. Diinya
tizerindeki yaklasik 2 milyar kisinin viriisle karsilastigi ve 240 milyon kisinin ise kronik
Hepatit B tasiyicist oldugu bildirilmistir (1). Hastaligin prevalansi; yiiksek, orta ve
diisiik endemisite bolgeleri seklinde tice ayrilmistir, Tiirkiye orta endemisite icerisinde
yer almaktadir (3).

Hastalik etkeni olan hepatit B virlisii (HBV), Hepadnaviridae ailesinden kiiciik
bir DNA virtisiidiir. HBV genomu, yaklasik 3200 baz giftine sahip, serbest, dairesel ve
kismen ¢ift zincirli DNA igerir. Karaciger hiicrelerine girdiginde, bu ¢ift zincir
birleserek; kovalent olarak baglanir ve kapali halkasal siiper sarmal DNA (cccDNA)
molekiilii olusturulur. ccc DNA’dan konak¢1 enzimlerinin yardimi ile pregenomik RNA
(pgRNA) molekiilii olusturulur ve virlisiin revers transkriptaz enzimi sayesinde
pgRNA’dan yeni viral DNA’lar sentezlenir (4).

Kronik hepatit B enfeksiyonunun tedavisindeki temel hedef, karaciger
hastaliklarini azaltmak i¢in, direng gelistirmeden virlisiin baskilanmasidir (5). Kronik
hepatit B tedavisi i¢in mevcut iki segenek bulunmaktadir; interferonlar ve oral
niikleot(z)id analoglari. Daha uygun doz, daha az uzun donem komplikasyonlar1 ve
daha basarili viral baskilamadan dolayr Oncelikle niikleot(z)id analoglart tercih
edilmektedir (6). Niikleot(z)id analoglari, niikleotid revers transkriptaz inhibitorii
(NRTI) olarak etki gosterir. Bu grup ilaglar viral DNA’ya baglanir ve DNA
replikasyonunu bloke ederler. Boylece yeni zincir sentezi durdurulur (7). Niikleot(z)id
analoglarindan birisi olan Tenofovir (TFV), deoksi adenozin monofosfat analogu olarak
etki gosteren NRTI grubu bir ilagtir ve hiicre i¢ine girince; viral DNA replikasonunda
revers transkriptaz enziminin substrat baglanma bolgesine baglanarak, kompetitif olarak
inhibe eder. Boylece bir zincir sonlandiricisi olarak etki gosterir (8,9). TFV’nin ilk oral
on ilag formu Tenofovir Disoproksil Fumarat (TDF)’dir. ilag, kronik hepatit B tedavisi
icin 2008 yilinda onay almistir. TDF, hiicre i¢i yar1 omrii ve zayif biyo-uyumu ile
gelistirilmeye ag¢ik olarak degerlendirilmektedir (10). Son zamanlarda TFV etken



maddeli yeni ilag formiilasyonu olarak Tenofovir Alafenamide (TAF) gelistirilmistir ve
kronik hepatit B tedavisi i¢in 2016 yilinda onaylanmigtir (11).

TAF, pasif difiizyon ve hepatik alim tasiyicilart OATP1B1 ve OATP1B3 yoluyla
primer hepatositlere girer. Primer hepatositlere alindiktan sonra, Ces 1 karboksil esteraz
araciligi ile TFV-Ala'ya dondstiiriliir. Ardindan, lizozomlarda asidik hidroliz ile
TFV'ye hidroliz edilir. TFV, adenilat kinazlar (AMP kinaz) tarafindan TFVp'ye ve NDP
kinazlar tarafindan TFVpp'ye fosforile edilir (12). TFVpp, TDF igin oldugu gibi TAF'n
da nihai aktif metabolitidir (13). TFV’nin hiicre i¢i konsantrasyonu TDF’ye kiyasla
TAF’da alt1 buguk kat fazla; serum konsantrasyonu ise %91 daha diisiik bulunmustur
(14-16). Bu farmakokinetik farkliliklar g6z oniine alindiginda, TAF ilac1 daha diisiik
konsantrasyon ile ayni etkinlikle kullanilabilmektedir. TFV plazma seviyeleri agisindan;
giinliik 25 mg TAF dozu, 300 mg TDF'ye biyo-esdegerdir. Yaklasik otuz katlik bir fark
ile toksisitenin de orantili olarak azabilecegi diistiniilmektedir (17).

Antiviral ajanlarin, polimerik nanopargaciklar ile 6zel tasinimi ve deneysel
caligmalarin basinda gelmektedir. Bu polimerik tasiyicilardan kitosan, dogal yapisi ve
biyo-uyumu ile en popiiler nanotasiyicilardan birisidir. Kitinin deasetilasyonu
sonucunda elde edilir (18). Asidik bir ortamda, yapisindaki amino gruplari, protonasyon
sonrasinda pozitif yiiklenir. Bundan dolayr kitosan, negatif yiikli molekillerle
etkilesime gecer. TAF; suda ¢oziinebilen, kiiciik molekiillii bir ilagtir, fosfat gruplar
icerir ve NaOH sollisyonunda negatif yiikliidiir. Elektrostatik kuvvetler araciligiyla
kitosanla etkilesir. Dolayisiyla, kitosan nanopartikiilleri TAF i¢in kontrollii ilag tasiyici
sistem olarak tercih edilebilir.

TFV-TDF formiilasyonu, etkin bir antiviraldir ancak uzun siireli kullanimda
ciddi yan etkiler gosterdigi bildirilmistir. Ozellikle karaciger ve bobrek gibi organlar
lizerinde toksisite gdsterebilmektedir (19). Ilacin hedef dis1 etkilerin baginda mitokondri
gelmektedir. mtDNA poly’ya kars1 diisiik seviyede aktiviteye sahiptir ve bu durum
mitokondriyal kayip veya islev bozuklugu ile mitokondriyal replikasyonda bozulmalara
yol agabilmektedir (20). Mitokondriyal replikasyondaki inhibisyon sonucunda mtDNA
seviyesinde diisiis ile birlikte i¢ mitokondriyal membran elektrokimyasal potansiyelinde
(A¥m) azalmaya neden olabilir (21). Mitokondriyal membran potansiyelindeki bozulma
ve mMtDNA miktarinin azalmasi sonucunda mitotkondriyal hasarlar ve ROS (reaktif
oksijen tiirleri) ve RNS’de (reaktif nitrojen tiirleri) artiglar gézlenebilir. Tiim bu hasarlar

hiicreyi apoptoza gotiirebilir (20). TDF’nin ayrica konakg1 hiicrelerde niikleer DNA’ya



baglanarak, DNA kiriklarina yol acabilecegi bunun sonucunda da kromozom
kirilmalari, yeniden kromozomal diizenlenmeler, delesyon ve nokta mutasyonlari gibi
genotoksik etkilere neden olabilecegi bildirilmistir (22—24).

TDF ilacinin nanopartikiil formiilasyonu ile ilgili ¢alismalara dair literatiirde az
sayida makaleye rastlanmistir (2,25,26). TAF ilaci ise son ii¢ yildir klinik kullanima
baslandig1 i¢in ¢alismalar yok denecek kadar az olup sadece tasiyici formiilasyonu ile
ilgili bir c¢alisma bulunmaktadir (27). Ayrica TFV igeren TAF ilacinin eski
formiilasyonunda belirtilen hiicresel yan etkilerini izah eden ¢ok az ¢alisma
bulunmaktadir. Bu agikliga katki saglamasi amaciyla tez ¢alismamizda; TAF igeren
kitosan nanopartikiiliiniin sentezi, karakterizasyonunun yapilmasi, TAF ilact ve

kombinasyonlarinin mitotoksik/genotoksik etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hepatit B’nin Tarihcesi

Viral hepatit ilk olarak M.O. 5. yiizyilda tanimlanmistir. Hippocrates tarafindan
epidemik sarilik olarak tanimlanan hastalik 6zellikle 19 ve 20. yiizyillardaki savaglarda
yaygin goriilmiistiir (2,28). “Serum hepatit” kavramin ise ilk kullanan kisi Lurman’dur.
Lurman, 1885 yilinda insan lenfi kullanimi ile Bremen’deki 191 gemi is¢isi arasinda
hepatit salgin1 oldugunu belgelemistir. En biiyiilk serum hepatit salgin1 kaniti, 1942
yilinda, 50.000 ABD ordu personeli ve 300.000 ABD askerinin kontamine sarithumma
asis1 ile asilanmasinin ardindan sarilik ile hastaneye yatirilmasi sonucu olusmustur.
Boylece hastaligin kan yolu ile bulastigi belirlenmistir (29).

Hepatit B’nin kesfi ile giivenli ve etkili agilarin gelistirilmesi, 20. yiizyilin dikkat
¢eken basarilarindandir. Blumberg ve arkadaslari, genetik polimorfizm arastirmalari
sirasinda  Avustralyali bir aborjinin kan serumundan, agar jelde presipitasyonu
gozlemleyerek, hepatit B ylizey antijen (HBSAQ) proteinini tanimlamis ve “Avustralya
antijeni” adin1 vermislerdir. Dane ve arkadaslar1 da HBV saflastirmasi ile elektron
mikroskopunda Dane partikiilii adin1 verdikleri ti¢ proteine rastlamiglardir. Bunlar; kor
antijeni, DNA polimeraz ve viral DNA olarak tanimlanmistir (30,31).

Daha sonraki yillarda ise goniilliiler ile yapilan ¢aligmalarda, viriisiin inaktif hale
getirilmesi ile olusturulan plazma kokenli asilar ve son yillarda ise gelistirilen
rekombinant asilar sayesinde hastaligi 6nlemek iizere biiyiikk gelismeler katedilmistir

(32).

2.2. Kronik Hepatit B’nin Epidemiyolojisi

Hepatit B, karaciger lizerinde etkili olan ve hem akut hem de kronik hastalik
olusturabilen viral bir enfeksiyondur. Kronik hepatit B, en ciddi viral hepatit tiiriidiir ve
kiiresel seviyede saglik sorunu olusturmaktadir. Diinya iizerinde yaklasik 2 milyar
kisinin virlise maruz kaldig1 ve 240 milyon kisinin ise kronik hepatit B tasiyicisi oldugu
bildirilmistir (1). Her yil yaklasik olarak, 780 bin kisinin karaciger sirozu ve karaciger

kanseri gibi karaciger ile iligkili hastaliklardan 61diigii tahmin edilmektedir.



Kronik hepatit B'ye kars1 %98-100 koruma saglayabilen giivenli ve etkili bir a1
mevcuttur. Hepatit B enfeksiyonunun 6nlenmesi, kronik hastalik ve karaciger kanseri de
dahil olmak iizere komplikasyonlarin gelisimini 6nlemektedir (33).

Kronik hepatit B; Gilineydogu Asya, Cin, Sahra alti Afrika, Mikronezya,
Polinezya, Alaska, Kuzey Kanada, Gronland, Avustralya ve Yeni Zelanda’nin yerli
topluluklarinda endemiktir. Yiiksek prevalansa sahip bu bdlgelerde, popiilasyonun
%7’sinden fazlas1 kronik olarak enfekte olmaktadir. Enfeksiyon paternleri iilkeden
iilkeye, sehirden sehire, goglere gore farklilik gosterebilir. Enfeksiyonlarin ¢ogu erken
yaslarda edinilir ve kronik olma durumu yas ile ters orantilidir (34). Kiiresel niifusun
%45°1 yiiksek endemisite bolgelerinde yasamaktadir. Goriilme sikligi %2-7 olan orta
endemisite bolgelerini Dogu ve Orta Avrupa’nin giiney bolgeleri, Amazon havzasi, Orta
Dogu ve Hindistan olusturur. Diisiik endemisite bolgelerinin ise goriilme siklig1 %2’den
azdir ve Kuzey Amerika, Birlesik Krallik ve Kuzey Avrupa’nin ¢ogunlugunu igerir. Bu
tilkelerdeki kronik hepatit B, yiiksek prevalansh {ilkelerden gelen gogmenler ile onlarin

cocuklari ve cinsel risk grubu olusturan topluluklarda goriilmektedir (29) (Sekil 2.1).

O Bilgi yok.

O Cxerti bilgi yok.

O 42, digik endenisite

= 0)-5: orta endemista

= %5 10; ybsrek or:a endemizite

>%10; yiiksek endemisite

Sekil 2.1. HBsAG prevalansi (35).

ECDC (European Surveillance of Antimicrobial Consumption)’nin Eyliil 2010
raporuna gore, Avrupa llkeleri icerisinde en yliksek prevalansa sahip iilke Tiirkiye’dir.
Tiirkiye, kronik hepatit B prevalansi %2-8 arasinda bir oran ile orta endemisite bolgeleri
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icerisinde bildirilmistir (3). Ulkemizde yaklasik olarak 3 milyon kisinin HBV ile
enfekte oldugu diistiniilmektedir (36).

Endemi derecesi ile enfeksiyonun bulas yollari, sosyo-ekonomik ve Kkiiltiirel
durum arasinda yakin iliski oldugu bilinmektedir. Orta Dogu ve Akdeniz tlkelerinde
ozellikle horizontal gecis vardir (37). Tiirkiye'de yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda
HBV’nin ¢ocukluk ve genclik ¢aginda aile ve toplum i¢inde horizontal yolla alindigi,
18-20 yagslarinda ise toplumun tasiyicilik oranina ulasildigi goriillmektedir (3).

Tiirkiye’de dogu bolgelerinin prevalansi batidan yiiksektir. Eskisehir, Adana,
Erzurum ve Adana gibi illerde oldukga yiiksek oranlara ¢iktigi hatta Diyarbakir’da
HBsAg pozitiflik oraninin %10°lara ulastig1 bildirilmistir (38).

2.3. HBV’nin Yapisi

Enfekte hepatit B hastalariin serumlarinda elektron mikroskobu ile {i¢ farkli
viral yap1 gozlemlenmistir; dane partikiilii (42 nm), kiiresel yap1 (20 nm) ve filamentoz
yapidir (22 nm). Her li¢ yapida da ortak bir HBsAg bulunmaktadir. Kiiresel ve
filament6z yapilar konakgidan iiretilmis HBV genomu bulunmayan, dolayisiyla bulasici
olmayan yapilardir. Dane parcacigi ise HBV virionunu igerir ve bulasicidir. Dane
parcacigmin ¢ekirdek bolgesi niikleokapsid ile ¢evrilidir, dairesel ve kismen ¢ift zincirli
bir DNA molekiilii ile DNA polimerazi igerir. Hepatit B ylizey antijenlerini (HBsAg)
iceren lipid yapidaki zarf ve hepatit B cekirdek antijenlerinden (HBcAg) olusan
niikleokapsid bir zarf olusturulmustur (39). Kolestrolce zengin niikleokapsid zarf, viral
enfeksiyon ig¢in  gereklidir. Bu  niikleokapsid, endoplazmik retikulumdan
tomurcuklanmasi sirasinda zarf membraninda bulunan ti¢ farkli ylizey glikoproteininin
(kiigiik, orta ve biiylik glikoproteinler) diizenlenmesini indiikler (40) (Sekil 2.2).
HBsAg’nin kan serumunda alti aydan uzun kalmasi kronik enfeksiyon olarak kabul

edilir ve analiz kitleri bu antijeni saptamak iizere tasarlanmistir (41).
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Sekil 2.2. HBV partikiil yapisi (42).

2.4. HBV’nin Genom Organizasyonu

HBYV niikleokapsidi, 3.2 kb uzunlugunda, kismen ¢ift sarmalli, serbest halkasal
DNA (rcDNA) iceren bir genom tasir. Niikleokapsid, ikosahedral yapida, 27 nm
capinda, 240 tane viral kapsid proteinin birlesmesi ile olusturulmustur (40). Negatif
zincirin 5 ucuna kovalent olarak eklenmis bir viral genom ile viral polimerazin tek
kopyasini igerir. Protein kinazlar gibi bazi proteinler niikleokapsidde paketlenilir (41).
HBV genomunun ilging bir 6zelligi olarak iki zincir asimetriktir. Negatif zincir tam
boyutta olmasina karsin pozitif zincir farkli farkli uzunluklarda bulunur ve eksiktir (43).

Viral genom, dort cakisik agik okuma gergevesini (ORF’ler: S, C, P ve X)
kodlar. S ve C tek bir okuma cergevesine sahiptir ancak baslangi¢c kodonlar1 farkl
oldugu icin farkl {riinler sentezlenir. Viral yiizey proteinlerini (HBsAg) kodlayan S
ORF bolgesi, yapisal ve fonksiyonel olarak 3 farkli AUG baslangic kodonuna sahip
preS1, preS2 ve S bolgelerine ayrilir (44). Reseptor baglanmasinda ana rolii olan L
HBsAg, preS1, preS2 ve S alanlarin1 da igeren preSI mRNA ¢evirisinin bir sonucu
olarak sentezlenirken; M ve S HBsAg proteinleri, preS2/S mRNA ve S mRNA
cevirilerinin sonuglar1 olarak sentezlenir (43). HBsAg, HBV virionunun glikolize zarf
proteinidir. HBV tasiyicilarinin serumlari, asir1 miktarda enfeksiy6z olmayan kiiresel ve
tiibiiler HBsAg igerir. Bu subviral partikiiller, olgun virionlara kiyasla asir1 salgilanir
(100-100.000 kat) (45). Dane pargaciklarindan binlerce kat daha fazla olan kiiresel ve

filament6z partikiil sentezi nedeninin, bagisiklik sistemi igin bir tuzak olabilecegi,
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bdylece kronik enfeksiyon gelisebilecegi bildirilmistir (43). HBsAg sadece cccDNA'nin
mRNA'sinin dondistiiriillmesiyle degil, ayn1 zamanda entegre DNA'dan da tiretilir. Bu
durum, hastanin bulastiricilik seviyesini daha kapsamli bir sekilde anlamamiza yardime1
olabilir (45).

Cekirdek veya C geni prekor ve kor bolgelerine sahiptir. Coklu translasyonu
baslatma, S ve C genlerinin 6zelligidir. C ORF, translasyonunda kor veya prekor
bolgelerinden baslatilmasina bagli olarak viral niikleokapsid HBcAg veya hepatit B e
antijeni (HBeAg) kodlanir. Kor protein, intrinsik bir 6zellige sahiptir. Kapsid benzeri
yapt olusturmak igin kendiliginden bir araya gelebilir ve RNA baglama aktivitesine
sahip, C-ucunda bazik bir amino asit kiimesi igerir. Prekor ORF, translasyon {irliniinii
endoplazmik retikuluma yonlendiren bir sinyal peptidini kodlar, burada HBeAg’ye
dontistiirmek tlizere islenilir. HBeAg’ nin kronik enfeksiyonu baglatma etkisi belirtilse de
islevi heniiz tam olarak anlagilamamustir (41).

Polimeraz (pol), P ORF tarafindan kodlanan biiyiik bir proteindir (yaklasik 800
amino asit) ve fonksiyonel olarak ii¢ alana boliinmiistiir:

1. Terminal protein alani, eksi iplik¢igin sentezlenmesi ve enkapsiillenmesi
gercgeklestirilir.

2. Revers transkriptaz alani, genom sentezini tersine olarak katalizlendigi
alandir.

3. Riboniikleaz H alani, pregonomik RNA parcalanir ve riboniikleaz H proteini
ile replikasyon kolaylastirilir (41).

HBV X ORF, sinyal iletimi, transkripsiyonel aktivasyon, DNA onarimi ve
protein yikimi da dahil olmak iizere birgok fonksiyona sahip, 16,5 kd’lik bir protein
olan HBxAg’yi kodlar. Bu proteinin mekanizmasi ve viriisiin yasam dongiisiindeki
fonksiyonu biiyiik dlgiide bilinmemektedir. Ancak, HBxAg’nin in vivo olarak iiretken
HBV enfeksiyonu i¢in gerekli oldugu ve onkojenik potansiyeline katkida bulundugu
diistiniilmektedir (46) (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. HBV genomik yapisi (39).

2.5. HBV’nin Yasam Dongiisii ve Replikasyonu

Viral giris, hepatoseliiler tropizm ve tiir spesifitesinde énemli rol oynar, konakg1
ile etkilesimin ilk adimidir. Ayrica giris sekli, koruyucu immiin yanit ve as1 gelisimi i¢in
konaktaki notralize edici antikorlarin ana hedefidir (40). Viral giris, olgun dane
parcacigmin spesifik preS1 reseptorlerinin dis membrandaki hepatositlerin tizerinde
bulunan heparan siilfat proteioglikanlar arasinda diisiik afiniteli ve geri dontlistimli
baglanmasi sonucu bagslar (43). NTCP (sodyum taurokolat cotporting polipeptid) olarak
adlandirilan reseptor, giris reseptoriidiir. Son zamanlarda, ferritin hafif zincir (FTL) ve
yassi hiicreli karsinom antijen 1 (SCCAL), HBV-hiicre baglanmasi ve hepatositlere giris
icin yardimcr reseptorler olarak tanimlanmistir. Virtislerin giris yollarinin, hem
endositoz hem de virlis zarfinin plazma membranma flizyonu seklinde farkli
mekanizmalarla gerceklestigi ileri siirlilmektedir. Spesifik resptorlere baglandiktan

sonra virion endositoz ile hepatosite girer. Kaveolin-klatrin veya makropinozitozis

9



aracilt endositozun deneysel sisteme ve kullanilan hiicre tipine gore ortaya ¢ikabildigi
gosterilmistir.  Viral zarf, endositozdan sonra plazma membrant veya endozom
membranina kaynasarak sitoplazmaya gider.

HBV enfeksiyonunun gelisimi, endozom biyogenezinde etkili olan Rab5 ve
Rab7 (GTPazlar) gibi konake¢i faktorlerin ekspresyonuna baglidir (47). Polimeraza
kovalent olarak baglanan kismi ¢ift sarmalli rcDNA igeren viral niikleokapsid,
endositoz yoluyla hepatosit ¢ekirdegine ulasmadan 6nce sitoplazmaya salinir. Kapsidin
tasinmasi sitoplazmadaki mikrotiibiillerle kolaylastirilir. Kapsid niikleer por kompleksi
(NPC) ile rcDNA’sim1 ¢ekirdege tasir. Bu tasima kapsid proteinin C-terminalindeki
niikleer lokalizasyon sinyalleri (NLS) ve niikleer tasima reseptdrleri (importin-a ve )
arasindaki iligki ile gerceklestirilir (47).

Viral polimeraz, pozitif rcDNA zincirini tamamlar: Negatif zincirin 5' ucunda
bulunan polimeraz ve kisa RNA primeri, pozitif zincir sentezi i¢in kullanilir. Pozitif
zincir tamamlandiktan sonra, negatif zincir ile birlesir, her iki ugtan da kovalent olarak
baglanir ve kapali halkasal siiper sarmal DNA molekiilii (cccDNA) olusturulur (48).
cccDNA molekiilii histon ve histon olmayan proteinleri icerir, kromatin benzeri bir
yapida diizenlenir. Bu yapi, tiim viral mRNA'larin transkripsiyonu ig¢in sablon gorevi
goren mini kromozom olarak adlandirilir. cccDNA, tiim viral RNA sentezini ve viral
replikasyonda gerekli olan proteinlerin iiretimi igin konak¢inin hiicresel transkripsiyonel
mekanizmalarim1  kullanir.  Transkripsiyon islemi, konak transkripsiyon faktorleri
(CREB, STAT1, STAT2, vb.), kromatin modifiye edici enzimler (PCAF, HDAC1, vb.),
hepatosit niikleer faktorleri ve diizenleyici X proteini gibi faktorler tarafindan
diizenlenir. Ana 4 ORF bolgesi, viral promotor ile etkileserek viral gen ekspresyonunu
diizenler (49). Transkripsiyonun; cccDNA'nin metilasyonu, histon asetilasyonu, vb.
epigenetik mekanizmalar tarafindan da diizenlendigi Dbildirilmistir (48). Viral
MRNA'larin stabilizasyonu, islenmesi ve niikleer tasinmasi konake¢1 faktorler araciligi
ile gerceklesmektedir. HBV RNA’sinin sitoplazmaya tasinmasinda HBcAg’nin ve
protein/niikleer eksport faktor 1'in (TAP/NFX1) rol oynadigi gosterilmistir (49).

Pregenomik RNA (pgRNA) translasyonu sonucunda, niikleer protein ve viral
polimeraz sentezlenirken, diizenleyici X proteinleri ve L, M ve S zarf proteinleri
subgenomik RNA translasyonu ile olusturulur (47). Niikleokapsidi olusturan HBcAg,
genotipe gore 183 veya 185 amino asit igerir ve iki kismi1 vardir. Birinci kisim; kapsidin

kendine baglanmasi icin 149-151 amino asite sahip N-terminali icerir. Ikinci kisim; 34
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amino asit iceren C-terminal protamin alani olarak bilinir ve arjinin agisindan zengindir,
bu nedenle alana pozitif ylik saglar. Protamin alani, pregenom/HBV pol kompleksinin
paketlenmesinde gereklidir (44). PgRNA, ters transkripsiyon ile yeni DNA
genomlarinin iiretilmesi i¢in bir sablondur. Replikasyonun tamamlanmasi, g¢ekirdek
proteinleri tarafindan pgRNA'nin kapsiillenmesini gerektirir. HBV niikleokapsid
olusumu; pgRNA, HBV polimeraz ve HBcAg dimerleri ile kompleksler olusturdugu
anda baslar ve g¢ekirdek proteinin C-terminalinin fosforilasyonunu gerektirir. Boylece
defosforile yapidaki olgunlagmamis RNA igeren niikleokapsid; olgun, DNA igeren
niikleokapside doniistiiriiliir.

Negatif DNA’dan tersine transkriptaz isleminin yapilmasi i¢cin HBV pol,
pgRNA’nin epsilon bolgesine baglanarak, primer gorevi goriir ve zinciri uzatir. Sentez
tamamlaninca pgRNA sablonu, RNAz H ile parcalanir. Tamamlanan negatif zincir,
pozitif zincir i¢in sablon olarak kullanilir. Pozitif zincir genellikle tamamlanmaz ve her
virionda farkli uzunlukta bulunur.

DNA’nin olgunlagsmasi, paketlenerek sitoplazmaya tasininca gergeklesir (50).
Olgun niikleokapsidin zarflanmasi, ortamdaki viral ylizey proteinlerinin varligina
baglhdir; ozellikle L proteini gereklidir (44). Translasyon sonrasi zarf proteinleri,
endoplazmik retikulum membranmna eklenir ve liimene tomurcuklanir. Enfeksiy6z
olmayan kiiresel ve filamentdz zarf partikiilleri veya enfeksiydz olan dane partikiilleri
olarak salinirlar (50). HBV tomurcuklanmasi ve salinimi, multivezikiiler viicut yolagina
(MVB) baghdir. MVB, tasima sistemi ise ESCRT, Vps4 ATPaz ve endozomal
komplekse baghdir (51).

Viral kromozomun halkasal, kovalent bagli formu olan cccDNA, yasam dongiisii
ve enfeksiyon kaliciligi i¢in gereklidir. cccDNA, mini kromozom formunda bulunur ve
enfekte hepatositin ¢ekirdegindeki histon proteinlerine baglanir. cccDNA olusumu ve
cccDNA havuzunun biiytikliigli heniiz tam olarak tanimlanmamistir ancak immiinolojik,
virolojik, transkripsiyonel ve epigenetik faktorlerin cccDNA'y1 diizenledigi bildirilmistir
(52). Bir hiicre igin 1-50 adet cccDNA molekiiliiniin biriktigi gozlenmektedir.
Intraniikleer cccDNA’nin; hiicre ici tasima, zarf olusumu ve niikleokapsidin disariya
salinmas1 gibi olaylar arasindaki denge ile diizenlendigi bildirilmistir. Antivirallerle
kronik hepatitte tedavi basarisizligindaki temel faktér, cccDNA'nin oldukga stabil
olmasidir (49) (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. HBV yasam dongiisii (53).

2.6. HBV’nin Viral Yiikii

HBV'nin HbeAg seropozitif bireylerinin kaninda, yaklagik ml’de 108-109 viral
partikiil bulundugu bildirilmektedir. HBV DNA, akut ve kronik vakalarda kanda yiiksek
titrelerde bulunur. Genellikle tiikiiriik, meni ve vajinal sekresyonda orta derecede viral
titreler bulunur. HBV DNA'nin serum seviyeleri biiyiikk Ol¢lide viral genotipe ve
karacigerdeki sirozun karsinoma ilerlemesini belirleyen, serumdaki HBeAg miktaria

baglidir (54).

2.7. HBV’nin Genotiplendirmesi

HBYV genotiplendirmesi igin degiskenlik, 6zgiilliik, geri dondis siiresi ve maliyeti
ile 10'dan fazla farkli yontem gelistirilmistir. Bu yOntemler arasinda restriksiyon
fragman uzunlugu polimorfizmleri (RFLP), tekli genotipler i¢in spesifik primerlere
sahip PCR, bir¢gok HBV genotipi i¢in, hibridizasyon teknolojileri veya ger¢ek zamanl

kantifikasyon ve genotipleme ya da kiitle spektrometresi i¢in multipleks PCR en yaygin
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kullanilan yontemlerdir. HBV genotipleme icin altin standart yontem, tam bir genom
dizilimi ve ardindan dizi haritalanmasmin filogenetik analizidir (55-57). Sekans ve
filogenetik analiz, ayr1 ayr1 genler {izerinde, daha ¢ok zarf yiizey (S) geninde yapilabilir.
Tek tek genlerin veya smirli gen dizisinin kullanilmasmin giivenilirligi, hem analiz
edilen dizinin boyutuna hem de dizi homolojisinin derecesine bagli olacaktir. HBV
genotipi, genotipler arasindaki smirli sayida korunmus niikleotid veya amino asit
farkina dayanan diger yontemlerle belirlenebilir. Cizgi probu deneyi (LiPA)
sekanslamaya uygun bir alternatif olabilir, ancak bu yontem multipleks PCR, RFLP ve
serotipleme gibi diger yontemlerle karsilastirildiginda pahalidir. Duyarlilifa dayanarak,
mikrodiziler, RT PCR, restriksiyon fragment kiitle polimorfizmi (RFMP), seleksiyon
testi gibi diger yontemler kullanilmaktadir. HBV genotiplerinin tanimlanmasi,
enfeksiyonun kaynagini anlamak, bireysel diizeyde klinik sonuglari tahmin etmek ve

popiilasyon diizeyinde yeni viral suslarin gelisimini izlemek i¢in faydali olacaktir (58).

2.8. Kornik Hepatit B’ nin Belirtileri

Yeni doganlarda kronik hepatit B belirtisi gozlemlenemeyebilir. Belirtileri
ilerleyen yas ile dogru orantilidir. Genellikle bulanti, kusma, kabizlik veya ishal, viicutta
halsizlik, hafif ates, istah kaybi, bas agrisi, kas ve eklemlerde agri, deride kizariklik

seklindedir. Ozellikle karaciger bolgesinde yogun agr1 goriilebilir (59).

Bazi durumlarda hastalik asemptomatik ilerleyerek, tesadiifen kan testi yapilana
kadar tan1 alamayabilir. Asilanmamis bireylerin kontrol testlerini yaptirmalari
onemlidir. Clinkii tedavi edilmemis hepatit B, siroz veya karaciger kanseri gibi énemli
hastaliklara sebep olabilmektedir (39).

2.9. Kronik Hepatit B Tanisi

Kronik hepatit B’yi sadece Klinik yonleri ile diger viral ajanlarin neden oldugu
karaciger hastaliklarindan ayirt etmek oldukga zordur. Laboratuvar testleri ile tam
konulmasi gerekmektedir. Kronik hepatit B teshisi i¢in gelistirilmis birgok kan testi ile
akut veya kronik enfeksiyonlarin ayirt edilmesi miimkiin olabilmektedir.

Diinya saglik orgiitli, bulasi engellemek iizere tiim kan bagis1 yapanlarin Kronik
hepatit B i¢in kontrol edilmesini 6nermektedir (60). Kronik hepatit B’nin laboratuvar

teshisi icin HBsAg’nin saptanmasi gerekmektedir. Akut HBV enfeksiyonu ise
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immiinoglobiilin M antikorunun (IgM) ¢ekirdek antijeni ve HBsAg ile belirlenir. Ayrica
enfeksiyonun ilk donemlerinde, hastalar HBeAg i¢in seropozitfitir. Bu antijen yiiksek

viriis belirtecidir (61).

Kronik enfeksiyon genellikle asemptomatik olarak baslar ancak HBV serum
titresi 2x10%dan yiiksek olmasi ve HBsAg’nin en az 6 ay kalmas: ile karakterizedir.
HBsAg’nin uzun siireli devam etmesi, sonraki yasam siirecinde kronik karaciger

yetmezligi, siroz ve hepatoseliiler karsinom gelistirme riskini tasir (62).

2.10. Kronik Hepatit B’nin Bulasma Yollari

En sik gecis sekli yliksek endemik bolgelerdeki anneden cocuga (perinatal
transmisyon) dogum ile veya enfekte kana maruz kalinarak (yatay
transmisyon/horizontal) 6zellikle 5 yas alt1 enfekte gocuktan bir diger gocuga yayilarak
olmaktadir.

Kronik hepatit B ayrica tiikiiriik, menstruel, vajinal ve semen sivilar1 gibi viicut
stvilarina maruziyet sirasinda da bulasabilir. Kronik hepatit B nin cinsel yolla bulagmasi
ozellikle homoseksiiel erkekler veya birden fazla partneri olan heteroseksiieller ve seks
is¢ileriyle temas halinden gerceklesebilir (63).

Yetiskinlerde enfeksiyon, %5’den daha az kronik hale gegerken, bebeklik ve
erken cocukluk ¢aglarinda vakalarin %95°1 kronik hepatite yol agar. Viriisiin yayilima,
saglik bakimlar1 sirasinda enjeksiyon igneleri gibi iiriinlerin tekrar kullanimi ile ortaya
cikabilir. Ayrica, tibbi invaziv islemler, cerrahi miidahaleler ve dis islemleri sirasinda;
dévme, delme, manikiir pedikiir ve benzerinde kullanilan kesici aletlerin enfeksiyonu ile
de bulas gerceklesebilir.

HBYV, viicut disinda 7 giine kadar hayatta kalabilir. Bu siire igerisinde viriis, as1
ile korunmayan insana girerse enfeksiyona neden olabilir. Viriisiin inkiibasyon siiresi
ortalama 75 giindiir, ancak 30-180 giin arasinda degisebilir. Viriis girisinden, 30-60 giin
icerisinde tespit edilebilir ve kronik hepatit B’ye doniisebilir (60).

2.11. Kronik Hepatit B Tedavisi

Amac:
Kronik hepatit B tedavisindeki amag; virlis replikasyonunun tamamen

bastirilmasidir. Nihai hedef siroz, karaciger yetmezligi ve kanser gelisimini 6nlemektir.
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Kronik hepatit B'nin yonetimine yonelik 2000 ve 2006 yillarindaki NIH
(National Institute of Health) konferanslarinda, kronik hepatit B'nin antiviral tedavisine
verilen yanitlarin biyokimyasal, virolojik, histolojik ve siirekli tedavi disinda primer
yanitsizlik, atilim ve niiksiin standartlastirilmis tanimlar1 onerilmistir. Bu kapsamda
tedavinin cevabi i¢in, serum ALT normalizasyonu, serum HBV DNA seviyesinin
azalmasi, anti-HB saptanabilmesi, HBeAg kaybi1 gibi parametrelerin degerlendirilmesi
ve karacigerin histolojik olarak incelenmesi gerekmektedir.

Tiim Hepatit B hastalar1 tedavi gerektirmez, tedaviden en fazla faydayr gorecek
hastalar1 belirlemek iizere klavuzlar diizenlenmistir. Amerikan Karaciger Hastaliklari
Calisma Dernegi (AASLD) tedavi klavuzlarina gore; DNA >105 kopya/mL ve ALT.2 X
ULN (normalin st smir1) icin tedavi Onerirken buna karsilik, Avrupa Karaciger
Aragtirmalart Dernegi (EASL) kilavuzlari; HBV DNA >104 kopya/mL olanlara tedavi
onermektedir. Asya Pasifik Karaciger Caligmasi Dernegi (APASL) kilavuzlari; HBeAg-
pozitif ve HBeAg-negatif hastalarda ALT.2 x ULN ve HBV DNA >105 veya >104
kopya/mL olanlar igin tedavi &nermektedir. Immiin sistemi baskilanmis veya
kemoterapi goren hastalar icin, viral yiikk veya ALT seviyelerinden bagimsiz olarak
onleyici tedavi onerilmektedir (64).

Tedavi protokollerinde interferonlar (IFN) 6nceden tanimlanmis siireler boyunca
uygulanirken, niikleotid analoglari genellikle belirli u¢ noktalara ulasilana kadar
uygulanmaktadir. Tedavi yaklasimindaki bu farklilik, IFN-'nin ek immiin modiilator
etkileri ile ilgilidir. HBeAg-pozitif hastalar i¢in; HBeAg sero-konversiyonu
saglandiktan sonra tedavi kesilirse, halihazirda onaylanmis tedavilerle viral supresyon
stirdiiriilebilir. HBeAg-negatif hastalar icin ise; HBV DNA bir yildan uzun bir siire
boyunca PCR testleri ile tespit edilemeyen seviyelere bastirilmis olsa bile niiks siktir; bu

nedenle, tedaviyi durdurmak i¢in son nokta belirsizdir (4,65).

2.11.1. interferon Tedavisi

IFN-ler; antiviral, antiproliferatif ve immiinomodiilator etkilere sahiptir. IFN-nin
HBV replikasyonunun baskilanmasinda ve karaciger hastaligmnin remisyonunun
uyarilmasinda etkili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, etkinligi yliksek oranda
sec¢ilmis hastalarin kiiciik bir ylizdesi ile sinirlidir.

Pegile Interferon alfa (pegIFN-): PegIFN- daha uygun uygulama ve daha uzun
stireli viral supresyon avantajlarina sahiptir. Klinik arastirmalar, pegIFN-nin etkinliginin

standart IFN- ile benzer veya biraz daha iyi oldugunu gostermektedir (65).
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Interferon tedavisi, HBeAg miktarina gére 6-12 ay gibi kisa bir donem igin
uygulanir. Bu, biiyiik bir avantajdir. Ayrica, immiin sistemi de etkileyerek, HBsAg ve
HBeAg miktarinda antiviral ilag¢ tedavisine oranla daha fazla diisiis saglar. Ancak, HBV
DNA miktarim1 azaltmadaki etkisi bu kadar bagarili degildir. Antivirallerin baskilamasi
ile kiyaslanamaz.

Interferon tedavisinin enjeksiyon islemi ile uygulanmasi ve yan etkilerinin
olmasi, kullanimini sinirlamaktadir. Tedavi sonras1 grip benzeri semptomlar, 16kopeni,
anemi ve trombositopeni goézlemlenebilir. Uzun siire kullanimi sonucunda tiroid
bozukluklari, depresyon vb. psikiyatrik problemler ve sa¢ dokiilmesi de goriilebilir.
Cinsiyetin kadin olmasi, diisik HBV DNA seviyesi, yiiksek ALT seviyesi ve
karacigerdeki yiiksek inflamasyon gibi faktorler pegile interferon tedavisi tercihini
artirmaktadir (66).

2.11.2. Niikleot(z)id Analoglar ile Tedavi

Niikleot(z)id Analoglarmin Etki Mekanizmalari: Niikleot(z)id analoglari, viral
polimerazin aktivitesini inhibe eder. Kullanilan ilaca bagli olarak; inhibitorleri aktive
edebilir, ters transkripsiyonu, viral (-) DNA zincir sentezini veya (+) DNA zincir
sentezini etkileyebilirler (67). Ancak, bu ilaglarin higbirisi RNazH aktivitesini
hedeflemez.

NRTI grubu ilaglardan lamivudin, viriisiin ters transktiptaz aktivitesini inhibe
ederken; levudinin viriisin hem (-) hem (+) iplikli DNA sentezini etkiledigi
gosterilmistir (68). Adefovir ve tenofovir ilaglar ise; revers transkripsiyonu ve viral (-)
DNA zinicirinin uzamasini durdurdugu gosterilmistir (69). Entekavir; hem (-), hem de
(+) DNA zincirinin sentezini inhibe ederken, telbivudin ise ti¢ enzimatik aktiviteyi de
inhibe etmeyi hedefler (70). In vitro ¢alisma sonuglari ilaglarin kombine kullanuinmda,
bagka mekanizmalarin da etkilenerek viral inhibisyon etkinliginin arttigin1 gostermistir
ancak bu durumda baskin ilacin hangisi oldugu belirlenememektedir (71). Tim
niikleot(z)id analoglar1, viral DNA’daki hiicre i¢i niikleotid dahil edilmesi ile rekabet
ederek calistigt icin kompetitif polimeraz inhibitorleridir. Ayrica zincire dahil
olduklarinda, bir sonraki niikleotidin viral DNA zincire eklenmesini 6nleyerek de DNA
sentezini sonlandirabilirler. Niikleot(z)id analoglarmin viral polimeraz aktivitesi
tizerindeki etkisi, enfeksiyoz viral partikiillerin iiretiminin azalmasini saglar ve bdylece

virtisle enfekte olmus hepatositlerin yayilmasi sinirlanir (72).
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Giliniimiizde kronik Hepatit B tedavisi i¢in onaylanmis {i¢ niikleozid analogu
(lamivudin, telbivudin, entekavir) ve iki niikleotid analogu (tenofovir ve adefovir) dahil

olmak tizere bes niikleot(z)id analogu vardir (73). Yapilar1 Sekil 2.5°de gosterilmistir
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Sekil 2.5. Antiviral niikleot(z)id analoglarinin kimyasal yapis1 (73).

Lamivudin

Lamivudin, kronik hepatit B tedavisi i¢in mevcut ilk oral niikkleot(z)it analogudur
ve 1998 yilinda giinlilk 100 mg tedavi Onerisi ile onaylanmistir. Lamivudin bir sitidin
analogudur ve viral DNA'ya katilmak {izere yaristiktan sonra zincir sonlandirici olarak
hareket ederek aktif metabolitlerine fosforile edilir. Lamivudin, ALT ve HBeAg
serokonversiyonunun normallestirilmesinde, HBV DNA'sinin baskilanmasinda ve
fibrozisin tersine ¢evrilmesinde etkilidir (74). Ek olarak, lamivudinin sirotik hastalarda
karaciger dekompansasyonu ve HCC dahil komplikasyon oranini azalttig1 gosterilmistir.

Tedavisi olmayan hastalarla karsilastirildiginda, lamivudinin en biiyiik dezavantaji ilag
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direng¢ mutasyonlarinin yiiksek oranda olmasidir, kullananlarin %76's1 sekiz yillik
tedaviden sonra genotipik dirence sahip olabilmektedir (75).

Adefovir

Adenozin monofosfatin bir niikleotid analogu olan Adefovir, giinde 10 mg doz
ile kronik Hepatit B tedavisi i¢in 2002 yilinda onaylanmistir. Iki biiyiikk Faz III
calismasinda, Adefovir, plasebo ile Kkarsilastirildiginda histolojik, virolojik ve
biyokimyasal parametreleri 6nemli Ol¢iide iyilestirdigi gosterilmistir (76). Bununla
birlikte, 10 mg doz yetersizdir ve viral baskilama orani nispeten yavastir.

Adefovirin avantajli 6zelliklerinden biri, lamivudine diren¢li mutantlara karsi
etkinligidir. Ancak Adefovir, doza bagli nefrotoksisite ile iligkilendirilmistir. HIV ile
enfekte hastalarda kullanim i¢in ilk gelisme, yiiksek dozlarda gozlenen yiiksek renal
toksisite oran1 nedeniyle terk edilmistir (77). Kronik Hepatit B hastalarinda ise daha
diisiik bir doz kullanilir. Nefrotoksisite genellikle serum kreatinininde hafif bir artig ve
serum fosfat seviyelerinde bir azalma olarak kendini gosterir. Bu genellikle tedaviye
baslandiktan 4-12 ay sonra ortaya cikar ve ila¢ kesilmesi ile geri doniisliidiir, bunun
yaninda mitokondriyal DNA'nin tiikkenmesi ve proksimal tiibiillerde ilaca direncli
proteinin ekspresyonunda degisiklik oldugu diisiiniilmektedir (72).

Entekavir

2005 yilinda Lamivudine direncli kronik Hepatit B tedavisi i¢in sirasiyla giinde
0,5 mg ve 1 mg dozlari ile onaylanmistir. Entekavir, hiicre i¢i fosforilasyona ugrayarak
aktif 5’ trifosfat metabolitine doniisen, guanozin analogudur. Dogal substrat
deoksiguanozin trifosfat ile rekabet eder ve HBV DNA polimerazi inhibe eder. In vitro
caligmalar, Entekavirin, pregenomik RNA’nin ters transkripsiyonunu iceren HBV DNA
polimeraz primerini de inhibe ettigini gdstermistir (78). Zorunlu zincir sonlandiricisi
olan diger niikleot(z)id analoglarinin aksine, entekavirdeki aktif kisim zincir
sonlandirilmasindan once birka¢ ek niikleotidin eklenmesine izin veren 3°’OH grubu
icerir. Boylece entekavir zorunlu olmayan bir zincir sonlandiricisidir. Lamivudin ile
karsilastirildiginda, entekavir in vitro viral DNA replikasyonunu azaltmada otuz ila iki
yiiz Kat etkinlik gostermistir. Entekavirin lamivudin ile karsilastirildig1 erken bir Faz 11
calismasinda, entekavir ile tedavi edilenlerde daha yiiksek virolojik baskilama oranlar
gozlenmistir. Entekavirin baski direnci yliksektir. Hastalarda direng gelisimi nadirdir

(79).
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Telbivudine

2006 yilinda, giinlik 600 mg olacak sekilde kronik hepatit B tedavisi i¢in
onaylanmistir. Timidinin sentetik L-niikleozid analogudur. L-Niikleosidler, dogal
niikleosidlere kiyasla sitokiyometrik konfigiirasyonlarinda, sekerleri ve baz parcalar1 D-
konfigiirasyonunda degil de L- konfigiirasyonunda diizenlenmis olarak farklilik gosterir.
Telbivudin, hiicresel kinazlar ile fosforile edilir ve aktif formu, timidin 5’triposfat ile
rekabet edereck HBV DNA polimerazi inhibe eder. Telbivudinin DNA’ya dahil edilmesi,
erken zincir sentezi sonlandirmasina yol agar (80).

Telbivudinin, HBV'ye karsit lamivudinden daha giiclii oldugu gosterilmistir.
Erken bir Faz IIb ¢alismasinda, telbivudin lamivudin ile karsilastirildiginda 6nemli
Olciide daha fazla virolojik ve biyokimyasal yanit gdstermistir. Cift kor Faz III
calismasinda, telbivudinin HBV azaltma ve baskilamada, lamivudinden daha diisiik ilag
direnci oranlar1 ile Ustiin oldugu gosterilmistir. Telbivudinle tedavi edilen HBeAg
pozitif hastalarda lamivudin ile tedavi edilenlere kiyasla daha yiiksek terapotik ve
histolojik yanit da gdzlenmistir.

Telbivudinin, Faz IllI'de 560 kisi ile yapilan bir ¢alismada, 2 yillik tedaviden
sonra lamivudin ile karsilastirildiginda ciddi (3 veya 4. derece yiikseklikte) kreatin
fosfokinaz yilikselme insidansina sahip oldugu goriilmiistir. Bu olgularin ikisinde
miyopati de bildirilmistir (72). Telbivudin ile tedavi edilen 105 hastanin bagka bir
caligmasinda en sik goriilen yan etkiler miyalji ve genel halsizliktir. Bu nedenle
telbivudin ile tedavi edilen hastalarda kreatinin fosfokinaz diizeylerinin ve kas-iskelet
sistemi semptomlarinin diizenli olarak izlenmesi Onerilmektedir. Telbivudin kaynakl
miyopati ve ndropati mekanizmasi belirsizligini korumaktadir. In vitro galigmalarda,
fosforilasyondan sonra telbivudin tarafindan insan polimeraz o, P, veya y nm
inhibisyonu ve mitokondriyal toksisite kanit1 gézlenmemistir (67).

Klevudin

Klevudin, timidin analogudur ve bu nedenle yapisal olarak telbivudine benzer.
Klevudinde, telbivudinde bulunan hidrojen yerine furanoz kisminin iizerinde 2’
konumunda bir floriir grubu mevcuttur. Aktif trifosfat metabolitine kadar kademeli
olarak fosforilasyona ugrar. Sadece 6 aylik tedaviyle yapilan iki Faz III calismasina
dayanarak, 2006 yilinda Giiney Kore'de ve 2009 yilinda Filipinler'de tekrar

onaylanmistir. Onerilen etki mekanizmasinda, HBV DNA polimeraz, ters transkriptaz
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ve dontisiimiinii hedeflenmektedir. cccDNA'da kismen bir azalma goriiliir ve ilacin uzun
yar1 omrii ile birlikte tedavi sonrasinda etkisi devam edebilmektedir (81).

Tenofovir

Tenofovir (TFV), ilk olarak 1993 yilinda 2,6-diaminopurin ile birlikte bir anti-
HIV ajani olarak (R)-PMPA [(R) -9- (2-fosfonilmetoksipropil) adenin] ad1 altinda tarif
edilmistir. Bir antiretroviral ajan olarak (R) -PMPA'nin azidotimidinden (AZT) ¢ok
daha etkili oldugu 1995 yilinda Tsai ve arkadaslar1 tarafindan Rhesus macacus
maymunlarinin - SIV  (Simian immiin yetmezlik viriisii) enfeksiyonu sonrasi
gosterilmistir (82).

(R)-PMPA'nin oral biyo-yararlanimmi saglamak i¢in bis (izopropil-
oksikarboniloksimetil) esteri tasarlanmistir ve TFV’nin bu diesteri daha sonra TDF
(Tenofovir Disoproksil Fumarat) olarak fumarat ile formiile edilmistir (83) (Sekil 2.6).
Viread firmasi ile ilag 2001 yilinda, HIV enfeksiyonlarinin tedavisi ig¢in ve 2008'de ise
hepatit B virlisii (HBV) enfeksiyonlarinin tedavisi igin pazarlanmak iizere FDA
tarafindan onaylanmigtir (9).

Tenofovir, adenozin 5’-monofosfatin asiklik niiklozid fosfonat bir analogudur.
Oral 6n ilag formu ise ilk olarak TDF’dir. TDF, hiicre i¢i yar1 omrii ve zayif biyo-
uyumu ile gelistirilmeye agiktir (10).

TDF’nin kullanim sekli giinde 245 mg seklindedir. TDF olarak alindiktan sonra
adenozin 5’monofosfata ve ardindan asiklik analogu TFV’ye hidroliz edilir. Hiicre i¢ine
giren TFV, timidin kinaz, timidilat kinaz ve niiklozit difosfat kinazlar ile ardigik {i¢
fosforillenme gegirerek aktif formu olan trifosfat haline doniisiir. Bu yap1, HBV ve HIV
viral RNA replikasyonu sirasinda revers transkriptaz enziminin substrat baglanma
bolgesine baglanarak kompetitif olarak inhibe eder. Boylece bir zincir sonlandiricisi

olarak etki gosterir (82).

20



Tenofovir

NH,
a9
(0]
N N) (lzl) J\
PN
o P—0~ ~0~ o H CO,H
I\r \/l . \E::C
HO_ 0O /
3

Sekil 2.6. TFV ve TDF’nin yapis1 (84).

Tenofovir Alafenamide (TAF)

TAF ilaci, Nisan 2017°de kronik hepatit B tedavisi protokoliine eklenmistir (11).
TAF, HBV ters transkriptaz niikleotid inhibitérii TFV’nin oral fosfonoamidat &n
ilacidir. TAF, pasif difiizyon ve hepatik alim tasiyicilar1 OATP1IB1 ve OATP1B3
yoluyla primer hepatositlere girer. Hepatositlerde, TAF'mm TFV-Ala'ya doniisiimii Ces 1
karboksilesteraz tarafindan yonlendirilir. TAF, Cat A (PBMC'ler) veya Ces 1 (karaciger
hiicreleri) tarafindan TFV-Ala'ya doniistiiriildiikten sonra, lizozomlarda asidik hidroliz
ile TFV'ye hidroliz edilir. TFV, adenilat kinazlar (AMP kinaz) tarafindan TFVp'ye ve
NDP kinazlar tarafindan TFVpp'ye fosforile edilir (12). TFVpp, TDF i¢in oldugu gibi
TAF'in da nihai aktif metabolitidir (13) (Sekil 2.7).

Tenofovir difosfatin HBV DNA'ya HBV ters transkriptaz tarafindan eklenmesi
HBV replikasyonunu inhibe ederek DNA zincirinin sonlandirilmasina yol acar. DNA
ters transkriptazinin TFVpp tarafindan inhibisyonu, HBV ve insan immiin yetmezlik
viriisit (HIV-1 ve HIV-2) igin spesifiktir (85).
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Sekil 2.7. TAF’1n hiicre i¢in metabolize edilmesi (86).

Tedavinin 4. haftasinda TAF’1n degerlendirilen tiim dozlarda (8, 25, 40 veya 120
mg) TDF’nin klinik dozu (300 mg) ile HBV DNA seviyelerini benzer bir dereceye
diisiirdiigii bulunmustur. HBV enfeksiyonunun tedavisinde TAF'in klinik gelisimi i¢in
25 mg'lik doz segilmistir. Bu dozda TAF, Avrupa ilag Ajansi tarafindan kronik Hepatit
B tedavisinde pazarlama i¢in dogrulanmistir (9).

Orijinal TDF versiyonu giinde bir kez 300 mg'lik bir dozda gelistirilmistir.
Miiteakip on ila¢ formiilasyonu olan TAF ise, Kuzey Amerika ve Avrupa'da gilinde bir
kez 10 veya 25 mg'lik dozlarda baslatilmigtir. TAF'mn farmakokinetigi, TDF'ye kiyasla
fosforile kisim Tenofovir difosfatin alt1 buguk kat daha fazla hiicre i¢i konsantrasyonuna
ve TFV’nin %91 daha diisiik serum konsantrasyonuna yol acar (14-16). Bu
farmakokinetik farkliliklar g6z Oniline alindiginda, TAF dozu c¢ok daha diisiik
olabilmektedir; giinde bir kez 25 mg TAF dozu, tenofovir plazma seviyeleri agisindan
giinde bir kez 300 mg TDF'ye biyo-esdegerdir. Yaklasik on katlik fark ile toksisitenin
de orantili olarak azabilecegi diisiiniilmektedir (17). Farmakodinamik ¢aligmalar, TAF
tarafindan tretilen plazmada daha diisiik Tenofovir konsantrasyonlarinin, yan etkiler
i¢in daha olumlu olabilecegini diisiindiirmektedir. Ornegin bobreklerde ve kemiklerdeki
hedef disi yan etkilerde azalma gosterilmistir. Dolayisiyla iyilestirme etkinligi
bakimindan TAF’ 1n TDF’ye gore daha tolere edilebilir potansiyele sahip oldugu tahmin
edilmektedir (16).
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TAF, in vitro renal tasiyiciya bagl sitotoksisite gdstermemistir ve potansiyel
olarak gelismis bir renal giivenlik profiline sahip oldugu gézlemlenmistir. TDF’den
farkli olarak; TAF, OAT1 ve OAT3 bobrek tasiyicilan ile etkilesime girmemektedir,
insan bobrek tiirevinden kiiltiire hiicrelerde null mutant1 i¢in TAF’mn hiicre ici
birikiminde higbir fark gorilmemistir. Aksine, TDF plazmada hizla tenofovire
dontstiirtiliir ve bobrek tasiyicilart OAT1 ve OAT3 (proksimal tiibiil hiicrelerinde segici
olarak ifade edilir; PTC'ler) tarafindan sistemik tenofovirin aktif olarak alinmasi,
PTC'lerde doza bagli olarak birikmeye yol agar (87). TDF ile iliskili renal toksisiteden
sorumlu mekanizma biitiin yonleriyle bilinmemekle birlikte, vaka ¢alismalarindan elde
edilen sonuglar, proksimal tiibiiler toksisitenin potansiyel bir patojenik mekanizma
olabilecegini diisiindiirmektedir (88) (Sekil 2.8.).

Tenofovir difosfat, in vitro mitokondriyal toksisite kaniti olmaksizin,
mitokondriyal DNA pol y dahil olmak {izere memeli DNA polimerazlarinin zayif bir
inhibitoridiir (85,89).

TDF'ye benzer sekilde, TAF’a da ilag direnci ¢ok az veya ihmal edilebilir bir
diizeyde olusmaktadir ve TDF'ye kiyasla daha diisiik TAF dozu g6z 6niine alindiginda,
ilag direncinin daha da azalmasi muhtemeldir. Wyatt ve Baeten, TAF’in tedavide baska
bir evrime sebep olduguna, yani Omiir boyu kullanim i¢in tasarlanmig rejimlere,
maksimum baglanma ve minimum toksisite elde edebilecegine dair veriler
sunmuslardir. Bu durum, TDF ile iliskili bobrek hastaligi riski ve kemik mineral

yogunlugu degisiklikleri gibi yan etkiler nedeniyle TAF'a gegisi gerektirecektir (85).
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Sekil 2.8. TAF veya TDF’den gelen TFV nin aktif renal eliminasyonu (87).

2.11.3. Niikleot(z)id Analoglarinin Genetik ve Mitokondriyal Toksisite

Uzerine Etkileri

Niikleot(z)id analoglarinin ¢ogu HBV polimerazin aktivitesini inhibe ederken
insan gen replikasyonu ve onarimindan sorumlu olan niikleer DNA polf’yt da zayif
seviyede inhibe ederler. Bununla birlikte, bu ajanlarin bazilari, mtDNA poly’ya karsi
diisiik seviyede aktiviteye sahiptir ve mitokondriyal kayip veya islev bozuklugu ile
mitokondriyal replikasyonda bozulmaya yol agabilirler. Hiicrelerdeki mitokondrinin ana
islevi, yag asitlerini oksitlemek ve adenozin trifosfat1 (ATP) elde etmektir. Fizyolojik
kosullar altinda, sitokrom oksidazlar gibi mitokondriyal enzimler tarafindan yonetilen
oksidasyon ve fosforilasyonun siki baglantisi vardir. Mitokondri ayrica, liretim ve hiicre
i¢ci antioksidan savunmalar1 arasinda dengesizlik varsa oksidatif strese yol acabilen

reaktif oksijen tiirlerini iretir (90). mMtDNA poly'nin, niikleot(z)id analoglari tarafindan
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inhibisyonu; oksidatif fosforilasyonda bozulma ile hiicre ici mtDNA seviyelerinin
tilkenmesine yol agabilir. Mitokondriyal toksisitenin klinik belirtileri etkilenen dokuya
bagh olarak degisir ancak mitokondriyal toksisite ile ilgili olarak; miyopati, néropati,
hepatik steatoz, pankreatit, makrositoz, hiperlaktemi, laktik asidoz ve nefrotoksisite
geligebilir (91). Kronik hepatit B i¢in tedavi edilen hastalarda mitokondriyal toksisitenin
en belirgin 6rnegi, simdi terk edilmis ajan olan fialuridin (FIAU) ile ortaya ¢ikmistir. Bu
niikleozid analogu ile 8-10 haftadan uzun bir siire tedavi sonrasi; laktik asidoz, hepatik
steatoz, pankreatit, ndropati, miyopati ve geri doniislimsiiz karaciger yetmezligi ile
ilerlemis klinik sonuglara yol agmustir (92). Sonraki calismalar, FIAU'nun insan
mtDNA'sina etkili ve geri dondiiriilemez sekilde dahil edildigini gostermistir (93).

HIV ve HBV enfeksiyonlarinin tedavisi igin onaylanan yedi antiretroviral ajan
arasinda, dideoksiniikleozidlerin mtDNA poly’lart hem in vitro hem de in vivo olarak
inhibe ettigi gosterilmistir. Ancak yas, cinsiyet, genetik, tibbi ko-morbiditeler ve
beslenme durumu gibi diger konak kofaktorleri mitokondriyal toksisite riskini ve
belirtilerini etkileyebilir (90).

NRTT'larin neden oldugu yan etkilerin ¢ogunun mitokondriyal disfonksiyonun
sonucu oldugu kabul edilmektedir. Buna karsin, NRTI'larin mitokondriyal fonksiyonu
etkileyebilecegi mekanizmalar baslangigta diisiiniilenden daha karmasiktir. ilk
arastirmalar NRTI'larin mtDNA replikasyonunu inhibe edebilecegini ve bdylece
mtDNA tiikenmesini ve OXPHOS bozulmasini indiikleyebildigini gdstermistir. Ancak,
NRTI'larin  mtDNA kopyalarinin  sayisini  icermeyen mekanizmalar araciligiyla
OXPHOS'u veya mitokondri i¢indeki diger metabolik siireci etkileyebilecegine dair
artan kanitlar da bulunmaktadir. Bu zararli etkilerin bazilari, hiicre metabolizmasi ve
farkli dokulardaki hiicre canlilig1 iizerinde 6nemli sonuglara yol agabilir (94).

NRTT’larin mitokondriyal toksisite disinda niikleer genom {iizerinde de toksik
etkisi oldugu diisiiniilmektedir. 1994 yilinda Gonzales ve arkadaglari, 1997 yilinda
Olivero, 2001 yilinda Aruna ve 2007 yilinda da Von Tungeln ve arkadaslari; NRTI’larin
hiicre kiiltiirlerinde ve hayvanlarda mikroniikleusu indiikledigini gostermislerdir (95—
97). Bir diger benzeri ¢alismada; Wutzler ve Thust, NRTI grubu AZT’nin insan
periferik kan lenfositlerinde Mn olusumunu artirdigini bildirmislerdir. 2007 yilinda,
Olivero bir diger ¢alismasinda, NRTI’larin kiiltiirlenmis hiicrelerde kromozomal
anormallikleri (KA), kardes kromatid degisimini (KKD) ve telomer kisalmasini

indiikledigini gostermistir (98). Bayram ve arkadaslart diger bir NRTI ilag grubu;
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Lamivudin’in in vitro ¢alismasinda, insan periferik lenfositlerinde KKD, KA ve Mn
olusumunun zayif bir indiikleyicisi oldugunu bildirmislerdir (99). Philips ve arkadaslari,
cesitli antiretroviral ajanlarin, fare kemik iligi hiicrelerinde Mn olusumunu
indiikledigini gostermislerdir. Goriildiigii iizere NRTI grubu ilaglarin; Mn, KA ve KKD
olusumu gibi genotoksik potansiyele sahip olduklarini bildirilen bir¢ok c¢alisma
mevcuttur. Tedavideki nihai hedef, en az yan etki ve direng gelistiren, ancak en fazla

viral diististi saglayabilen ilaca ulasmaktir (23).

2.12. ila¢ Tasimim Sistemi: Kitosan

Polimerik nanoparcaciklar dahil olmak iizere ila¢ tasinim sistemleri, antiviral
ajanlarin verilmesi i¢in en umut verici alternatiflerden biridir ve kapsamli bir sekilde
arastirilmaktadir. Bu polimerik nanopartikiilat sistemleri uygunlugu nedeniyle ilag
verme sistemlerinin tasarimi i¢in en popiiler dogal polimerlerden biridir (100).

Kitin, diinyanin en bol bulunan ikinci dogal polimerdir ve yengeg, karides gibi
kabuklu canlilarin kabugundan elde edilir. Kitosan, deasetilasyon islemiyle kitinden

yapilan bir polimerdir (Sekil 2.9) (101).
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Sekil 2.9. Kitinden kitosan eldesi (102).

Birkag saflastirma islemi ile kitosan elde edilebilir. Demineralizasyon,
deproteinizasyon ve renk giderici islemler, kitin deasetilasyon reaksiyonundan once
yapilir. Amino gruplarinin sayist asetil gruplarinin sayisindan fazla oldugunda, bu yeni

polimere kitosan denir. Kitosan, deasetilasyon derecesine gore yar1 kristal bir
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polimerdir; deasetilasyon derecesi %0 - 100 arasinda degisebilir. Deasetilasyonun orta
derecesinde, kristallik de azalir, bu da biyolojik bozunma hizinda artisa neden olur. Bu
Ozelliklerin disinda Kitosan; antitiimoral, antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteler
gosterir. Bu ozellikleri nedeniyle kitosan ¢esitli biyomedikal miihendisligi uygulamalari
icin 6nemli bir aday haline gelir (101). Yara iyilestirme, iskele ve doku miithendisligi,
ilag dagittimi vb. gibi ¢esitli alanlarda uygulamalar1 vardir. Kitosan ve tiirevlerine
yonelik ¢aligmalar artarak devam etmektedir (103).

Kitosan ile ilgili ila¢ tasinim ¢alismalart 1990'larin baslarinda baslamustir,
biyolojik olarak ¢oziinebilir ve biyo-uyumlu tek katyonik polimer oldugu igin yillar
icinde daha fazla ilgi gérmiistiir (104).

Kitosan katyonik dogasi geregi ila¢ tasimim sistemi i¢in olduk¢a uygundur;
kitosanin biyo-uyumluluk ve biyo-¢oziinlirligii ilag verme sisteminin terapotik
etkinligini arttirir. Kitosan tasiyicilar, tabletler, mikropartikiiller, miseller, hidrojeller,
nanopartikiiller gibi farkli formlarda iretilebilir ve bunlar farkli yollar i¢in enjekte
edilebilir veya implante edilebilir (100).

Kitosan bazli ilag verme sistemleri ile anyonik veya notr ilaglarin kontrollii
salmimi saglanabilir (104). Kitosan katyonik dogasi nedeniyle mukoadhesif 6zellik
gosterir ve mukus tabakasi anyonik 6zellik gosterdiginden, kitosan mukus tabakasi ile
kolayca etkilesir boylece kitosan tastyicilarinin kalis siiresi 6nemli dl¢lide artar. Bu,
sistemin biyo-yararlanimini ve terapotik etkinligini arttirir (103). Yine kitosan katyonik
yapist sayesinde gen verme sistemleri i¢in de uygundur. Niikleik asitleri zorlu
ortamlardan korur ve bir¢ok ¢alisma, kitosan tasiyicilarin gen ekleme uygulamalari
icin umut verici oldugunu géstermistir. Kitosan tasiyicilari, katyonik kitosan ve negatif
yiiklii hiicre zar1 arasindaki etkilesime bagli olarak gecirgenligi arttiric1 etkiye sahiptir

(104).

2.12.1. TAF’mn Kitosan ile Enkapsiilasyonu

Kitosanin nanopargacik olarak sentezinde basit oldugu igin siklikla iyonik olarak
capraz baglama islemi tercih edilir. Organik ¢oziicliler ve zorlu deney kosullar
gerektirmez, 100 nm'den kii¢lik nanopartikiiller oda sicakliginda vorteks karistirici ile
kolayca sentezlenebilir. Ayrica, bu sentez yontemi herhangi bir toksik ¢apraz baglayici
gerektirmez ve deneyler ¢ok kez tekrarlanabilir (105). Bu yontemde, pozitif yiikli
kitosan zincirleri, kuvvetli karigtirma altinda negatif yiiklii capraz baglayici

(tripolifosfat veya TPP) ile elektrostatik olarak etkilesir. Pozitif yiiklii kitosan ve negatif
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yiiklii TPP molekiilleri arasindaki etkilesim, bir saat i¢inde elektrostatik komplekslerle
sonuglanir (106).

Niikleot(z)id analoglarindan olan TFV’nin yeni versiyonu olan TAF, suda
¢Oziinebilen, kiiciik molekillii bir ilagtir, yapisinda igerdigi fosfat gruplar1 ile NaOH
solisyonunda negatif yiikle yiiklenir. Elektrostatik kuvvetler aracilifiyla kitosanla
etkilesimi kolaydir. Dolayisiyla kitosan nanopartikiilleri TAF i¢in kontrollii ilag tastyici
sistem olarak tercih edilebilir.

Literatiir genis kapsamli incelendiginde TFV’nin 6nceki oral 6n ilag formu olan
TDF igeren polimerik veya lipid temelli formiilasyonlarin hazirlandigi, karakterize
edildigi, in vitro ilag salinim ve muko-adezyon testlerinin arastirildigi goriilmistiir.
Yapilan bir ¢alismada iyonik ¢apraz baglanma metodu kullanilarak TFV igeren kitosan
nanopartikiilleri hazirlanmistir. Calisma ekibi, kimyasal ¢apraz baglama ile
karsilastirildiginda, iyonik c¢apraz baglanmanin (iyonik jelasyon), basit ve tehlikeli
organik c¢oziiciiler kullanmadan, yumusak kosullar altinda gergeklestirildigi igin
avantajli bir metot oldugunu bildirmislerdir. Boylece, kovalent olarak ¢apraz baglanmis
kitosana kiyasla iyonik jelasyon yontemiyle hazirlanan kitosan nanopartikiillerinin daha
iyi  biyo-uyumluluk  gdsterdigi ve potansiyel toksisitenin  azaltilabildigini
gdstermiglerdir. [n vitro salimmi, sitotoksisite testleri ve muko-yapiskan deney
sonuglari, kitosan nanopartikiillerinin; kontrollii salim, non-toksik (vajinal epiteliyal
hiicre hatt1 ve L. Crispatus i¢in) ve biyo-adeziv antiviral ilag (TFV gibi) tasima sistemi
i¢cin uygun bir malzeme potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Sonug olarak, biiyiik
boyutlu, kitosan nanopartikiilii ile kaplanmis TFV’nin, HIV transmisyonunun énlenmesi
icin umut verici formiilasyonlar oldugu yazarlar tarafindan rapor edilmistir (107). Meng
ve arkadaslari, yaptiklar1 bir ¢aligmada, tiyol-modifiyeli kitosan nanofiberlerinin diisiik
molekiil agirlikli ve suda yiiksek c¢oziiniirliige sahip bir ila¢ molekiilii olan TFV'nin
enkapsiilasyon etkinligini, mukoadesiv ve in vivo uyumlulugunu artirabilecegini
hipotezlemislerdir. Bu baglamda, tiyol-modifiye kitosan/polilaktik asit/poli (etilen oksit)
nanofiberlerin koaksiyel elektrospinning teknigi ile hazirlamiglardir. Hazirlanan
nanofiberlerin morfolojisi, ilag¢ yiiklemesi, ila¢ salimm profilleri, sitotoksisitesi ve
mukoadesiv 6zelligi incelenmistir. Ayrica, hazirlanan nanofiberlerin VK2/E6E7 ve
End1/E6E7 hiicre dizileri ve Lactobacilli crispatus iizerinde sitotoksisitesi de
aragtirtlmistir (108). Zhang ve arkadaslari, TFV ve TDF yiikli poli (laktik-ko-glikolik

asit)/metakrilik asit kopolimer nanopartikiillerini, emiilsifikasyon difiizyon yontemi ile
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hazirlamiglardir. Hazirlanan nanopartikiillerin boyut, kapsiilleme etkinligi, ila¢ salinim
profili, morfoloji ve sitotoksisite gibi 6zellikleri arastirilmistir. Elde edilen sonuglara
gore: hazirlanan TFV ve TDF yiikli nanopartikiillerin non-toksik ve taklit insan
spermasi sivisi varliginda anti-HIV mikrop 6ldiriiciilerin onemli 6l¢iide pH-tepkisel
olarak ilag salimi oldugunu gostermislerdir (109). Alukda ve arkadaslari, HIV/AIDS
bulasmasinin 6nlenmesi i¢in vajinal veya topikal ilag dagitimina yonelik TFV iceren
kat1 lipid nanopartikiilleri sentezlemislerdir. Hazirlanan lipid partikiillerin morfolojisi,
zeta potansiyeli, ila¢ kapsiilleme etkinligi yiizdesi ve insan vajinal epitelyal hiicre
hattinda sitotoksisitesi incelenmistir. Sitotoksisite deneyleri vajinal epitel hiicreleri
tizerinde 48 saat boyunca lipid partikiilleri kapli TFV, sitotoksik bir etki gdstermemistir.
Calisma ekibi hazirlanan lipid nanopartikiillerin daha hidrofobik mikrop oldiiriicii
ilaglar i¢in umut vadeden bir ilag tasima formiilasyonu oldugunu belirtmislerdir (110).
Avinash ve arkadaslari, iyonik felasyon yontemi kullanilarak TDF igeren kitosan ve
laktoz modifiye kitosan nanopartikiilleri hazirlamislardir. Hazirlanan nanopartikiillerin
yapisal ve morfolojik olarak karakterize edilmistir. Ayn1 zamanda partikiillerin pargacik
boyutu, zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi ve in vitro ilag saliim Kinetigi
belirlenmistir. /n vivo deneylerinde ise fare karaciger hedefleme ¢alismalar1 yapilmistir.
Calisma ekibi laktoz modifiye kitosanin karacigere 6zgii bir ilag tasiyict olarak
kullanmak i¢in ideal bir materyal olabilecegini hipotezlemislerdir. Elde edilen veriler ile
bu hipotezi kamtlamislardir. /n vivo deneyler modifiye kitosanin tasidigi TDF ilacinin

fare karacigerinde dagiliminin arttigini gostermistir (111).

2.13. Genotoksisite ve Sitotoksisite Testleri

Kimyasal ajanlarin kanserojen ve mutajen etkilerini incelemek {izere
genotoksisite testleri kullanilmaktadir. Genotoksisite testleri araciligi ile DNA’da
meydana gelen tek ve ¢ift zincir kiriklari sonucu nokta mutasyonlari, delesyonlar,
mikroniikleus olusumlari, kromozomal anomaliler gozlemlenebilir. Bu testler in vivo
veya in vitro olarak farkli hiicreler ve organizmalar iizerinde uygulanabilir. Mn, KKD,
KA, Komet, Ames testleri, en yaygin tercih edilen genotoksisite testlerinin basinda

gelmektedir (113).

2.13.1. Mikroniikleus Testi

Cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu genetik hasarlar sonucu, mitoz boliinme

esnasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik
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kromozomal fragmanlarin ¢ekirdege benzer olusum gostermeleri ile ortaya ¢ikan
yapilara Mn denir. Mn testi, toksik etkiler sonucunda niikleer bdliinme sirasinda
anafazda geride kalan kromozom fragmanlarindan veya tam kromozomlardan
kaynaklanir (Sekil 2.10). Sitokinezi bloklanmis mikroniikleus (SBMN) deneyi,
kiiltiirlenmis insan ve/veya memeli hiicrelerinde Mn o6l¢iimii i¢in tercih edilen bir
yontemdir ¢iinkii puanlama, Mn goriilebilen bir kez boliinmiis bintikleer hiicreler ile
sinirlidir. SBMN tahlilinde, bir kez béliinmiis hiicreler, sitokinezin tamamlanmasi i¢in
gerekli olan mikrofilament halka diizeneginin bir inhibitorii olan sitokalasin-B (Cyt-B)
ile sitokinezi bloke ettikten sonra biniikleer goriiniimleriyle taninir. SBMN testinde
sadece bir kez boliinmiis biniikleer hiicrelerin skorlanmasi, degisken Suboptimal hiicre
boliinme kinetiklerinin neden olabilecegi karigikligi onlemektedir (112).

SBMN testinde analiz i¢in belirlenmis kriterler vardir, sunlardir:

1. Hiicreler biniikleer olmal1 ve sitoplazmasi net olmalidir.

2. Niikleus zar1 belirgin yapida olmalidir.

3. Olusan Mn’nin ¢ap1 asil niikkleusun yaklasik 1/3’0 kadar veya daha kiigiik
olmalidir.

4. Mn, oval yapili olmalidir.

5. Mn’nin asil niikleus ile baglantis1 olmamalidir.

6. Boya profili asil niikleus ile ayn1 olmalidir.

7. Mn saymi i¢in sadece sitokinezi bloke edilen biniikleer hiicreler
degerlendirilmelidir (113).

Giivenilirligi ve iyi tekrarlanabilirligi nedeniyle SBMN testi, insan ve memeli
hiicrelerinde genetik toksikoloji testi i¢in standart sitogenetik testlerden biri haline

gelmistir (112).
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Sekil 2.10. Mn olusum mekanizmasi (114).

2.13.2. Komet Testi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Hizl1 ve giivenilir bir yontem oldugu i¢in siklikla tercih edilmektedir. DNA
hasarimi goriintiileme amagli ilk olarak 1984 yilinda Johanson ve Osling tarafindan
uygulamistir.

Komet yoOntemi; hiicrelerin agaroz igerisinde mikroskop lamlarin iizerinde
elektroforez teknigi ile yiiriitiilmesini esas alir (115). DNA onarim mekanizmasindaki
eksiklikler sonucunda DNA ¢ift ve tek zincir kiriklart meydana gelir. Kirilmis ve
hafiflemis DNA fragmanlar, ¢ekirdekten hizli go¢ etmesi ile kuyruklu yildiza benzer
gorlintii olustugu i¢cin Komet adi verilmistir. Daha ileri yillarda alkali elektroforez

gelistirilmis ve daha dogru sonug veren sekline ulagiimistir (116).
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DNA kiriklarimi belirlemeye dayanan bu yontem, mutajenlerin neden oldugu
DNA hasarinin tayininde, kanser hastalarinda DNA hasarmin derecesini ve tamirini
tespit etmede, bazi kalitsal hastaliklarin prenatal tanisinda ve bazi hastaliklarda artmis
DNA hasarim1 belirlemede kullanilan bir testtir. Diisiik hasar1 dahi 6l¢gebilmesi, hemen
hemen tiim Okaryotik hiicrelere uygulanabilmesi, hizli, basit ve ucuz olmast nedeniyle
tercih edilmektedir. Komet teknigi DNA hasarini izlemede uygun ve etkili bir yontem
olarak kullanilmaktadir. Ayrica, bireyin, DNA onarim kapasitesini belirlemek i¢inde

komet tekniginden yararlanilmaktadir (115).

2.14. Mitokondriyal Toksisite Testleri

Mitokondri, ATP seklinde hiicreye enerji saglanmasinda gorevli organeldir.
ATP'nin yaklasik %95'1 mitokondri tarafindan aerobik solunum sirasinda iiretilir, geri
kalan1 sitosolde glikoliz sirasinda yapilir. Mitokondri ATP sentezi disinda; yag asidi
oksidasyonu, hem grubu sentezi, streoid sentezi, kalsiyum sinyali ve apoptozda da
onemli rol oynar. Tiim bu islevler i¢in 1000’den fazla protein barindirmaktadir (117).

Mitokondri ¢ogu Okaryotik hiicrede bulunur. Hayvan hiicrelerinde cekirdek
disinda kendi genomuna sahip tek organel mitokondridir. mtDNA miktar1 hiicre tipine
gore degisir. OXPHOS igin kompleks I, II, III, IV ve kompleks V’in alt birimleri olan
13 proteini kodlar (118). Mitokondrinin yapisal ve fonksiyonel karmasikliklar1 g6z
Online alindiginda, birgok mekanizmanin ilaca bagli mitokondriyal toksisiteye yol
agmast sasirtict degildir (119). Bazi ilaglar OXPHOS'ta yer alan protein komplekslerinin
aktivitesini inhibe edebilir. Ayrica, OXPHOS kompleksleri inhibe edildiginde ROS'da
siklikla bir artig vardir (120).

Kompleks I, II, III ve IV boyunca elektron transferi siirecinde dogrudan oksijene
verilen elektronlardan diisiik sayida kacgaklar olusur. Bu kacgaklar;  hiicredeki
fosfolipidler, proteinler ve DNA ile reaksiyona girebilen, bunlara zarar verebilen
stiperoksit gibi yiiksek derecede reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina neden olur (121).
Normal fizyolojik kosullar altinda, hiicreler reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) zararli
etkilerine, cesitli antioksidan savunma sistemleri sayesinde karsi koyabilir. Bununla
birlikte, ROS'un asir1 iiretimi savunma mekanizmalarinin kapasitesini astiginda,
Ozellikle yaslanma, enfeksiyon ve bazi ilaglarin kullanimi ile ROS miktar1 artar.
Mitokondriyal proteinler ve mtDNA, ROS artis1 nedeniyle bozulma tehlikesi altindadir
(120). mtDNA azalmasi ve ROS artis1 mitokondri membran potansiyelinde degisime

sebep olur. Mitokondrinin ayrica apoptozda ¢ok dnemli bir etkisi vardir. Apoptoz, digsal
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ve igsel yollar ile meydana gelir; i¢sel yol mitokondriyi igerir (122). Mitokondride
hasar olustugunda, sitokrom c¢ i¢ membran boslugundan sitosole salinir. Burada
sitosolik protein apaf-1’e baglanarak apoptozomal kompleks olusturulur. Boylece
hiicrelerde apoptozun igsel yolagi aktive edilmis olur

Mitokondrideki hasarlar1 6lgebilen gesitli testler vardir. Birgok testin bir arada
uygulanmasi ile mitokondriyal hasarlarin saptanmasinda daha giivenilir sonuglar elde
edilebilir. Artan ROS miktar1, mitokondri membran potansiyelindeki bozulmalar, ATP
miktarindaki azalma, akonitaz aktivitesindeki degisim, mtDNA miktarinin veya
mitokondriyal proteinlerin diismesi ve apoptozun incelenmesi bu testlerin basinda
gelmektedir (123).

Mayada tarif edilen retrograd (RTG) sinyal yoluna benzer mitokondri-niikleus
sinyallemesi, memeli hiicrelerinde de tarif edilmistir (124). Mitokondriyal stres
sonucunda RTG sinyali; mtDNA igeriginin tiikenmesi ve degistirilmis membran
potansiyeli sonucunda niikleustaki bazi genlerin ekspresyonunu artirarak kendini
gosterir. Etkilenen mito-niikleer hedef genlerin ifadelenmesi mitokondriyal hasarin
gostergesi olarak degerlendirilebilmektedir (125).

Antiretrovirallerin, 6zellikle NRTI'larin mitokondriyal toksisiteye neden oldugu
bilinmektedir. NRTI'lar, hiicresel kinazlar tarafindan viriis revers transkriptazinin
rekabetci inhibitorleri olarak islev goren ve viral DNA zincirinin uzamasini sonlandiran
bir trifosfat formuna fosforile edilirler. mtDNA'nin ¢ogaltilmasindan sorumlu enzim
olan DNA polimeraz, bazt NRTI'lara karst olduk¢a duyarlidir ve bu nedenle mtDNA
replikasyonunun bozulmasi, mtDNA tarafindan kodlanan proteinlerin seviyelerinin

diismesine yol agar (126).

2.15. Tezin Amaci

Biitiin bu literatiir bilgileri 1s18inda, TFV etkenine sahip TDF igeren kitosan
nanopartikiillerinin hazirlandigi ve biyolojik etkinliklerinin arastirildigr  birkag
caligmaya rastlanmistir. Ancak yine TFV igeren TAF ilacinin kitosanli formiilasyonuna
ilisgkin herhangi bir caligmaya rastlanamamistir. Bu baglamda ilk defa mevcut tez
calismasi ile TAF igeren kitosan nanopartikiil sentezi, karakterizasyonunun yapilmasi,
ayrica TAF ve kitosan kombinasyonlarinin olasi mitotoksik/genotoksik etkilerinin

ortaya konulmas1 amaglanmastir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu c¢alismada; insan hepatoseliiler karsinom hiicre dizisi olan HepG2 (ATCC-
HB8065) hiicrelerinde; TFV’nin yakin zamanda formiile edilen oral 6n ilact TAF’1
iceren Kitosan nanopartikiili sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Elde edilen
TAF/kitosan nanopartikiil formiilasyonlarinin olas1 mitokondriyal ve genetik

toksisiteleri arastirilmistir. Calismanin is akis plani ise Sekil 3.1°de gosterilmistir.

HepG2 hicreleri
cogaltihr

Taf'm kitosan ile \_)
enkapsiilasyonu

Taf, Kitosan ve
Kitosan+Taf

Hiicre canlililk analizi Mitokondriyel Genetilc tolesisite
analizi Apoptoz toksisite testleri tespiti

RT PCR analizi

MitoS0X Red :
Hiicre sayim U amalin Komet testi RYRI geni

wwwww

Mikroskopik ROS tespiti

ATF2 geni
inceleme

Mt DNA iceriik

testi (COXII) PCE1 geni

JC-1 membran

pot. tespiti

Sekil 3.1. Is akis plan1

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada Kullanilan Hiicre Hatti

Calisma icin; Insan Hepatoseliiler Karsinom hiicreleri (HepG2) (ATCC-
HB8065) kullanilmistir.

Hiicreler, Dokuz Eyliil Universitesi Izmir Biyotip ve Genom Merkezi, Atabey
Laboratuvar1 ile Indnii Universitesi Tibbi Biyokimya Laboratuvari’ndan temin

edilmistir. Yardimlari i¢in tesekkiir ederiz.
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3.1.2. Uygulanan fla¢ Formiilasyonu

Tenofovir Alafenamide Fumarat (TAF):

Ticari Adi: Vemlidiy, Odefsey (Gilead Sciences)

Kimyasal Adr: isopropyl (2S)-2-[[[(1R)-2-(6-aminopurin-9-yl)-1-methyl-
ethoxy]methyl-phenoxy-phosphoryllamino]propanoate

Diger Isimleri: GS-7340, TAF, TFV Alafenamide, Tenofovirin 6n ilaci, Tenofovir

Alafenamide Fumarat

la¢ Simfi: Niikleot(z)id Revers Transkriptaz Inhibitorii

Kimyasal Sinifi: Piirin Niikleotidi

Kapalh Formiilii: C21H29NeOsP

Acik Formiilii: Sekil 3.2°de verilmistir.

Molekiiler Agirhgi: 476.466 g/mol

Eksternal ID: GS 7340 / GS 7340 03 / GS 734003 / GS-7340 / GS-7340-03 / GS-
734003 / GS7340 / GS734003

CAS No: 379270-37-8

Organizasyon: Gilead Sciences, Inc. (127).
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3.1.3. Kullanilan Laboratuvar Ekipmanlari

Toksisite Testlerinde Kullanilan Cihazlar

Deneylerimiz sirasinda kullanilan cihazlar Tablo 3.1°de listelenmistir.

Tablo 3.1. Deney cihazlar listesi.

Cihaz Marka
Terazi Kern

Hassas terazi Shimadzu
Isitmali Manyetik karistirict IKA, VWR
Vorteks VWR

Is1 kontrollii ¢alkalamali inkiibator ~ VWR
Mikrosantrifiij VWR
Sogutmal1 santrifiij Niive

pH olcer Hanna

SDS elektroforez ekipmanlari BIORAD, VWR
Gii¢ kaynaklar1 VWR

Jel goriintiileme cihazi- G:Box Syngene

Su banyosu Niive
Inkiibator Niive

-80°C buz dolab1 Thermo Scientific
Distile deiyonize su iinitesi Millipore
Otoklav Niive
Sogutmali inkiibator Niive

-20°C derin dondurucu Ugur, Argelik
PCR Cihazi, Thermal Cycler Biorad
Spektrofotometre Termo
Nanodrop Biospec
Mikrodalga firin Vestel
Mikroskop Olympus
Floresan spektrofotometresi Niive
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Cihaz Marka

FTIR/ATR Spektrofotometre Perkin Elmer

Sogutmali1 Santrifiij Cihaz1 Niive, NF 800R

Vakum Etiivii Niive, EV 018
Liyofilizator Biobase

Manyetik Karistiricili Isitict Daihan

Elektronik terazi Shimadzu ATX224
Taramal1 Elektron Mikroskobu SEM, LEO, EVVO 40XVP
Enerji Dagilimi X- Isini

Spektroskopisi =bx

Ultrasaf Su Cihaz1 Millipore

Kullanilan Kimyasallar

Tim kimyasal maddeler analitik saflikta olup herhangi bir saflastirma islemi
uygulanmaksizin kullanilmistir. Caligmamizda kullanilan tiim kimyasallar Tablo 3.2°de
verilmistir. Ayrica, calisma kapsaminda hazirlanan tiim sulu cozeltiler ultra saf su

kullanilarak hazirlanmistir.
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Tablo 3.2. Kimyasal listesi.

Kimyasal Uretici Kimyasal Uretici
Proteinaz K Qiagene KCI Merck
Amonyum asetat  Pankreac Applichem  Methanol Sigma
Trisma Base Sigma Asetik asit Sigma
NaCl Panreac Applichem EtBr Sigma
EDTA Panreac Applichem HCI IsoLab
Na;HPO4 Panreac Applichem LMA Acros Organics
MgCl» Sigma HMA Sigma
Beta- _ ] ) ]
Pancreac Applichem  Tris-HCL Fisher Sci.
mercaptoetanol
DMSO Fisher Sci. NaOH Panreac Applichem
Pen/Strep. Gibco Etil Alkol Sigma
DMEM (High G.) Multicell Giemsa Merck
FBS Gibco Sit. B Serva
o ] AccuPOL
Tripsin-EDTA Capricorn AMPLIQON
DNAPol
) 1 kb DNA
PBS NutriCulture Thermo
marker
) ) PageRuler
Agaroz Fisher Sci. ) Thermo
protein ladder
) Pancreac
H20- ChemSolute Triton X-100, )
Applichme
HBSS Multicell Trypan blue Bl
) Histopaque )
DMEM (Low G.) Sigma Sigma
1077
L-Glutamin Gibco Entellan Merck
o ) ) Sodyum
Asetik asit Sigma-Aldrich ) ) Merck
hidroksit
] ] ) Sodyum
Kitosan Sigma Aldrich, Merck

tripolifosfat
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3.1.4. Mikroniikleus ve Komet Testleri icin Hazirlanan Soliisyonlar

Hipotonik Soliisyon: 0.040 M’lik KCl kullanilmigtir. Her islemden yaklasik iki saat
once yeteri kadar miktar hazirlanip kullannom amacina gore 37°C’deki inkiibatorde
bekletilmistir.

Fiksatif Soliisyon: Bir birim glasial asetik asitin, ti¢c birim metanol ile karistirilmasi ile
hazirlanmstir. Fiksatif, taze hazirlanip +4°C’de saklanmistur.

Giemsa Boyamasi: Distile su i¢inde %6°lik boya eriyigi olarak hazirlanmis ve Mn
preparatlarinin boyanmasinda kullanilmistir.

Lizis Soliisyonu: 2.5 M NaCl + 100 mM EDTA + 10 mM Trizma Base tartilarak 500
ml’ye distile su ile tamamlanmistir. Cozelti stok olarak kullanilmistir. Caligma
esnasinda ise; 100 ml stok lizis i¢in, 1ml Triton X-100 ve 10 ml DMSO eklenmistir. pH
10 a ayarlanmis ve 4°C’de saklanmustir.

Elektroforez Tamponu: 300 mM NaOH + 1 mM EDTA tartilarak distile su ile 500
ml’ye tamamlanmistir. pH >13 olarak ayarlanmig ve 4°C’de saklanmuistir.
Nétralizasyon Tamponu: 1.82 g Tris-HCL+ 0,125 g Trizma base tartilmig ve distile su
ile 250 ml’ye tamamlanmistir. Soliisyon 4°C’de saklanmustir.

Etidyum Bromid Stok Boyasi: 10 mg EtBr, 50 ml distile suda ¢ozdiiriiliir ve kullanim

asamasinda on kat seyreltilerek kullanilmistir.

3.1.5. Molekiiler Analizler i¢in Kullamlan Kitler

Calismamizda kullanilan molekiiler test kitleri ve markalari Tablo 3.3’de

verilmistir.
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Tablo 3.3. Kit listesi

Kit adi

Firma adi

Hiicre kiiltiirii DNA izolasyon kiti

Qiagene, DNeasy Blood & Tissue Kit

Hiicre kiiltiirii RNA izolasyon kiti

Thermo Scientific GeneJET RNA

Purification Kit

cDNA sentez kiti

Abm OneScript Plus cDNA Synthesis Kit

RT PCR igin Syber Green

Ampligon, 2X with High ROX Syber Green

RYR1, PCK1, ATF2, COX Il, GapdH

Macrogen

forward ve reverse primerleri

. ~ Thermo Fisher Scientefic, JC-1 Dye for
JC-1 Membran Potansiyel Ol¢iim Kiti

Mitochondrial Membrane Potential

ROS Belirleme Kiti BioVision, Reactive Oxygen Species (ROS)

Detection Assay Kit

Thermo Fisher, Invitrogen™

MitoSOX™ Red Mitochondrial Superoxide

MitoSOX Belirleme Kiti

BioLegend, FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit with PI

Apoptoz Kiti

3.2. Metot
3.2.1. Taf iceren Kitosan Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Kitosan Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Kitosan nanopartikiilleri, oda sicakliginda sodyum tripolifosfat (TPP) ve
kitosanin iyonik jelasyonuna dayanan yoéntem kullanilarak hazirlanmustir (128). Iyonik
jelasyon yontemi, diger hazirlama ydntemlerine kiyasla daha basittir. Iyonik jelasyon
yontemi kitosanin pozitif yiiklii amino gruplari ile TPP'nin negatif yiiklii fosfat gruplari
arasindaki molekiiler ici ve molekiiler arasi etkilesimlere dayamir. Oncelikle, Kitosan
cozeltisi (2.5 mg/mL) %1°lik (v/v) asetik asit ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmistir. Daha
sonra elde edilen Kitosan ¢ozeltisinin pH degeri, 0.5 M NaOH kullanilarak, 5.5'e
ayarlanmistir. Berrak bir kitosan ¢ozeltisi ve ¢oziinmeyen safsizliklart uzaklastirmak

amaciyla kitosan ¢ozeltisi ultra santrifiij cihazi kullanilarak 14.000 rpm 15 dakika
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santrifiij edilmistir. Bu arada TPP ¢ozeltisi 0.25 mg/mL olacak sekilde saf su ile
hazirlanmis ve kullanmadan once 0.45 m'lik bir membran filtre ile safsizliklar
gidermek amaciyla siiziilmiistiir. Berrak kitosan/asetik asit ¢ozeltilerine oda sicakliginda
manyetik karistirma altinda belli miktarda TPP ¢ozeltisinin eklenmesiyle kitosan
nanopartikiilleri elde edilmistir. Elde edilen kitosan nanopartikiilleri ultra-santrifiij
kullanilarak 14.000 rpm'de 60 dakika santrifiij edilerek toplanmistir. Yikama sonrasi

kitosan nanopartikiilleri liyofilize edilmis ve +4°C’ de saklanmuistir.

TAF Iceren Kitosan Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

TAF igeren kitosan nanopartikiillerini hazirlamak i¢in TAF, 0.5 M NaOH
¢ozeltisinde ¢oziindiiriilerek TAF ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Daha sonra ilag ¢ozeltisi,
manyetik karigtirma sirasinda olan kitosan c¢ozeltisine damla damla eklenmistir.
Karistmin pH'1l, oda sicakliginda 10 dakika boyunca siirekli karistirma altinda 5.5°e
ayarlanmistir. Elde edilen nanopartikiiller, ultra-santrifiij kullanilarak 14.000 rpm'de ve
+4°C'de 60 dakika santrifiijj edilerek toplanmistir. Yikama sonrasi kitosan
nanopartikiilleri liyofilize edilmis ve +4°C’de saklanmustir. Ayrica, santrifiij
asamalarinda ayrilan slipernatantlar % enkapsiilasyon veriminin belirlenebilmesi amaci
ile spektrofotometrik ¢alismalarda kullanilmak iizere temiz bir tiipe alinarak +4°C’de

muhafaza edilmistir.

Hazirlanan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Hazirlanan kitosan nanopartikiillerinin yapisal karakterizasyonu Foriyer
Doéniistimlic Kizilotesi Analizi (FTIR, Perkin Elmer) cihazi ile dogrulanmistir.
Boylelikle hazirlanan kitosan nanopartikiillerinin kimyasal yapis1 aydmlatilmistir. FTIR
spektrumlar1  400-4000 cm™ dalga sayist aralifinda alinmistir. Hazirlanan
nanopartikiillerin yiizey 0Ozelliklerinin belirlenebilmesi amaciyla taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilmistir. SEM gériintiilerinin ¢ekiminde Inonii Universitesi
Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi'nde (IBTAM) bulunan LEO, EVO 40 XVP
cthazi kullanilmistir. EDAX spektrumlart ve EDAX-haritalama goriintiileri ise SEM
cihazina entegre edilen Ronteck Xflash dedektor analiz cihazi ile yapilmistir.
Hazirlanan kitosan nanopartikiillerinin hidrodinamik c¢aplari, polidispersite indeksi

(PDI) degeri ve zeta potansiyel degerleri Malvern ZetaSizer cihazi ile belirlenmistir.
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TAF’1n Spektrofotometrik Kontrolii

TAF ilag yiikkleme etkinligi ve ilag salim ¢alismalar1 i¢gin TAF ilacinin UV-Vis
spektrofotometre cihazi ile 200-400 nm dalga boyu araliginda absorbans taramasi
yapilmis ve maksimum absorbans yaptig1r dalga boyu belirlenmistir. Ayrica, TAF 1n
belli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanarak absorbans degerleri Olciilmiis ve
spektrum sonuglarina gére absorbansa (y ekseni) karsi konsantrasyon (x ekseni) standart

grafigi cizilerek kalibrasyon grafigi elde edilmistir.

TAF’1n Enkapsiilasyon Veriminin Hesaplanmasi

TAF’'m % enkapsiilasyon verimi santrifiij sonrasi toplanan siipernatantlarin
spektrofotometrik olarak oOl¢iilmesi ile belirlenmistir. Okunan absorbans degerinin,
standart egrisinde karsilik geldigi madde konsantrasyonu hesaplanmistir. Bulunan
konsantrasyon degerine goére baslangicta formiilasyona koyulan madde miktari
kiyaslanarak yiizde enkapsiilasyon verimi asagidaki formiilden yararlanarak
hesaplanmustir.

TAF miktar1 (hesaplanan)
X

1
TAF miktar1 (baslangig) 00

Enkapsiilasyon verimi (%)=

In Vitro Sahm Calismalar

Kitosan nanopartikiillerden TAF ilacinin in vitro kosullarda salim g¢alismalari,
37°C’deki c¢alkalayicili su banyosu kullanilarak gerceklestirilmistir. /n vitro salim
calismalari icin, hassas terazide tartilan TAF nanopartikiil formiilasyonu, 2.0 ml steril
pH 7.4 - PBS tamponu ile siispanse edilerek agzi kapali diyaliz membranina alinmistir
ve 37°C’de calkalayicili su banyosunda cgalkalanmaya birakilmistir. Belirli zaman
araliklarinda ornekler alinmis ve alinan miktar kadar taze pH 7.4 - PBS tamponu
eklenmistir. Alinan 6rnek santrifiij edilmis ve {ist fazda serbestlesen ila¢ konsantrasyonu

spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.
3.2.2. Genotoksisite ve Mitotoksisite Testleri

Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

-80°C’de saklanan kriyojenik tiiplerdeki hiicreler ¢ikartilip su banyosunda
(37°C) 1-2 dakika bekletilerek erimesi saglanmistir. Hizli bir sekilde, vialdeki yaklasik
1 ml hiicre karisimi 8 ml besiyeri (DMEM) ile karistirilarak steril falkon tiiplere

42



aktarilmigtir. 1000 rpm’de 6 dakika santrifiij islemi uygulanmis ve dstte kalan
stipernatant uzaklastirilmistir. Tiipiin dibinde kalan hiicre pelleti iizerine 5 ml besiyeri
(%10 FBS ve %1-2 pen-strep igeren High Glukoz DMEM) eklendikten sonra 25 cm?’lik
kiltiir flasklarina transfer edilmistir.

Hiicreler inverted mikroskopta (BAB-TAM-F) gozlemlenerek 37°C - %5’lik

CO: inkiibatoriine yerlestirilmistir.

Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi

Kiiltiir stiresince hiicrelerin tutunmasi, gelisimi ve kontaminasyon agisindan
takibi icin her giin inverted mikroskop ile yapilmistir. Flaskin yaklagik %70-80’ini
kapladig1 zaman (yaklasik {i¢ giinde bir) pasajlamasi yapilmistir. Bunun i¢in oncelikle
hiicrelerin iizerindeki eski besiyeri uzaklastirilmis, Mg*? ve Ca*? icermeyen 2 mL PBS
ile yikama isleminden sonra hiicrelerin yiizeyden kalkabilmesi i¢in her flaska (25 cm?
i¢in) %0.25°lik 1X Tripsin-EDTA soliisyonundan 2 ml eklenmistir. inkiibatérde 5
dakika bekletildikten sonra, yiizen hiicreler yavasca pipetlenip steril falkon tiipiine
aktarilmigtir. Uzerine dort kati kadar (yaklasik 8 ml) besiyeri eklendikten sonra santrifiij
edilmistir. Elde edilen hiicreler istenilen hiicre sayisina gore yeni flasklara dagitilmis ve

tizerine 5 ml taze besiyeri konulduktan sonra kiiltiire devam edilmistir.

Hiicrelerin Dondurulmasi

Kiiltiirdeki hiicreler Tripsin-EDTA soliisyonu ile kaldirilip santrifiij edildikten
sonra siipernatant uzaklastirilmigtir. Daha sonra elde edilen hiicre pelleti 1 ml, soguk
olarak %90 FBS ve %10 DMSO igeren kriyojenik tiiplere siispanse edilmistir.
Kriyovialler hizla -80°C buzdolabina konulmustur. Uzun siireli depolama i¢in sivi azot

tankina aktarilmas1 gerekmektedir.

Hiicrelere Test Maddelerinin Uygulanmasi

Caligmamizda HepG2 hiicrelerine uygulanacak TAF dozunu belirlemek igin
iretici Gilead Sciences firmasinin daha 6nce HepG2 hiicrelerinde yaptig: hiicre canlilik
testinde uygulanan ve CCso degerini veren, >44.4 uM konsantrasyon degeri referans
alinmistir (89). Ayrica 6n ¢alismalarimiz dogrultusunda alt1 giin boyunca 45 uM TAF
uygulandigr zaman hiicre canliliginda yaklagik olarak %50 azalma oldugu tespit
edilmistir. Boylece ideal TAF ilaci uygulama dozu; alt1 giin siiresince 45 uM olarak

karar verilmistir. Bu doza uygun olarak da kitosan enkapsiilasyonu gerceklestirilmistir.
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Kiiltiir ortamindaki hiicreler pasajlandiktan sonra, bir giin siiresince hiicrelerin
flaska tutunmasi beklenip mikroskop altinda incelenmesini takiben test maddelerinin
uygulanmasina gec¢ilmistir. Calismada 4 grup olusturulmustur:

1. Kontrol Grubu; higbir test maddesinin uygulanmadigi grup,

2. TAF Grubu; 45 uM TAF uygulanan grup,

3. Kitosan Grubu; 45 uM TAF’in enkapsiilasyonu ile ayni miktarda kitosan
uygulanan grup,

4. TAF+Kitosan Grubu; 45 uM TAF igeren kitosan uygulanan gruptur.

Calisma plan1 ve gruplar Tablo 3.4’de gosterilmistir.

Hiicreler, test maddelerine alt1 giin maruz birakilmistir; {i¢ giinde bir kez olmak
lizere ayni icerige sahip besiyeri ortami ile degisim yapilmistir. Altinci giin sonunda,

gerekli testler i¢in anlatildig1 gibi tripsinazasyon islemi ile kiiltiir sonlandirilmistir.

Tablo 3.4. Calismanin plan1 ve gruplari

HepG2 Hiicre Kiiltiiriinde Uygulama Gruplar

45 uM
Kontrol 45 uM TAF Kitosan NP = TAF+Kitosan
| "]

|
.~ Ggininkibasyon

NP: Nanopartikiil
TAF+Kitosan NP: TAF igeren kitosan nanopartikiilii.

Tripan Mavisi ile Hiicre Canhligimin Belirlenmesi

Tripan mavisi testi, hiicre canlilik testlerinde kullanilan tekniklerden birisidir.
Tripan mavisi negatif yiikliidiir. Bu teknikte hiicre membrani zarar gormemis ise boya
hiicre igerisine giremez; 0lii hiicrelerde ise membran hasarindan 6tiirli boya igeri girerek

mikroskop altinda mavi goriinmesine neden olur (129).
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Calismamizda alt1 giinlik ila¢ uygulamalarindan sonra tiim c¢aligma
gruplarindaki hiicrelere tripan mavisi canlilik testi yapilmistir. Bunun igin kiiltiirlerden
elde edilen hiicre pelleti besiyeri ile siispanse edilmistir. Hiicre canlilik oranini
belirlemek i¢in elde edilen hiicre siispansyonundan 50 pL bir ependorf tiipe aktarilarak
tizerine 50 pL tripan mavisi ¢ozeltisi (% 0.25 a/h) eklenerek iyice karistirilmistir
(Diliisyon faktor: 2). hiicre siispansiyonu+Tripan mavisi karisimi Thoma sayim lamina
uygulanmistir. Isik mikroskobunda 100x biiylitme de hiicreler sayilmistir ve canlilik

orani asagidaki formiile gore degerlendirilmistir.

Thoma Lami hiicre sayim formiilii: Hiicre sayis1 x 2 (diliisyon faktorii) X 10* (ml’deki

say1yl1 verir.)

Canli_hiicrenin 6lii hiicreye yiizdesi ise; (%) Canli hiicre orani= Boya almamis

hiicrelerin sayist / Toplam hiicre sayis1 x 100.

Hiicrelerin Mikroskobik Olarak Degerlendirilmesi

Kontrol ve uygulama gruplarinda kimyasallarin hiicreler iizerindeki morfolojik
degisimlerini gorebilmek amaciyla altinci giinlinlin  sonunda, inverted 1s1k
mikroskobunda altinda; 100x, 200x ve 400x biiyiitmelerde fotograflari ¢ekilmistir ve
morfolojik olarak farkliliklart degerlendirilmistir.

Mikroniikleus (Mn) Testi

In vitro sitokinez bloklu mikroniikleus testi i¢in, 25 cm? flasklara 1.5x10%/ 5 ml
sayida hiicre ekilmistir. Kimyasal uygulamasinin besinci giiniinde hiicrelerdeki mitoz
boliinmesini durdurmak {izere 6 ug/ml Cyt-B ilave edilmistir. 24 saat sonra kiiltiir
ortamindaki besiyeri uzaklastirilmis ve PBS yikamasi arkasindan tripsinizasyon islemi
uygulanmistir. Falkon tiiplerine alman hiicre siispansiyonu santrifiij edilmis ve
slipernatatant uzaklastirilmistir. Daha sonra hiicre pelletinin tizerine, vorteks esliginde
yavasea (etiivde 37°C’de tutulan) 7 ml hipotonik soliisyonu ilave edilmis ve ardindan 10
dakika inkiibatorde bekletilmistir. Siirenin sonunda tiipler 10 dk 1000 rpm’de santrifiij
edilmis ve siipernatant atilmistir. Hiicreler {izerine yine yavas yavas 6 ml soguk fiksatif
soliisyonu eklenmistir. Fiksasyon islemi iki kez tekrar edilmistir. Son santrifiijden sonra
dipte 0.5 ml pellet kalacak sekilde siipernatant atildiktan sonra preparat hazirlama
islemine gecilmistir. Hiicreler ¢ok iyi karistirilaraktan sonra etiketlenmis, soguk ve

nemli lamlara 3-4 damla gelecek sekilde damlatilmistir. Damlalarin st {iste
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gelmemesine dikkat edilmistir. Preparatlar 24 saat siiresince oda isisinda kurumaya
birakilmistir.

Hazirlanan preparatlar %6°lik Giemsa boyasi ile 10 dakika siireyle boyanmustir.
Fazla boya distile su ile yikandiktan sonra kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar
lamel ile kapatilip analiz i¢in hazir hale getirilmistir.

Her bir calisma grubuna ait preparatlar 1sik mikroskobu altinda 200x biiyiitme ile
taranarak incelenmistir. Mn sikligin1 degerlendirmek {izere her grup igin; 1000 adet
biniikleer hiicre sayilmistir ve bu islem her grup igin ii¢ kez tekrarlanmistir. Asagidaki
formiile gére Mn sayis1 hesaplanmustir.

Mn sayist: (1 x 1 Mn igeren hiicre sayisi) + ( 2 x 2 Mn igeren hiicre sayisi) + (3 x

3 Mn igeren hiicre sayis1) / Toplam hiicre sayisi.

Komet Yéntemi ile DNA Hasarimin Olgiilmesi

Komet teknigi veya tek hiicreli jel elektroforez testi, hiicre seviyesinde tek veya
c¢ift zincir DNA kirilmalarini tespit eden bir yontemdir. Gegici hasalar1 gosterir, bu
hasarlar DNA onarim mekanizmalar ile diizeltilebilir. Bu nedenle deneylerden hemen
sonra analiz yapilmalidir (130).

Tim ¢alisma gruplarindaki hiicreler, altinci giiniin sonunda, tripsinazyon ile
kiltiir flaskindan kaldirildiktan sonra komet testine baslanmustir.

Slaytlarin Hazirlanmast: Oncelikle %1°lik yiiksek erime dereceli agaroz (HMA)

jel, PBS tampon igerisinde hazirlanmigtir. HMA siv1 haldeyken lamlar igine daldirilip
cikartilarak lam tizerinde ince bir film tabaka olusmasi saglanmistir. Daha sonra lamlar
kurumaya birakilmigtir. Benzer sekilde %0.5’1ik diisiik erime dereceli agaroz (LMA)
jelde, PBS tamponunda 70°C’de hazirlanmistir. Kiiltiire hiicrelerden elde edilen hiicre
pelleti yogunluguna bagli olarak bir miktar almip 37°C’ye getirilen, sivi LMA ile
karistirtlmis ve dnceden hazirlanan HMA’l1 lamlara, lamel yardimi ile yayilip donmasi
beklenmistir. Preparat tamamen donduktan sonra lamel dikkatlice kaldirilmistir ve bir
sonraki lizis asamasina gegilmistir.

Lizis Asamasi: Caligma oncesi hazirlanan lizis soliisyonu sogutulduktan sonra

slaytlar bu soliisyon igerisine yatay olarak konulmus ve lamlarin iizerini kapatacak
sekilde, soliisyon icerisinde 1 saat +4°C’de bekletilmistir.

Elektroforez Asamasi: Lizis asamasindan sonra lamlar elektroforez tankina

yerlestirilerek tlizerine elektroforez tamponu eklenmistir. Tankin etrafina buz kaliplar

yerlestirilerek, DNA zincirinin ayrilmasi icin alkali tamponda 20 dakika bekletilmistir.
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Bekleme siiresinin ardindan tampon ¢ozeltisi i¢indeki hiicreler, 300 mA, 25 voltluk
elektriksel alanda, 25 dakika yiirtitiilmiistiir.

Notralizasyon Asamasi: Elektroforez isleminin bitmesinin ardindan preparatlar

cikarihp +4°C’de bekleyen noétralizasyon soliisyonunda, 15 dakika bekletilmistir.
Devaminda preparatlar, %70’lik etil alkol ile 3 dakika yikanmustir.
Boyama Islemi: Hazirlanan % 2’lik EtBr ¢ozeltisi on kat seyreltilerek her slayta

30 pl damlatilmis ve {izeri lamel ile kapatilmistir. Goriintii ¢abuk solacagi i¢in kisa
zaman icerisinde floresan mikroskop ile incelenmistir.

Analiz Islemi: Boyanmis lamlar karanlik ortamda florasan mikroskobunda (BAB-TAM-
F) incelenmis ve hiicreler 40x objektifte fotograf c¢ekilerek analiz edilmistir.
Calismamizdaki hiicrelerin DNA hasarint saptamak icin her gruptan 50 hiicrenin, %
DNAT degerlerinin ortalamalar1 BAB-BS 200 PRO analiz programi kullanilarak Komet
Assay yaziliminda degerlendirilmistir.

Komet testinde, hasar sonucu olusan toplam DNA (DNAc); bas ve kuyruk
seklinde iki boliimden olugmaktadir. Bas kismindaki DNA yiizdesi (%DNAH) ve
kuyruk kismindaki DNA yiizdesi (%DNAT), kuyruk uzunlugu (T.) ve kuyruk Moment
(Tm) gibi parametreleri incelenerek komet testi degerlendirilir. Ortalama kuyruk

DNA "s1 su sekilde hesaplanir;
DNAc= DNAH + DNAT
%DNAT= 100 x DNAT/ DNAC
Kuyruk momentumunun hesaplanmasi ise su sekildedir:
Tm = %DNAT x T /100

Komet teknigi ile DNA’daki hasarin nicel olarak belirlenebilmesi igin;
kuyruktaki DNA yiizdesi (%DNAT), kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu en sik tercih
edilen parametrelerdir. DNAT degerlendirmesi, diger parametrelere gore uygulama ve

sonug arasindaki iligkiyi direkt yansitmasi dolayisiyla 6zellikle kullanilmaktadir.

Anneksin-V FITC Yontemi ile Apoptoz Testi

Apopztoz testi igin apoptotik ve nekrotik hiicrelerin tanimlanmasi amaciyla
tasarlanmis olan BioLegend'in Propidium lIyodiirlii (PI) FITC Annexin V Apoptoz
Tespit Kiti kullanildi. Annexin V, fosfatidilserine (PS) baglanan annexin ailesinin bir

tiyesidir ve Ca+? bagimlidir. PS normalde saglikli hiicrelerin plazma zarinm i¢ kisminda

47



bulunur, ancak erken apoptoz sirasinda membran biitiinliigiiniin kaybolmas ile PS’ler
dis ylizeye tasinir. Boylece florokrom etkili Annexin V, apoptotik hiicreleri tespit
edebilir. Nekrotik ve apoptotik hiicrelerin ayrimin1 yapmak iizere Propidium Iyodiir
soliisyonu (PI) kullanilir. PI, DNA’ya baglanabilen floresan bir boyadir; gec¢ apoptotik
ve nekrotik hiicrelerde DNA ¢ekirdek disina ¢ikmasi sebebiyle pozitif olarak boyanir
(131).

Calismamizdaki 4 uygulama grubu icin de esit sartlarda hiicre ekimi yapilip alt1
giin siiresince test maddeleri uygulanmistir ve anlatilan sekilde hiicreler tripsin ile
kaldirilip yikandiktan sonra temiz hiicre pelleti elde edilmistir. Gruplar tripan mavisi ile
sayilarak hepsinden 100.000 hiicre/ml olacak sekilde isleme baslanmistir. Kitde ¢ikan
protokol uygulanmistir ve akis sitometresi ile BD FACSDiva yazilimi kullanilarak

degerlendirme yapilmustir. Islem farkli zamanlarda alt1 kez tekrarlanmustir.

Mitokondri Membran Potansiyelinin Tespiti (A m)

AW¥m incelemek i¢in Thermo MitoProbe ™ JC-1 Test Kiti kullanilmigtir. Kitte
membran potansiyelinin 6l¢iimii igin, katyonik boya JC-1 (5', 6,6'-tetrakloro-1,1', 3,3'-
tetractilbenzimidazolilkarbosiyanin iyodiir) ve pozitif kontrol amag¢li membran
potansiyelini bozan CCCP (karbonil siyaniir 3-klorofenilhidrazon) kullanilmaktadir. JC-
1; mitokondri membraninda potansiyele bagl olarak, yesilden (~ 529 nm) kirmiziya (~
590 nm) dogru floresan emisyon kaymas1 gosterir. Saglikli hiicrelerde mitokondri
negatif yiiklidiir ve boya igeri girerek kirmizi J-agregatlari olusturur. Apoptotik
hiicrelerde ise membranin potansiyelindeki artan gecirgenlik ile negatif yiik azalarak
kirmiz1 renk yogunlugu diiser ve yesil renkte artis olur. Sonug¢ olarak, mitokondriyal
depolarizasyon ile kirmizi / yesil floresan yogunluk oraninda bir azalma gozlenir (132)
(Sekil 3.3). Test kitindeki amag bu yogunlugu dlgmektir.

Uygulama sonucu elde edilen hiicreler her grup icin 1 x 10° hiicre/ml olacak
sekilde kitin protokolii uygulanmistir.

Yesil (monomerik form): eksitasyon 527 nm/ emisyon 590 nm,

Kirmiz1 (J-agregat form): eksitasyon 485 nm/ emisyon 527 nm, olacak sekilde
mikroplate okuyucu ile 6l¢iilmiistiir. Membran potansiyel 6lgiim testi, farkli zamanlarda

3 x 3 replika seklinde tekrarlanmgtir.
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Saghikh Hilcre
Yiiksek mitokondri membran pot. ® Jagregan

& JC-1boya

Depolarizasyon

Apoptotik Hiicre

Dritgitk mitokondri membran pot.

Sekil 3.3. JC-1 membran potansiyeli, A¥m.

Siiperoksit Radikallerin Belirlenmesi

Stiperoksit olusumunu kiyaslamak tizere Thermo MitoSOX™ Red Kkiti
kullanilmistir. Mitokondriyal siiperoksit, oksidatif fosforilasyonun yan {iriinii olarak
aciga cikar. Elektron transport zincirinde tiiketilen oksijenin yaklasik %1-3’iinde
elektronlar kagaklari olusur. Bu kagak elektronlar, molekiiler oksijen ile hizla
etkileserek sliperoksit anyonu olusturabilir.

MitoSOX ™ Kirmizi, canli hiicrelerin mitokondrilerinde siiperoksidin oldukca
secici tespiti i¢in kullanilan bir boyadir. MitoSOX ™ Kirmizi reaktif, hizli ve segici bir
sekilde mitokondriye hedeflenir. Mitokondriye girdikten sonra, MitoSOX ™ Kirmizi
reaktif sliperoksit tarafindan oksitlenir ve kirmizi floresans gosterir (133).

Calisma gruplar1 esit sartlarda 6’1 well plate igine ekilmis ve kimyasal
uygulamasiin sonunda hiicre pelleti elde edilmistir. Grup hiicreleri Tripan mavisi ile
sayilarak her gruptan 1 x 10° sayida hiicre olacak sekilde isleme baslanmustir.
MitoSOX™ Red mitochondrial superoxide indicator *for live-cell imaging* (M36008)
kitinde ¢ikan protokol uygulanmistir. Testi ve sistemi kontrol ama¢hi 1 mM H20:
kullanilmistir. Mikroplate okuyucu ile absorbsiyon/emisyon: ~510/580 nm dalga
boyunda 6lgiim yapilmistir. Degerlendirme i¢in bu islem 3 x 3 kez tekrar edilmistir.
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ROS Tespiti

Hiicresel ROS seviyesini belirleyip gruplar arasindaki farkliliklart karsilagtirmak
tizere BioVision Reactive Oxygen Species (ROS) Detection Assay Kit kullanilmistir.

Diisiik seviyeli reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve serbest radikallerin siirekli
tiretimi, tiim canli hiicrelerin temel bir 6zelligidir. Diisik ROS seviyeleri sinyal
yolaklarinda 6nemli bir rol oynarken, oksidatif stres altinda artan seviyeler, niikleik
asitlere, proteinlere ve membran lipitlerine zarar verir. Oksidatif stres sirasinda ROS
birikimi ayn1 zamanda yaslanma, apoptoz veya nekroz ile de iligkilidir ve hastaliklar
gibi patolojik durumlarda goriiliir. ROS'un hiicresel aktivitesi; antioksidanlar ve hasarli
DNA'nin onarilmasi ile dengelenir. Hiicre i¢ci ROS seviyelerini dlgen problar, oksidatif
stres indiikleyicilerini ve antioksidan tedavilerin etkilerini incelemek i¢in 6nemli araglar
saglar. BioVision’in ROS Tespit Test Kiti, canli hiicrelerdeki hidroksil, peroksil veya
diger reaktif oksijen tiirlerinin tespiti i¢in kullanilmaktadir. Canli hiicrelerdeki reaktif
oksijen tiirlerini tespit etmek icin fenol kirmizisi, hiicreye girebilen florojenik bir prob
olan H2DCFDA'y1 kullanilmaktadir. Hiicre girisi lizerine H2DCFDA, floresan olmayan
bir H2DCF olusturmak i¢in hiicresel esterazlarla modifiye edilir. H2DCF'nin hiicre ici
ROS tarafindan oksidasyonu yiiksek derecede bir floresan iiriin verir (134).

Calisma gruplarimizdan elde ettigimiz canli hiicre materyali sayilarak her grup
icin 1.5 x 108 hiicre/m] olarak isleme baslanmistir. Kitin adherent hiicreler igin uygun
olan protokolii uygulanmig ve testte kontrol amach kitten ¢ikan ROS Inducer
kullanilmistir. Sonuglar i¢in Microplate okuyucu ile Eksitasyon/Emisyon = 495/529 nm
dalga boyunda Olgiim yapilmistir ve testin uygulanmast tiglii replikalar ile ii¢ kez

tekrarlanarak degerlendirilmistir.

Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢in Qiagene, DNeasy Blood & Tissue Kit’i
kullanilmistir. Her uygulama grubu icin 5 ml besiyerine 3x10° hiicre ekimi yapilmistir.
Bir giin hiicre tutunmasinin ardindan alt1 giin kimyasal muamelesi gerceklestirilmistir.
Besiyeri uzaklastirilarak, hiicre sayilar1 her grup icin 2x10%ml olarak tutulmustur. PBS
icerisinde siispanse hale getirilip kit protokolii uygulanmistir.

DNA’nin safligim1 ve miktarin1 belirlemek ilizere en son kullanilan eliisyon
soliisyonu blank olarak kullanilmistir ve spektrofotometrik olarak O.D2go ve O.D2go

degerleri alinmigtir. Ayrica mikrolitredeki DNA miktar1 nanogram olarak bulunmustur.
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DNA‘min_Kalitatif Degerlendirilmesi: Izole edilen genomik DNA hazirlanan

%1’lik agaroz jelde elektroforez ile kontrol edilmistir. 100 ml 1X Tris Asetik asit
EDTA (TAE) tamponu kullanilmistir. Uzerine 4 ul (5 mg/ml) etidyum bromid eklenmis
ve calkalanmistir. Polimerlesme tamamlandiktan sonra 1 ul jel yiikleme tamponu ile
karigtirilan 5 pl DNA 6rnegi 90V’da 60 dakika yiiriitiilmiistiir. Elektroforezde ayrilan
DNA fragmentlerinin biiyiikliiklerinin belirlenmesi i¢in farkli biyiikliiklerde DNA
belirtegleri kullanilmistir.  Elektroforez sonucglar1 G:Box goriintiilleme cihazinda
gorintiilenerek fotograflari ¢ekilmistir. DNA’nin RT-PCR kullanimina uygun olduguna

karar verilmistir.

Mitokondiyal DNA iceriginin Ol¢iilmesi

Mitokondriyal DNA'nin nispi icerigini degerlendirmek iizere, mitokondriyal
genom icinde yer alan COX II ifadesi nicel olarak ger¢ek zamanli PCR (qPCR-BIO-
RAD) ile dlgiilmistiir (Tablo 3.5 ve 3.6). Amplifikasyon i¢in COX II ileri primer 5°-
CAG ATG CAG CGC AAG TAG GTC TAC-3’ ve geri primer 5’-GGG CAT ACA
GGA CTA GGA AGC AG-3’ kullanilmistir. Kontrol gen olarak Gapdh kullanilmaistir.

Tablo 3.5. Reaksiyon ortami

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon

2X Syber Green gPCR Mix 10 pl 1X

Ileri Primer 0.8 ul 0.4 uM

Geri Primer 0.8 ul 0.4 uM

Kalip DNA Degisken 240 ng (her grup sabitlendi)

Su (Niikleaz bulunmayan) 20 ul’ye tamamland1 -
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Tablo 3.6. Reaksiyonun dongii kosullari

Faz Zaman Is1 Dongii
Baslama isitilmas1 10 dk 95°C 1 dongii
Denatiirasyon 30 sn 95°C ) —

en
Annealing 60 sn 60°C — ,§
Elongasyon 15sn 72°C F
Erime egrisi 1dk 80°C

Calisma hiicre gruplar1 arasinda, mitokondriyal DNA igeriginin nispi 6l¢limiinii
analiz etmek igin 24T yéntemi uygulanmistir. Dért hiicre hattinda her biri icin iig

replika ile tiglii 6l¢iim yapilmigtir.

Total RNA izolasyonu

Calisma icin kiiltiirdeki HepG2 hiicrelerine, TAF ve kitosan uygulamalari i¢in
belirlenen inkiibasyon siireleri sonunda elde edilen hiicrelerden sayim yapilarak her
grup igin 4x10° hiicre/ml olacak sekilde Thermo Scientific GeneJET RNA Purification
Kit (#K0731, #K0732) protokolii takip edilerek RNA izolasyonu yapilmaistir.

Izole edilen RNA‘larmn safligi spektrofotometre cihazindan 260/280 nm‘deki
absorbans orani ile kontrol edilmistir. DNA ve protein kontaminasyonu tagimayan
kaliteli RNA’nin absorbans araligi 1.8-2.1°dir. En son iginde bulundugu niikleazdan
arinmis su blank olarak kullanilarak okuma yapilmistir. Elde ettigimiz RNA‘larin
260/280 nm absorbans orani 1.9-2.1 olarak 6l¢iilmistiir. Ayrica mikrolitreye denk gelen
RNA miktar1 belirlenmistir.

Komplementer (cDNA) Sentezi

Izole ettigimiz total RNA’dan cDNA sentezi icin, abm’s OneScript® Plus
Reverse Transcriptases, OneScript® Plus cDNA Syntehisis Kit kullamilmstir. Islem
siiresince buz lizerinde ve steril malzemeler ile ¢alisilmistir. Her tiip i¢in hazirlanan

kalip-primer karisimi asagidaki tabloya gore hazirlanmistir (Tablo 3.7).
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Tablo 3.7. Kalip RNA- primer karigimi, birinci asama

Komponennt Hacim Son Konsantrasyon
Random primer 1ul 0.5 uM
10mM dNTP Mix 1 ul 500 pM
Niikleaz bulunmayan su —| 145 4l -
Total RNA | 1.5 ug

Kalip ve primer karisimi 65°C‘de 5 dakika bekletilerek denatiire edilmistir.
Inkiibasyon sonunda tekrar buz {izerinde ¢alismaya devam edilmistir. Ters transkriptaz

reaksiyonu tablodaki protokole gore hazirlanarak kalip-primer karisimina eklenmistir
(Tablo 3.8).

Tablo 3.8. Kalip RNA-primer karigimu, ikinci asama

Komponent Hacim Son Konsantrasyon
5X Reaksiyon tamponu 4 ul 1X
RNAseOFF Riiboniikleaz
. 0.5 ul 20 Ulreaks.
Inhibitori
OneScript Plus RTaz 1 ul 200 U/reaks.

Karisim kisa bir santrifiij yapilip ve 25°C’de 10 dakika, 50°C’de 50 dakika ve
85°C’de 5 dakika bekletilerek enzim inaktivasyonu saglanmistir. Is1 uygulamalar
termal dongii cihazinda yapilmistir. Bir haftalik saklama i¢in -20°C, daha uzun saklama

icin -80°C’ye kaldirilmistir.

Mito-Niikleer Sinyal Genlerinin RT-PCR (qPCR) ile Analizi

Mayada tarif edilen retrograd (RTG) sinyal yoluna benzer mitokondri-niikleus
retrograd sinyalleme, memeli hiicrelerinde de tarif edilmistir (135). Calismamiz
kapsaminda, RTG sinyal yolaginda etkin oldugu diisiiniilen genlerden; RYR1
(Riyanodin reseptor 1), ATF2 (Aktive edici trankripsiyon faktor 2) ve PCK1 (sitosolik

fosfoenol piruvat karboksikinaz) ¢alisilmistir. Ug temsili mito-niikleer sinyal geninin
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“RYRI1, ATF2 ve PCK1” ifadesi QPCR araciligi ile analiz edilmistir. Genlerin gPCR ile

analizi i¢in asagidaki tabloda verilen primerler tasarlanmigtir (Tablo 3.9).

Tablo 3.9. Gen primerleri

Gen Ileri Primer Geri Primer
5’-TCTTCCAGAGTAT 5’-TGATGACAGTGCCAT
RYRIL CCAGGCAGTGATG-3’ CCTCATTCAC-3’
ATE2 5’-CCACAGACCCAA 5’-TCTTCTCTAAAGACT
AGTACAAGTG-3’ GAACCCAG-3
5’-TGTCGCTCCTGG 5’-GCTCATCAATGCCTT
- GACTTCAGTG-3’ CCCAGTAAACG-3’

Kontrol amagh standart gen olarak Gapdh kullanilmistir. Calisma gruplarindan
izole edilen total RNA’lardan elde edilen cDNA kullanilarak asagida tabloda gosterilen
miktarlar ve dongii kosullari ile RT PCR reaksiyonu hazirlanmistir (Tablo 3.10 ve Tablo
3.11).

Tablo 3.10. RT PCR reaksiyon konsantrasyonlari

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon
2X Syber Green gPCR Mix 10 pl 1X

Ileri Primer 0.8 ul 0.4 uM

Geri Primer 0.8 ul 0.4 uM

cDNA 1.5 ul 75ng

Su (Niikleaz bulunmayan) 6.9 ul -
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Tablo 3.11. RT PCR dongii kosullari

Faz Zaman Is1 Dongii
Baslangig 1sitilmas1 10 dk 95°C 1 dongii
Denatiirasyon 30 sn 95°C )

Annealing 60 sn 60°C — g"
Elongasyon 15sn 72°C ____J ;:
Erime egrisi 1dk 78,80,84°C

Cikan erime egrileri ve CT degerleri standardize edilip ve sinyal genlerinin nispi

ekspresyonu 24T ygntemi ile dl¢iilmiis ve test ii¢ kez tekrarlanmustir.

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiki analizinde “Windows for SPSS Version 21" yazilim programi
ve Inénii Universitesi, Biyoistatistik Béliimiiniin interaktif web yazilimi kullanilmustir.
Caligsma verileri degerlendirilirken; gruplar arasindaki karsilagtirmalar i¢in; One Way
Anova, Kruskal-Wallis ve ikili karsilastirmalar i¢in; Conover ve Tukey testleri
kullanilmigtir. Testlerin istatistiki degerlendirmesinde anlamlilik farki p<0.05 ise,

sonuclar anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. TAF I¢eren Kitosan Nanopartikiil Formiilasyonu Bulgulari

4.1.1. Hazirlanan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Kitosan nanopartikiiller, TAF ve TAF igeren kitosan nanopartikiillerin FTIR
spektrumlar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir. 3000-3600 cm™ arasindaki genis band kitosanin
yapisinda bulunan -NHz ve —OH gruplarin titresiminden kaynaklanmaktadir. 2858 ve
2910 cm™'deki bantlar kitosan nanopartikiillerinde bulunan CH3z ve CHy'nin asimetrik
germe titresimine karsilik gelmektedir. 1648 cm™, 1598 cm™ ve 1306 cm™*deki pikler
ise, sirastyla Amid I, -NH> biikme ve Amid III gruplarina atfedilmektedir. Son olarak,
1121 cm™'de goriilen P=O'nun band1 kitosanin amonyum iyonlar1 ile TPP’nin fosfat
gruplart arasindaki iyonik etkilesimi dogrulamaktadir. Bu sonuglar dogrultusunda
kitosan nanopartikiilleri basartyla hazirlanmistir ve elde edilen spektrumlar literatiirle
uyusmaktadir (136,137). Sekil 4.1.b, saf TAF ilacinin FTIR spektrumunu
gdstermektedir. 3169 cm™'de aromatik C-H gerilmesi, 3336 cm!"de zayif O—H bandh,
691 cm™de P= O gerilmesi, 1423 ve 1485 cm™de ciftler halinde aromatik C=N
gerilmesi, 1263 cm™'de C-N deformasyonu, 1550 ve 1570 cm "de NH.-makaslama
bandmin gerilmesi, 1660-921 cm™'de ¢esitli N-H sallama bantlar1 ve 900-600 cm™'de
cesitli C—H bantlart TAF ilacinin tipik bantlaridir (138). Sekil 4.1.c ise TAF igeren
kitosan nanopartikiillerinin FTIR spektrumunu gostermektedir. Bu spektrum hem
kitosan nanopartikiillerinin hem de TAF’mn karakteristik absorbsiyon bantlarim
yansitmaktadir. Ozellikle, 466 ve 1244 cm™ deki TAF’a ait pikler TAF ilacinin basarili

bir sekilde kitosan nanopartikiillerine enkapsiile edildigini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.1. Elde edilen FTIR spektrumlari; (a) kitosan nanopartikiiller, (b) TAF ve (c)

TAF igeren kitosan nanopartikiiller

Kitosan nanopartikiillerin ve TAF igeren kitosan nanopartikiillerin mikro
fotograflari ve pargactk boyutu Sekil 4.2'de gosterilmektedir. SEM goriintiileri,
hazirlanan kitosan nanopartikiillerinin kiiresel bir sekle sahip oldugunu ve dis

yiizeylerin piirlizsiiz gorlindiigli acik¢ca ortaya koymaktadir. Tiim nanopartikiillerin

ortalama tanecik boyutu 200 ila 400 nm arasinda degismektedir. Kitosan

nanopartikiillerine TAF ilacinin enkapsiile edilmesinden sonra nanopartikiillerin

yiizeyinde énemli bir morfolojik degisim gozlemlenmemistir.
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Sekil 4.2. Kitosan nanopartikiillerin (a, ¢, €) ve TAF iceren kitosan nanopartikiillerin (b,

d, f) farkl: biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri

Sekil 4.3, kitosan nanopartikiillerin ve TAF igeren kitosan nanopartikiillerin
EDX spektrumlarmi gostermektedir. Sekil 4.3.a incelendiginde, karbon (C), azot (N),
oksijen (O) ve fosfor (P) elementlerinin pikleri goriilmektedir. C, N ve O pikleri
kitosanin dogal molekiiler yapisindan kaynaklanmaktadir. P piki ise TPP capraz

baglayicidan kaynaklanmaktadir. P pikinin varligi kitosan-TPP iyonik etkilesiminin var
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oldugunu acik¢a gdstermektedir. Sekil 4.3.b ise TAF igeren kitosan nanopartikiillerine
aittir. TAF’1in kimyasal yapisi C, N, O ve P elementlerinden olusmaktadir. Bundan
dolay1 EDAX spektrumlarinda farkli bir element piki goriilmemistir. Ancak, Sekil 4.3.a
ile kiyaslandiginda elementlere ait piklerin siddeti artmistir. Pik siddetlerindeki bu artis

TAF ilacinin enkapsiile edildigini dogrulayan diger bir veridir.
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Sekil 4.3. Kitosan nanopartikiillerin (a) ve TAF igeren kitosan nanopartikiillerin (b)

EDAX spektrumlari
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Ayrica, EDAX spektrumlarinda ortaya c¢ikan elementlerin EDAX-haritalama
goriintiileri de Sekil 4.4’de sunulmustur. Sekil 4.4.a ve 4.4.b incelendiginde; Sekil 4.4.b
gorlntiilerindeki elementlerin yogunlugu daha fazladir. Elde edilen bu goriintiilerde
EDAX spektrum verileriyle uyumludur ve TAF ilacinin basarili enkapsilasyonunu

gostermektedir.

Sekil 4.4. Kitosan nanopartikiillerin (a) ve TAF igeren kitosan nanopartikiillerin (b)

EDAX-haritalama goriintiileri

Hazirlanan kitosan nanopartikiillerinin hidrodinamik ¢aplari 6l¢iilmiis ve Tablo
4.1°de sunulmustur. Hazirlanan kitosan nanopartikiillerinin hidrodinamik ¢apt 255 nm
olarak olciiliirken, TAF ilac1 iceren kitosan nanopartikiillerinin hidrodinamik ¢ap1 340
nm olarak kaydedilmistir. Ayrica, boyut analizi sonuglarmin SEM verileriyle tutarh

oldugu goriilmiistiir.
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Hazirlanan nanopartikiillerin hidrodinamik c¢aplari, zeta potansiyel ve PDI
degerleri karsilastirmali olarak Tablo 4.1’de sunulmustur. Zeta potansiyeli degerleri
kitosan nanopartikiiller i¢in 42.8+1.08 mV, TAF iceren nanopartikiiller i¢in 48.9+1.82
mV olarak bulunmustur. Pozitif zeta potansiyeli degeri kitosanin amino gruplarindan
kaynaklanmaktadir. Hazirlanan nanopartikiillerin PDI degerleri kitosan nanopartikiiller
igin 0.44+0.00. TAF igeren nanopartikiiller i¢in 0.65+0.02 olarak O6l¢iilmiistiir. Diisiik

PDI degerleri, homojen bir dagilima sahip kararli nanopartikiillerin olusumunu gosterir.

Tablo 4.1. Hazirlanan nanopartikiillerin hidrodinamik ¢aplari, zeta potansiyel ve PDI

degerleri
Hidrodinamik Zeta PDI degeri
¢ap (nm) Pot. (mV)

Kitosan

255 42.8+1.08 0.44+0.00
nanopartikiiller
TAF iceren

340 48.9+1.82 0.65+0.02
nanopartikiiller

4.1.2. TAF’1n Spektrofotometrik Kontrolii

TAF ilacinin in vitro salim ¢aligmalarindan dnce maksimum absorbans yaptigi
dalga boyunu belirlemek icin TAF ilacinin 200-400 nm arasinda absorbans degerleri
Olclilmiis ve maksimum absorbans yaptigi dalga boyu degeri 254 nm olarak
bulunmustur  (Sekil 4.5.a). Bunun yam siwra, TAF ilacinin 5-50 mg/L
konsantrasyonlarina sahip cdzeltileri hazirlanmis ve R? degeri yiiksek (0,9933) bir
standart kalibrasyon grafigi elde edilmistir (Sekil 4.5.b).
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Sekil 4.5. (a) TAF ilacinin 200-400 nm aralig1 absorbans spektrumu ve (b) TAF ilacinin

belli konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢ozeltisinin kalibrasyon grafigi

4.1.3. TAF’1in Enkapsiilasyon Veriminin Hesaplanmasi

TAF ilacinin kitosan nanopartikiillerine enkapsiilasyon verim degeri materyal ve
metotta belirtilen formiil kullanilarak hesaplanmistir. TAF 1n enkapsiilasyon verimi

50.1+ 1.0 olarak hesaplanmistir.
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4.1.4. In Vitro Salim Cahsmalar1

In vitro salim g¢aligmasi diyaliz membrani kullanilarak yapilmistir ve TAF'm
kitosan nanopartikiillerinden salim profili Sekil 4.6'da gosterilmistir. Sonuglar, kitosan
nanopartikiillerinden ilacin saliminin 72 saate kadar uzandigini gostermistir. Toplam
TAF miktarinin %53'i 24 saat icinde kitosan nanopartikiillerinden salinmistir. Kitosan
nanopartikiillerde TAF'in kiimiilatif salinim yilizdesi 48 ve 56 saat i¢in sirastyla %82.5

ve %91.7°dir. 72 saat i¢inde ise TAF ilacinin neredeyse tamami (%92.7) salinmistir.

100
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70 -
60 -
50 +
40 -
30 -
20 H
10 A

0 L] L] L] L] L] L] L]
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Kiimiilatif salinim (%)

Zaman (saat)

Sekil 4.6. Kitosan nanopartikiillerinden TAF 1 in vitro salim grafigi.

4.2. Genotoksisite ve Mitotoksisite Testlerinin Bulgulari

4.2.1. Tripan Mavisi ile Hiicre Saymm

Calisma gruplarinda canli ve Olii hiicre yiizdelerini belirlemek iizere Tripan
mavisi ile boyama yapilmistir. Olii olan hiicreler mavi olarak gdzlemlenirken, canli
hiicreler sar1 renkte gorilmistiir (Sekil 4.7). Kontrol dahil olmak {izere 4 uygulama
grubu bir giin hiicrelerin flaska tutunmasi ve alt1 giin de test maddelerinin uygulanmasi
ile beraber yedi giin sonunda hiicreler Thoma laminda sayilmis ve tablodaki ortalamalar
bulunmustur (Tablo 4.2). Buna gore; 45 uM TAF uygulanan grupta hiicre canliliginda

diisiis oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.7. Tripan mavisi ile hiicre sayimi1
Tablo 4.2. Tripan mavisi ile gruplardaki hiicre yiizdeleri
Canli hiicre % Olii hiicre %
Gruplar
ortalamast ortalamast
Kontrol 86.1 14.9
Taf 10.4 89.6
Kitosan 91.7 8.30
Kitosan + Taf 77.5 22.5

4.2.2. Hiicrelerin Mikroskobik Analizi

TAF ve kitosanin HepG2 hiicrelerinin yapisint kalitatif olarak etkileyip
etkilemedigini incelemek {iizere gruplar yedinci giin sonunda 100x, 200x ve 400x
biiylitmeler ile inverted mikroskopta incelenip kiyaslanmistir. Hiicre sayisindaki
farkliligin disinda morfolojik olarak da farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Kontrol
grubundaki hiicreler parlak, biiyiik, kiiresel, agregatlar halinde birbirlerine yakin temas

icinde gozlemlenirken; 45 uM TAF uygulanan hiicrelerde; membranin biiziismesi ile
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kiigiilmiis, birbirlerinden bagimsiz, izole ve rengi daha koyulasmis hiicreler
gozlemlenmistir. Kitosan igeren hiicrelerin de kontrole benzer oldugu gorilmiistiir.
Kitosan kapli TAF iceren hiicrelerde ise; TAF uygulamasindakine benzer hiicrelerin

bulundugu ancak daha seyrek oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Uygulama gruplarindaki hiicrelerin mikroskobik goriintiisii

4.2.3. Mikroniikleus (Mn) Analizi

Mn analizi i¢in her gruptan iicer tekrarli olarak 1000 adet biniikleer hiicre
sayllmig ve istatistiki olarak karsilastirma yapilmistir. Tiim gruplar arasindaki farkin
anlamli olmasindan dolay1 (p<0.05) kontrol ile ikili karsilastirmalar yapilmistir. TAF ve
kitosan+TAF igeren gruplarda Mn frekans1 kontrole gore anlamli oranda yiiksek

bulunurken kitosan grubu ile kontrol arasinda anlamli bir farklilik goriillmemistir. Yine
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uygulama gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda kitosan grubunun TAF ve
kitosan+TAF gruplarindan daha diisiik sayida Mn igerdigi gozlemlenmistir (p<0.05).

Gruplara ait Mn igeren hiicrelerin goriintiileri Sekil 4.9°da gosterilmektedir.

*
*
40 -

_

2

>

<

w

§ 30-
20-

Kontrol TAF Kitosan Kitosan+TAF
Gruplar

(* Kontrol ile kargilastirmada fark anlaml p<0.05).

Sekil 4.9. Gruplar aras1 Mn karsilagtirmali analizi
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4.2.4. Komet Yontemi fle DNA Hasar Tespiti Bulgulari

Genotoksisitenin belirlenmesi i¢in sik¢a tercih edilen yontemlerden birisi olan
komet teknigi, calisma gruplarimizdaki hiicrelere alti giinlik TAF ve kitosan
uygulamalarinin sonunda yapilmistir. Sekil 4.10°da TAF ve kitosanin ayri ayr1 ve
kombine halde, HepG2 hiicrelerine muamelesi sonucu olusan komet resimleri

goriilmektedir.

Kontrol

Kitosan Kitosan+TAF

Sekil 4.10. Uygulama gruplarinin komet analiz goriintiileri

Calismamizda test maddelerine maruz kalmis hiicrelerdeki DNA hasarinm
saptamak icin her gruptan 50 hiicrenin % DNAt degerlerinin ortalamalar
karsilastirilmistir. Buna gore tiim uygulama gruplarinda, kontrolden anlamli seviyede
yiiksek oranda % DNAT degerleri oldugu saptanmistir (p<0.05). Gruplar arasinda ise
TAF grubun, kitosan ve kitosan+TAF igeren gruplardan daha yiiksek oranda % DNAT
ortalamasina sahip oldugu ve bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Kitosan ile kitosant+tTAF gruplar1 arasinda ise anlamli farklilik
gorilmemistir (p<0.05). Calisma gruplarinin % DNA~T ortalamalar1 Tablo 4.3’de

gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Gruplar arasinda % DNAT nin karsilastirmasi

% DNAT
Gruplar i
Ortalama Min-Max
Kontrol 28.10 8.28-47.98
TAF 57.50* 24.78-99.50
Kitosan 42.40* 19.00-85.29
Kitosan+TAF 41.04* 21.97-71.24

* Kontrol ile karsilastirmada fark anlamli (p<0.05).

Calismamizda deney gruplarinda 6 giinlilk uygulamalardan sonra olusabilecek

genetik hasarlart saptayabilmek ic¢in yaptigimiz komet analizinde %DNAT verileri

disinda diger parametreler de degerlendirilmistir. Calisma gruplart arasindaki s6zkonusu

komet parametrelerine iliskin ortalama veriler Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de gosterilmistir.

Buna gore biitiin uygulama gruplari; bas kisim DNA yiizdesi (%DNAH), kuyruk kisim

DNA yiizdesi (%DNAT) ve kuyruk uzunlugu (TL) ag¢isindan kontrolden anlamli

seviyede farkli bulunmustur (p<0.05)

Tail Length

/_7_7_7_7_7_7_7_7_7_7_7_7
J— m Kon

B TAF
H Kit
m Kit+

Kit+TAF
Kit

trol

TAF

* % DNAH, % DNAT ve Tl i¢in kontrol ile karsilastirmada tiim gruplar anlamli seviyede farklidir.

Sekil 4.11. Gruplar arasinda bas kisim DNA yiizdesi (% DNAR) ve kuyruk kissm DNA

yiizdesi (% DNAT), kuyruk uzunlugu (Ty)karsilagtirilmasi.
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150000

100000
H Head Int.
50000 M TailfInt.
*
0 Tail Int.
Kontrol Head Int.

TAF

Kit

Kit+TAF

* Kuyruk yogunlugu i¢in tiim gruplar kontrolden anlamli seviyede farkli bulunmustur.

Sekil 4.12. Gruplar arasinda kuyruk yogunlugu (Tail Intensity) ve bas yogunlugu (Head

Intensity) karsilastirilmasi

4.2.5. Annexin V FITC ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

Calismamizda erken ve ge¢ apoptotik evrelerdeki hiicreleri belirlemek i¢in
uygulama gruplarindan elde edilen hiicre materyallerine, Annexin V FITC testi
uygulanmistir Flow sitometrede elde edilen veriler karsilastirilmistir. Buna gore kontrol
arasinda apoptotik hiicre orani bakimindan anlamli farklilik bulunmamistir (p>0.05)

(Sekil 4.13 ve Sekil 4.14).
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Q3, canli hiicrelerin bulundugu alan; Q4, erken apoptoz evredeki hiicreler ve Q2 ise ge¢ apoptozdaki

hiicreleri gostermektedir.

Sekil 4.13. Uygulama gruplarindan FACS analizi.
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Sekil 4.14. Gruplar arasi erken ve geg¢ apoptoz yiizdelerinin karsilagtirmali grafigi
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4.2.6. Mitokondriyal Membran Potansiyelinin (A¥m) Belirlenmesi

Uygulama gruplar1 arasinda AWm, JC-1 kiti ile analiz edilmistir. A¥m, nispeten
diisiik oldugunda monomerler olusur ve mitokondriye girerek yesil floresan yayar. AYm
yiiksek oldugunda ise kirmizi floresan verir. Gruplar arasindaki A¥Wm kiyaslamak igin;
kirmiz1 floresanin yesil floresana orani hesaplanmis ve TAF ile kitosan+TAF iceren
gruplarin potansiyelinde kontrole kiyasla anlamli bir diisiis oldugu goriilmiistiir. Kitosan
grubunda ise kontrol grubundan anlamli seviyede farklilik goriillmemistir ancak TAF ve
kitosan+TAF iceren gruplardan anlamli oranda daha yiiksek A¥m’e sahip oldugu
belirlenmistir. Test igerisinde pozitif kontrol amagli kullanilan CCCP ile TAF disinda
tim gruplarin anlamli oranda yiikksek A¥Ym’ne sahip oldugu gorilmistir (p<0.05)
(Sekil 4.15).

JC-1 Membran Pot.
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O T T T

kontrol taf kit kit+taf ccep

*: Kontrole gore anlaml1 (p<0.05) farkli ¢ikanlar.

Sekil 4.15. Gruplar arast AYm analizi
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4.2.7. Siiperoksit Radikallerin Tespiti

Alt1 giin kimyasal uygulanmasi sonunda, hiicrelerden siiperoksit radikallerini
tespit etmek iizere yapilan Olglimlerde, negatif ve pozitif kontroller de dahil gruplar

arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 gériilmiistiir (p>0.05) (Sekil 4.16).

4 N\
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Rolatif Floresan
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Kontrol TAF Kitosan Kitosan+TAF

H20,

Sekil 4.16. Gruplar arasindaki siiper oksit radikallerinin karsilagtirmasi

4.2.8. Hiicresel ROS Tespiti

Hiicresel ROS olusumu gruplar arasinda karsilastirilmistir. Bu arastirmada,
yaygin olarak kullanilan ROS'a 6zgii boya H2DCFDA yardimiyla canli hiicreler
tarafindan iretilen endojen ROS, kullanilan kitte floresan yogunlugu ile orantilidir.
Floresan seviyesini 6lgmek iizere mikroplate okuyucu ile analiz yapilmistir.

Kontrol grubumuz ile pozitif amagh uyguladigimiz ROS Inducer uygulamasi
arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur. Tim uygulama gruplarimizin, kontrol
grubumuzdan anlamli oranda yiiksek miktarda endojen ROS igerdigi goriilmiistiir.
Ayrica kitosan igeren grubun TAF igeren gruptan anlamli oranda daha yiiksek seviyede
ROS igergine sahip oldugu belirlenmistir (p<0.05)(Sekil 4.17).
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* Kontrolden anlamli oranda yiiksek p<0.05.

Sekil 4.17. Gruplar arasindaki ROS miktarlarinin karsilastirmasi

4.2.9. Elde Edilen DNA’min Kontrolii

Calisma gruplarindan elde edilen DNA’larin  safliklarini  belirlemek igin
spektrofotometrik olarak O.D260/O.D2go degerleri alimmig ve 1.6 ila 2.2 arasinda
degerlerde bulunmustur. Ayrica mikrolitredeki DNA miktarlar1 da tespit edilmistir.
DNA biitiinliigiinii kontrol etmek lizere DNA’lar %1’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve
gruplardan elde edilen genomik DNA goriintiisii incelenmistir (Sekil 4.18). Elde edilen

DNA ’lar testler i¢in yeterli uygunlukta bulunmustur.
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Sekil 4.18. Agaroz jeldeki, uygulama gruplariin genomik DNA goriintiisii

4.2.10. Mitokondriyal DNA Iceriginin COXII Geni Ile Analizi

Calismamizda uygulama gruplarimizdan elde edilen genomik DNA’lar ile rolatif
mitokondriyal DNA igerigi, mitokondriyal genom i¢inde yer alan COXII genini
amplifiye ederek kantitatif RT PCR analizi ile Ol¢lilmiistir. Tim gruplar arasinda
anlaml bir farklilik oldugu goriilmiistiir. TAF iceren grup kontrolden anlamli seviyede
daha az COXII geni eksprese ediyorken; kitosan ve kitosan+TAF gruplar1 anlaml
sekilde daha yiiksek miktarda COXII gen ekspresyonuna sahip oldugu goriilmiistiir
(p<0.05) (Sekil 4.19, 4.120 ve 4.21).
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Sekil 4.19. Kontrol DNA, COXII geninin erime egrisi
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Sekil 4.20. Uygulama gruplarindan DNA ile COXII geninin RT-PCR’da biiyiime
bliylime egrisi
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* Kontrolden anlamli seviyede farkli (p<0.05).

Sekil 4.21. Uygulama gruplarindaki mtDNA miktarinin COXII gen amplifikasyonu ile

karsilastirmast

4.2.11. Mito-Niikleer Sinyal Genlerinin (RYR1, ATF2 ve PCKI1) Rolatif

Ekspresyon Analizi

Calismamizda mitokondriyi etkileyen hasarlar sonucunda etkilendigi diisiiniilen
niikleer genlerden RYR1, ATF2 ve PCKI1 sec¢ilmistir. Uygulama gruplarindan elde
edilen RNA’lar cDNA’ya ¢evrilmis ve bu genler kantitatif amacgh degerlendirmek iizere
RT PCR araciligiyla ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir. ATF2’nin ekspresyonu
gruplar arasinda Onemli seviyede farkli bulunmamistir ancak RYR1 ve PCK1
genlerinde gruplar arasinda anlamli seviyede farklilik oldugu goriilmiistiir. Ozellikle
PCK1 geninde TAF igeren grup kontrolden iki kattan fazla miktarda ifade artist
bulunmustur. Buna karsin, kitosan ve kitosan+TAF igeren gruplarda kontrolden anlamli
miktarda daha diisiik ekspresyon seviyesi oldugu goriilmiistiir (p<0.05) (Sekil 4.22,
4.23,4.24 ve 4.25).
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* Kontrolden anlamli seviyede farkli bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4.22. RYR1, ATF2 ve PCK1 genlerinin ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.23. Uygulama gruplarindan elde edilen RYR1 geninin amplifikasyon egrisi
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Sekil 4.24

0.0001

. Uygulama gruplarindan elde edilen ATF2 geninin amplifikasyon egrisi

Amplification Plot
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Sekil 4.25. Uygulama gruplarindan elde edilen PCK1 geninin amplifikasyon egrisi
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5. TARTISMA

TAF ilact kronik hepatit B tedavisinde kullanilmak tizere 2016 yilinda onay
almigtir. Bu ¢alisma, klinik uygulamaya baslanan TAF ilaci ile birlikte TAF’in biyo-
yararlanimin1 artirip toksisitesini azaltmak {izere ilaci iceren kitosan nanopartikiil
formiilasyonu hazirlayarak sitotoksisite, genotoksisite ve mitotoksisite potansiyelini
ortaya koymak iizere planlanmistir. Yapilan literatiir taramalarinda TAF ve TAF iceren
kitosan nanopartikiil formiilasyonlarinin hiicresel etkilerine iliskin benzeri galismaya
rastlanmamistir. Arastirmamiz s6z konusu ¢aligmalar bakimindan ilk niteligindedir

Hepatit B hastaligi kiiresel bir saglik sorunudur. Diinya Saglik Orgiitii (WHO),
%75’1 Asya ve Bati Pasifik’de yasayan, 400 milyondan fazla hepatit B tasiyicis
bulundugunu bildirmistir (139). Yaklasik 240 milyon insanin ise kronik hepatit B
hastasi oldugu belirtilmektedir (140). Hepatit B hastaligi, diinya genelinde karaciger
kanserinin temel sebeplerinden biri sayilabilir, erken yaslarda edinilmesi durumunda
siroz ve karaciger yetmezligine yol acgabilir. Diinya genelinde asilama heniiz evrensel
seviyeye ulasamamistir bu nedenle hastalik ile miicadelede etkili antiviral tedaviler
gerekmektedir (60).

Hastalik etkeni olan HBV, Hepadnaviridae ailesinden kii¢lik bir DNA viriisiidiir.
HBV genomu, yaklasik 3200 baz ciftine sahip, serbest, dairesel ve kismen ¢ift zincirli
DNA igerir. HBV DNA; viral zarfi, niikleokapsidi, polimeraz ve X proteinini kodlayan,
kismen ¢akisik 4 agik okuma cergevesine sahiptir. Polimeraz geni; ters transkriptaz,
DNA polimeraz ve RNaz aktiviteleri ile ¢ok fonksiyonlu bir enzimi kodlar. Viriis
DNA’sindaki asimetrik olan zincirler birleserek; kovalent olarak baglanir ve kapali
halkasal stiper sarmal DNA (cccDNA) molekiilii olusturulur. cccDNA’nin
transkripsiyonu ile viral pgRNA molekiilii olusturulur ve viriisiin ters transkriptaz
enzimi sayesinde bu pgRNA’dan yeni viral DNA’lar sentezlenir (4).

Hepatit B hastaliginin tedavisindeki amag; siroz, kanser gibi komplikasyonlarin
oniine gecilmesi ve uzun siireli sag kalimdir. Bu amaca; virlis replikasyonu
engellenerek, diisiik seviyede HBV DNA seviyesine sahip kalict virolojik yanit ile
ulagilabilir (141). Mevcut kronik hepatit B tedavisi i¢in iki segenek vardir; interferonlar
ve oral niikleot(z)id analoglari. Daha uygun doz, daha az uzun dénem komplikasyonlari
ve daha basaril1 viral baskilamadan dolay: niikleot(z)id analoglar1 6ncelikle tercih edilir

(6). Niikleot(z)id analoglari, kullanilan ilaca bagli olarak; inhibitorleri aktive edebilir,
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ters transkripsiyonu, viral eksi DNA zincirin sentezini veya artt DNA zincir sentezini
etkileyebilirler (67). Tiim niikleot(z)id analoglari, viral DNA’daki hiicre i¢i niikleotid
dahil edilmesi ile rekabet ederek calistifi i¢in kompetitif polimeraz inhibitorleridir.
Ayrica zincire dahil olduklarinda, bir sonraki niikleotidin viral DNA zincire eklenmesini
onleyerek de DNA sentezini sonlandirabilirler (72). Niikleot(z)id analoglarindan birisi
olan TFV, deoksi adenozin monofosfat analogu olarak etki gosteren niikleotid ters
transkriptaz inhibitér (NRTI) grubu bir ilagtir ve hiicre igine girince; HBV’deki viral
DNA replikasyonu sirasinda revers transkriptaz enziminin substrat baglanma bolgesine
baglanarak, kompetitif olarak inhibe eder. Boylece bir zincir sonlandiricist olarak etki
gosterir (8,9). TFV’nin oral én ilag formu ilk olarak TDF’dir. Ilag, kronik hepatit B
tedavisi i¢in 2008 yilinda onay almistir. TDF, hiicre i¢i yar1 6mrii ve zayif biyo-uyumu
ile gelistirilmeye agik olarak degerlendirilmektedir (10). TFV etken maddeli yeni ilag
formiilasyonu olarak TAF gelistirilmistir ve FDA tarafindan 2016 yilinda onaylanmistir
(19). TAF, TDF’ye kiyasla fenol ve alanin izopropil ester igerir; farmokokinetik
caligmalar ile TFV metabolize olarak plazmada daha diisikk konsantrasyonda ancak
artmig kararlilikta bulunur (142). TDF’ye kiyasla TAF’daki TFV’nin hiicre ici
konsantrasyonu alti buguk Kkat fazla; serum konsantrasyonu ise %91 daha diisiik
bulunmustur (14-16). Bu farmakokinetik farkliliklar g6z 6ntine alindiginda, klinik TAF
dozu ¢ok daha diisiik kullanilabilmektedir: TFV plazma seviyeleri agisindan 25 mg’lik
giinliik TAF dozu, 300 mg’lik glinlik TDF dozuna biyo-esdegerdir. Yaklasik on katlik
bu farklilik ile ilaca bagli toksisitenin ve yan etkilerin de orantili olarak azabilecegi
diistiniilmektedir (17).

Son yillarda, hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan ilaglarin nano-tasiyicilar ile
formiilasyonlar, ilaglarin toksik etkilerini azaltilip, biyo-yararlanimm artirilmasi
bakimindan oldukca gilincel yaklasimlardir. En ¢ok umut veren ilag tasima
sistemlerinden biri olan polimerik nanopartikiiller dahil olmak {izere ila¢ tasinim
sistemleri, antiviral ajanlarin hedefe yonelik verilmesi icin alternatiflerden biridir ve
kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir. Bu polimerik nanopartikiil sistemleri arasinda,
fizikokimyasal ve biyolojik oOzellikleri nedeniyle kitosan dikkate deger, dogal bir
polimerik materyaldir. Kitinin deasetilasyon iirlinii olan kitosan, yapisinda bir dizi
serbest amin grubunu ihtiva eder; bu da onun ilag tasima uygulamalarinda kapsamli
olarak kullanimini saglar (18). Asidik ortamda amino gruplari, protonasyon sonrasinda

pozitif yiiklenir. Bundan dolay1, kitosan negatif yiiklii molekiillerle rahatca etkilesime
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gecebilir. TAF suda ¢oziinebilen, kiigiik molekiillii bir ilactir, fosfat gruplari igerir ve
NaOH soliisyonunda negatif yiikliidiir. Elektrostatik kuvvetler araciligiyla kitosanla
rahatca etkilesir. Dolayisiyla, kitosan nanopartikiilleri TAF i¢in kontrollii ilag¢ tasiyici
sistem olarak tercih edilebilir.

TFV igeren TDF ilacinin formiilasyon caligmalarina dair literatiirde ¢ok az
sayida makale bulunmustur (107-111). Yapilan ¢aligmalara bakildiginda TDF igeren
kitosan nanopartikiilleri hazirlanmis, karakterize edilmis ve in vitro ila¢ salinim
kinetikleri incelenmistir. Ama bu partikiillerin mitotoksik ve genotoksik etkilerine dair
net bir bilgi tespit edilememistir. TAF ilac1 ise son ii¢ yildir klinik kullanima baslandigi
icin, TAF’1n kontrollii ilag tastyict sistemleri ile ilgili sadece bir ¢alismaya rastlanmistir.
Bu c¢alismada Mandal ve arkadaslari, TAF ve elvitegraviri, nanopartikiiller ile
kaplayarak subkiitanéz taginimdaki istenmeyen yayilimini onlenmeyi hedeflemislerdir
(27). Bu nedenle bu ilacin ve kombinasyonlarinin, etkinlik ve yan etki profilinin ortaya
konmasi olduk¢a Onemlidir. Bu baglamda tez c¢alismamiz; TAF igeren Kkitosan
nanopartikiiliiniin sentezi ve karakterizasyonun yapilmasi yani sira TAF ilaci ve Kitosan
kombinasyonlarinin ~ mitotoksik/genotoksik  etkilerinin  incelenmesi  {izerine
kurgulanmustir.

TAF ilacim1 igeren kitosan nanopartikiilii Inonii Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Kimya Boliimii’'nde hazirlanmigtir. Kitosan nanopartikiilleri iyonik jelasyon
yontemine gore basari ile hazirlanmigtir (128). FTIR analizine gore elde edilen
spektrumlar literatiir ile uyusmaktadir (136,137). TAF ilaci kitosan nanopartikiillerine
basar1 ile enkapsiile edilmistir. SEM goriintiilerine gore parcacik boyutu ve sekli
literatiirde  belirtilen  kitosan  nanopartikiillerine  benzerdir  (143). EDAX
spektrumularindaki pikler, TAF ilacinin enkapsiile edildigini dogrulamaktadir.
Hazirlanan kitosan nanopartikiillerinin hidrodinamik ¢ap1 255 nm, TAF igeren kitosan
nanopartikiillerinin hidrodinamik c¢ap1 ise 340 nm olarak Ol¢iilmiistiir. Meng ve
arkadaslar1 yaptiklar bir ¢alismada TFV igeren kitosan nanopartikiilleri hazirlamiglar ve
partikiil boyutlarint 260-450 nm arasinda oldugunu rapor etmislerdir (107). Zhang ve
arkadaglar1 ise yine TFV igeren kitosan nanopartikiilleri hazirlamiglar ve partikiil
boyutlarini1 200-400 nm arasinda oldugunu rapor etmislerdir (109). Calismamizda boyut
analizi sonuglarimin SEM verileriyle tutarli oldugu goriilmiistiir. Zeta potansiyeli
degerleri kitosan nanopartikiiller i¢cin 42.8+1.08 mV, TAF iceren nanopartikiiller i¢in

48.9+1.82 mV olarak bulunmustur. Pozitif zeta potansiyeli degeri kitosanin amino
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gruplarindan kaynaklanmaktadir. Bulunan bu pozitif deger literatiirde belirtilen
degerlerle benzerlik gostermektedir. Ornegin, Shailender ve arkadaslari, yaptiklar: bir
calismada kitosan nanopartikiiller i¢in zeta potansiyel degerini 32.33 + 1.1 mV olarak
bildirmislerdir (144). Hazirlanan nanopartikiillerin PDI degerleri kitosan nanopartikiiller
icin 0.44+000. TAF igeren nanopartikiiller i¢in 0.65+0.02 olarak ol¢iilmiistiir. Diisiik
PDI degerleri, homojen bir dagilima sahip kararli nanopartikiillerin olusumunu gosterir.
TAF’in enkapstilasyon verimi 50.1+ 1,0 olarak hesaplanmistir. Literatiirdeki daha
onceki ¢alismalar incelendiginde benzer sonuglar elde edildigi goriilmiistiir. Ornegin,
Shailender ve arkadaslari, TAF’in benzer bir ilaci olan TDF’nin enkapsiilasyonu igin
kitosan nanopartikiilleri hazirlamislar ve karakterize etmislerdir (144). ilacin
enkapsiilasyon verimini %48.2 olarak bildirmislerdir. Bir baska ¢alismada, Meng ve
arkadaslari, tenofovir yiikli kitosan nanopartikiilleri hazirlamislar ve karakterize
etmislerdir (107). Bu ¢alismada ti¢ farkli molekiil agirligina sahip kitosan (diistik, orta
ve yiiksek) kullanmiglardir. Diisiik, orta ve yiiksek kitosandan hazirlanan kitosan
nanopartikiillerine enkapsiile edilen tenofovir ilact i¢in verim olarak sirasiyla %2.1,
%6.9 ve %23.5 gibi ¢ok diisiik enkapsiilasyon verimleri elde etmislerdir.

Enkapsiilasyon isleminden sonra TAF ilacinin in vitro salim profili
degerlendirilmis ve 72 saat icinde ilacin neredeyse tamami (%92.7) salinmistir. ilgili
literatiir calismalar1 incelendiginde benzer sonuglar elde edildigi goriilmiistiir. Ornegin,
Meng ve arkadaslar, diistik, orta ve yliksek molekiil agirligina sahip kitosan kullanarak
elde ettikleri nanopartikiilleri, TFV salimi i¢in kullanmislardir (107). Yaptiklar1 in vitro
salim c¢alismalarinda, diisiik molekiil agirlikli kitosandan hazirlanan nanopartikiillerden
ilacin neredeyse tamami 48 saat i¢inde salinmistir. Bu salim profili orta ve yiiksek
molekiil agirlikli kitosan kullanilarak hazirlanan nanopartikiillerden ilacin yaklasik
%50-70’1 120 saat iginde salinmistir. Bir bagka ¢alismada, Meng ve arkadaslari, tiyol
fonksiyonel kitosan nanofiberleri hazirlamislar ve TFV saliminda kullanmiglardir (108).
Salim c¢alismalar1 sonucunda ¢alisma ekibi TFV ilacinin 50 saat iginde %80-100 arasi
salindigini rapor etmiglerdir. Bir diger ¢caligmada ise TFV ve TDF igeren poli (laktik-ko-
glikolik asit) ve metakrilik karisimi ile hazirlanan yiiklii nanopartikiiller hazirlanmigtir
(109). Bu galismada ise 72 saat i¢inde her iki ilacinda yaklasik %80’ninin salindigi
bildirilmistir. Rapor edilen bu ¢alismalar dogrultusunda, tez kapsaminda elde ettigimiz
ilag salim sonucu literatiirle uyum gostermektedir. Tiim bu dogrulanmis veriler ile

caligma gruplar1 olusturularak, genotoksisite ve mitotoksisite testleri yapilmustir.
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TAF ile ilgili calisma konseptimize uygun literatiir bilgisine ulasamadigimiz i¢in
calismada uygulanacak ilag dozunu belirlemek i¢in; TAF firetici firmast Gilead
Sciences’in HepG2 hiicrelerinde canlilik oranini veren CCso degeri (>44.4 uM) referans
almmustir (89). Ayrica HepG2 hiicrelerinde 6n calisma olarak uyguladigimiz alti
giinliik, 45 uM TAF dozunun benzer sitotoksik etki gostermesi iizerine ila¢ dozu olarak
bu degere karar verilmistir. Calisma gruplarimiz i¢in; 45 uM TAF ilact uygulanan, 45
uM TAF igeren kitosan nanopartikiilii uygulanan, kontrol amagli enkapsiilasyonla ayni
miktarda kitosan uygulanan ve aymi sartlarin saglandigi ancak sadece taze besiyeri
iceren kontrol grubu olmak iizere 4 grup olusturulmustur.

Oncelikle alt1 giinlik deney sonucunda ¢alisma gruplarindaki hiicreler
morfolojik olarak degerlendirilmistir. Hiicre canliligi bakiminda, TAF grubunun
kontrolden neredeyse sekiz kat daha az canli hiicreye sahip oldugu gozlemlenmistir.
TAF igeren kitosan uygulamasinda ise kontrolden yaklasik bir buguk kathik diisiis
oldugu goriilmiistiir. Sayisal hiicre degisikliginin yani sira, morfolojik olarak yapilan
degerlendirmede de kontrol grubundaki hiicrelerin parlak, biiyiik ve kiiresel goriiniip,
hiicreler agregatlar halinde birbirlerine yakin temash goézlemlenirken; TAF’a maruz
kalan hiicrelerin membraninin biiziiserek daha kiigiilmiis, birbirlerinden bagimsiz ve
daha koyu renkli olduklart gézlemlenmistir. Bu bulgular Barathan ve arkadaslarinin
bildirdigi tizere, HepG2 hiicrelerinin apoptoz morfolojisi olarak degerlendirilmektedir
(145). Kitosana maruz kalan hiicrelerin morfolojileri kontrole benzer izlenirken; TAF
igeren kitosan nanopartikiiliine maruz kalan hiicrelerde ise; TAF uygulamasindakine
benzer hiicrelerin bulundugu ancak anormallesmis hiicrelerin daha seyrek oldugu
gorilmiistir. Bu morfolojik farkliliklarin kitosandan TAF’m yaklagik {i¢ giin sonra
salinmaya baslamasi ve boylece daha diisiik toksisite gostermis olmasindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

TAF 1ilaci ve kombinasyonlarinin genotoksik etkilerini belirlemenin 6nemli
belirteclerinden birisi de mikroniikleus (Mn) analizidir. Mn, membran ile ¢evrelenmis
interfaz hiicrelerinde goriilebilen kromatin cisimleridir (146). Mn olusumu, saglam
kromozomlar1 yanlis ayiran mitotik hatalar, DNA replikasyonu ve onarimindaki
hatalardan kaynaklanan asentrik kromozom fragmanlar1 dahil olmak {izere birgok hiicre
boliinmesi kusurunun ortak bir sonucudur. Yanlis ayrilmis kromozomlar, DNA
hasarinin sitolojik bir kanit1 olarak degerlendirilmektedir (147). Mn frekansindaki arts,

klastojenitenin bir gostergesidir. Klastojenite ise genetik hastaliklar ve kanser riskini
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artirtr. Epidemiyolojik calismalara gore, Mn sikligindaki artis ile kanser olusumu
arasinda pozitif bir iliski bulunmustur (148). Yaptigimiz arastirmada, TAF ve TAF
iceren kitosan nanopartikiil gruplari kontrol ve sadece kitosan igeren gruplara goére
onemli seviyede yiiksek (p<0.05) Mn igerigine sahip bulunmustur. Kontrol ile kitosan
grubu arasinda anlamli farklilik bulunamamistir. Literatiir taramasi yapildiginda
inceledigimiz TAF ile benzer etki mekanizmasina sahip yine NRTI grubundan olan
ilaglara dair Mn analizleri yapildig1 goriilmiistiir. Daha 6nce yaptigimiz bir ¢alismada
tenofoviri 6 ve 12 ay kullanan hepatit B tanis1 almis hastalarda Mn sikliginin, saglikli
bireylerden olusan kontrol grubuna gore istatistiksel olarak onemli seviyede yliksek
oldugunu tespit etmistik (149). Benzer sekilde Gonzales ve Larippa, Cin hemstir
ovaryum hiicrelerinde (96); Stern, CD4 lenfositlerinde (150); Aruna ve Jagetia ise HeLa
hiicrelerinde azidotimidinin kontrolden anlamli seviyede MN sikligin1 artirdiginm
bildirmislerdir (151). Benzer bir ¢alisma ile Ayer ve arkadaslari, fare ve sigan kemik
iligi tizerinde zidovudinin farkli dozlarn ile ¢alistiklarinda, eritrositlerde Mn frekansinin
arttigin1 bildirmislerdir (152). Bayram ve Topaktas ise; ayni gruptan lamivudininin
insan lenfositleri iizerinde iki giin siiresince uygulandiginda, 6nemli 6l¢iide Mn artisina
neden oldugunu rapor etmislerdir (99). Bu ¢alismalarin aksine Tungeln ve arkadaslart,
lamivudinin in vivo fare eritrositlerinde Mn sikligini etkilemedigini saptamislardir (97).
Goriildiigii tizere calismalarin bazilar1 NRTI’larin Mn olusumunu indiikledigi, bazilari
ise etki olusturmadigini gostermektedir. Kullanilan doz, uygulama siiresine ve hiicre
tipine bagli olarak ¢alisma sonuglari degiskenlik gostermektedir. Incelenen benzeri
NRTI grubu ila¢ caligmalarinin ¢ogunda oldugu gibi bizim caligmamizda belirtilen
dozda TAF ilacinin ve TAF igeren kitosan nanopartikiillerinin, Mn olusumunu anlamli
olarak yiikselttigi goriilmiistiir

Calismamizda TAF’in ve kitosanli formiilasyonunun olasi genotoksik etkileri
komet yontemi ile ayrica arastiriligtir. Komet testi ile DNA’da hasar sonucu olusan tek
ve ¢ift zincir kirtlmalar tespit edilebilir. DNA hasar tespitinde yaygin olarak tercih
edilen bu test; hizli, basit ve duyarlidir. Teknikte; DNA fragmanlarinin migrasyonunun
goriintliye yansimasi degerlendirilir. Bu zincir kirilmalari, kromozomal anormallikler ve
genomik instabilite ile iliskilidir. Genomik instabilite de dogrudan malignite ile
iliskilendirilir (153,154). DNA hasar1 olan hiicreler florasan mikroskop altinda hasarin
siddetine gore kuyruklu yildiz (komet) seklinde goriiliirler. Hasarsiz, pargalanmamis

genetik materyal cekirdek icinde kalirlar. Kuyruktaki DNA yiizdesinin belirlenmesi
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(%DNAT), gozle dahi degerlendirilebilir olmasi ve diger parametrelere gére uygulama-
cevap iliskisini daha iyi yansitmasi sebebiyle ozellikle tercih edilmektedir (155).
Yaptigimiz calismada tiim uygulama gruplarinda % DNAT ortalamalari kontrolden
anlamli seviyede daha yiiksek bulunmustur. Hatta TAF uygulanan grubun komet
parametreleri, kitosan ve TAF igeren kitosan uygulanan gruplarin degerlerinden anlamli
seviyede yiiksek bulunmustur. Kitosan grubundaki %DNAT artis1, benzeri hiicre hatti
calismalarinda da goriilmistiir. Kitosanin uzun siireli muamelesi, DNA fragmentasyonu
olusturabilmektedir (156). Bildigimiz kadariyla TAF ile iliskili genotoksisite ¢alismalari
bulunmamakla birlikte, NRTI grubu diger ilaglar ile yapilan komet ¢aligsmalari
mevcuttur. De Filhoa ve arkadaslari, fare kemik iligi hiicrelerinde, TFV de dahil bazi
NRTI’larin komet analizi ile genotoksik etkilerini ¢alismislar ve anlamlh bir farklilik
bulamamuslardir (157). Yine de Filhoa ve arkadaslari, yaptiklari bir baska komet
caligmasinda ise; TFV ve entekavirin, Drosophila melanogaster iizerinde anlamli
seviyede komet olusturdugunu bildirmislerdir (158). Komet testi ile NRTI grubu ilaglar
ile yapilan calismalarda, ilacin ¢esidine ve uygulama sartlarina bagli olarak farkli
sonuglar bulundugu goriilmektedir. Komet testinde %DNAT degerlerinde artis olmast;
niikleot(z)id analoglarinin, piirinlerin yapisinda olmalar1 ve replikasyon sirasinda yeni
DNA zincirine dahil edilerek mutasyonlara, kromozomal sapmalara veya araya girdigi
zaman —OH grubu eksikligi ile sentezin sonlamasina sebep olmalarindan
kaynaklanabilir (159).

Kronik hepatit B tedavisinde kullanilan oral antiviraller niikleozid veya
niikleotidlerin kimyasal olarak modifiye edilmis analoglaridir. Niikleot(z)id analoglari,
insanlarda DNA replikasyonu ve onariminda sorumlu olan DNA pol B’nin zayif
inhibitdrleridir. Ancak bu ajanlar insan mtDNA pol y inhibisyonuna kars1 daha ytiksek
affiniteye sahiptirler. Bu nedenle mitokondriyal disfonksiyon veya mtDNA
replikasyonunda bozulmaya sebep olabilirler. NRTI, DNA pol vy tarafindan, uzayan
zincire 5'OH grubu ile dahil edilir. Bu analog, DNA polimerazin proof reading aktivitesi
ile giderilemezse, 3'OH ucu olmadig i¢in baska niikleotid dahil edilemez ve zincir
sonlanir. Yani, niikleot(z)id analoglarinin mtDNA replikasyonunu bloke etme yetenegi,
mitokondri genomundaki eklenme ve ¢ikarilma oraninin net sonucudur (20).

Calismamizda, mtDNA miktarmin gostergesi olarak COXII geninin ekspresyon
seviyesi Ol¢iilmiistiir. Buna gore; TAF uygulanan grubun kontrolden anlamli seviyede

daha diisik mtDNA icerigine sahip oldugu belirlenmistir. Kitosan ve TAF iceren
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kitosan nanopartikiilleri uygulama gruplarinda ise kontrolden anlamli seviyede daha
yiilksek mtDNA miktart icerdigi goriilmiistiir. TAF in dahil oldugu NRTI grubu ile
yapilan benzeri calismalar mevcuttur: Ornegin Walker ve arkadaslari, HepG2
hiicrelerinde NRTI  kombinasyonlarinin  mitokondriyal toksisiteyi indiikleme
potansiyelini ¢alismiglar ve anlamli ¢ikan toksisite miktarinin dizilimini; zalkitabin >
didanozin > stavudin > zidavudin > TFV seklinde bildirmislerdir. Pan-Zhou ve
arkadaglari, COX 1l geni ile mtDNA igerigini arastirdiklar1 bir ¢alismada, NRTI
ilaglarmin tiimiinde anlamli bir diisiis oldugunu gostermislerdir (160,161). Benzer bir
diger calismada Birkus ve arkadaslari, didanozin ve zalkitavinin mtDNA igerigini
azaltigim1 gostermislerdir (162). Calismalar NRTI grubu ilaglarin, mtDNA miktarini
onemli oranda azalttigin1 ancak TAF’1n eski formiilasyonu olan TDF’nin gruptaki diger
ilaglara oranla mtDNA igerigini daha diisiik seviyede azalttigin1 géstermektedir (157).

MtDNA replikasyonu uzun siire inhibe edilirse hiicre ici mtDNA seviyesi
diisebilir. Bu durum da solunum zincirinde yer alan eksik proteinlere ve artan ROS
nedeniyle bozulmus oksidatif fosforilasyona yol acarak laktik asidoza ve hiicre 6liimiine
sebep olabilir (20). Calismamizda ila¢ uygulamalarina bagli olarak ROS ve siiperoksit
miktarlarin1 6lgerek mitokondriyal ve hiicresel oksidatif hasar seviyesi belirlenmeye
calistlmistir.  Olgiimler sonucunca; siiperoksit testinde anlamli bir sonu¢ elde
edilememistir. Ancak ROS testinde; TAF, kitosan ve TAF igeren kitosan nanopartikiil
gruplar1 kontrolden anlamli1 seviyede daha fazla ROS igerigine sahip bulunmustur. Hatta
kitosan grubunda TAF grubundan daha yiiksek seviyede ROS birikimi goriilmiistiir.
Kitosanin hiicrede ROS artisin1 Zubareva vd., kitosanin pozitif ylikii nedeniyle hiicreye
penetrasyonunun yiiksek olmasi dolayisiyla mitokondriyal membran potansiyelinin
bundan etkilenmesi ile agiklamislardir (165). TAF ile ROS artisini, benzeri bir ¢alisma
ile Hayakawa, NRTI grubundan zidovudin’in kas ve karacigerde mtDNA’da 8-OH-dG
artistna  neden oldugunu gostermislerdir. Oksitlenmis bazlar da mtDNA’da
mutasyonlara sebep olabilirler (94). Ramamoorthy ve arkadaslari, siganlarda in vivo
TDF uygulamasi ile ROS ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) tiretiminin etkilendigini ve
bobreklerde artmis mitokondriyal hasara sebep verdigini bildirmislerdir (163). Oksidatif
stres, NRTI tarafindan tetiklenen zararh etkilerin arkasindaki énemli bir itici giictiir ve
mtDNA, NRTI'lara maruz kaldiginda reaktif oksijen tiirlerinin olusumundan biiyiik
olgiide etkilenir (164).
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Tez calismamizda incelenen bir diger parametre ise mitokondriyal membran
potansiyel  Ol¢iimiidiir.  Mitokondride  oksitlenebilir  substratlar  kullanilarak,
elektrokimyasal gradient olusturulur ve ATP iretilir. Mitokondriyal membran
potansiyeli, katyonlarin ice; anyonlarin disar1 taginmasini tesvik edecek sekildedir.
Boylece olusan elektrokimyasal gradient ATP sentezini yonlendirir. mtDNA kaybi, i¢
mitokondriyal membran elektrokimyasal potansiyelinin azalmasina neden olur (132).
Yaptigimiz calismada TAF ve TAF igeren kitosan nanopartikiil uygulamalar1 sonucu
mitokondriyal membran potansiyeli, kontrolden anlamli seviyede daha diisiik
bulunmustur. Ancak kitosan nanopartikiilii uygulamasinin, membran potansiyelini
olumlu etkiledigi goriilmiistir. Mitokondriyal membran potansiyelindeki bozulma,
MtDNA’nin azalmasi gibi mitotkondriyal hasarlari ve ROS / RNS (reaktif nitrojen
tirleri) artislarin sonucunda hiicreler apoptoza gidebilir (20). Calismamizda Annexin V
ile apoptoz incelememizde; uygulama gruplarinda anlamli bir farklilik olmadig: tespit
edilmistir. Ancak morfolojik olarak apoptotik goriiniime sahip olduklart goriilmiistiir.
TFV’nin apoptozu Uyardig1 yoniinde calismalar bulunmaktadir. Lu ve arkadaslari, PC-
12 hiicrelerinde TDF uygulamasi sonucu, apoptotik goriiniimlii hiicrelerin arttigini ve
BAX ekspresyonundaki artigin da apoptozun olusumunu artirdigini bildirmislerdir. Doz
bagimli olarak BAX gibi proapoptatik proteinlerin artisinin ROS olusumunu tetikledigi
ve intrinsik yolagi aktive ederek apoptozu uyardigr disiiniilmektedir (166). Murphy ve
arkadaglari, HK-2 hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda TDF maruziyeti sonucunda
ROS miktarindaki artisin; hiicre canliliginda azalmaya, mitokondride fonksiyonel
bozulmaya ve kaspaz 3 ile kaspaz 9 ekspresyonunda yiikselise neden oldugunu
gostermislerdir (167). Apoptoz enerji bagimli, kontrolli bir hiicre 6liim tipidir. Sistein
proteazlar1 igeren kaspazlar, proteolitik aktivasyondan sorumludurlar ve apoptotik
sinyalleri baglatirlar. Memeli hiicrelerinde, sitokrom c tarafindan baglatilan kaspaz
aktivasyonu etkili bir aktivasyon yoludur. Bu yolda ROS artis1 ve mitokondri hasar1 gibi
uyaranlar ile sitokrom c salinir ve kaspaz aktivasyonu indiiklenerek, apoptoz baslar
(163).

Mayada tarif edilen retrograd (RTG) sinyal yoluna benzeri, mitokondri-niikleus
sinyal yolagi memeli hiicrelerinde de tarif edilmistir. Mitokondri stres sinyali olarak da
bilinen RTG yolagi mtDNA tiikenmesine sebep olan mitokondri membran potansiyeli
ve Ca' seviyesindeki artis ile aktiflesir. RTG sinyali sonucu, Ca*? depolanmasi ve

salinmas1 (RyR1, RyR2, kalretikulin, kalsequestrin), glikoz alimi ve metabolizmasi
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(Glut 4, IGF1R, heksokinaz, fosfoenol piruvat karboksikinaz (PCK1 ve PCK2), IRS1),
hiicre dongiisti, O0limii ve DNA hasar yanit1 gibi gen ekspresyon programlarini
diizenleyen ATF2/CREB dahil olmak iizere niikleer genomdaki genis bir gen
spektrumunun ekspresyonu etkilenir (124,125). Calismamiz kapsaminda, RTG yolagi
ile iligkilendirilmis genlerden RYR1 (Riyanodin resptor-1), ATF2 (Aktive edici
trankripsiyon faktorii-2) ve PCK1 (sitosolik fosfoenol piruvat karboksikinaz-1)
calistlmistir. Calisma bulgularimiza gore; tiim gruplarda ATF2 geninin ekspresyon
seviyesinde anlamli bir degisim goriilmemistir. RYR1 gen ifadesinde kitosan ve TAF
gruplarinda kontrolden istatiksel olarak anlamli seviyede diisiik bulunurken, TAF igeren
kitosan grubunda ise diger gruplardan daha yiiksek seviyede bulunmustur. PCK1 geni
ise, kitosan ve TAF iceren kitosan nanopartikiil gruplarinda disiik ekspresyon
seviyesinde bulunurken, TAF grubunda gen ifadesi anlamli seviyede yiiksek
bulunmustur.

Tim bu bulgulardan, HepG2 hiicreleri {lizerinde yapilan 45 uM TAF
uygulamasinin, mitotoksik ve genotoksik etkileri oldugu soOylenebilir. Kitosan ile
enkapsiilasyon yapilmasi durumunda, TAF’m molekiiler toksisite potansiyeli bazi
testlerde azalirken bazi testlerde etkilenmemistir. Ayrica kitosan nanopartikiiliiniin de
genotoksisite/mitotoksisite testlerindeki bulgular1 degiskendir. Dolayisiyla Kkitosan
enkapsiilasyonunun TAF’1n toksisitesini azalttigina dair net bir sonuca ulasilamamustir.
[lacin ve kitosan kombinasyonlarmin etkilerini daha net belirtebilmek igin ek toksisite
testleri ve farkli dozlar ile farkl hiicrelerde uygulamalar yapilmasi gerekmektedir.

Literatiir incelendiginde, kitosan ve TAF ile ilgili olarak yaptigimiz ¢ok yonlii
testleri igeren sinirli sayida makale mevcuttur. Kitosan ile enkapsiilasyonu yapilan
TAF’in sitotoksik, genotoksik ve mitokondriyal toksisitesine dair caligmalara ise

rastlanmamistir. Bu baglamda tez ¢aligmamiz literatiire yeni bilgiler kazandirmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

TAF ilact, 2016 yilinda FDA tarafindan hepatit B tedavisi i¢in onaylanmigs NRTI
grubuna dahil bir ilagtir. TAF ilacinin da iginde bulundugu NRTI grubu ilaglarin,
hiicresel ve mitokondriyal boyutta hasarlara neden oldugu bilinmektedir. TAF’1n 6nceki
formiilasyonu olan ve ayni etkene (TFV) sahip TDF i¢in de benzer sonuglar1 olan
toksisite c¢alismalar1 mevcuttur. Ancak literatiir taramasi yapildiginda TAF ile ilgili
sitotoksisite ve genotoksisite ¢alismalarmin kisith oldugu goriilmiistir. TAF igeren
kitosan nanopartikiil formiilasyonuna yonelik sitotoksik ve genotoksik caligmaya ise
rastlanmamistir. Bu kapsamda tez c¢alismamizda, TAF ilacim1 igeren Kkitosan
nanopartikiillerinin hazirlanmasi, karakterizasyonunun yapilmasi, TAF ilact ve
kombinasyonlarinin mitotoksik/genotoksik etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

TAF’1in uygulamasi; Mn ve komet testlerine gore genotoksik hasara neden
olmustur. Ilag, MtDNA icerigini diisiirmiis ve A¥m iizerinde olumsuz etkilere sebep
olmustur. Ayrica hiicrelerde ROS miktarinin yiikselmesine neden olmustur. Kitosan
enakpsiilasyonun uygulandigi durumda, bazi testlerde genetik hasarlar azalmistir ancak
bazi testlerde ise genotoksik etkisi olabildigi gorilmiistiir.

Sonug olarak; calisilan dozda TAF’1in HepG2 hiicreleri {izerinde genotoksik ve
mitotoksik etkileri oldugu goriilmiistiir. Kitosan ve kitosan enkapsiilasyonunun agirlikli
olarak olumlu etkilerine karsin, bazi parametlerede ise olumlu sonuglarina
ulagilamamigstir.  Ancak, yeni bir ilag olan TAF’mn, hiicresel diizeyde molekiiler
etkilerine yonelik literatiire katki saglayacagi ve yapilacak olan benzeri ilag
formiilasyonlarinin hazirlanmasina yardimci olacagi dngoriilmektedir.

Calismamizdaki uygulama, in vitro ve tek doz ile yapilmistir. Ilacin ve Kitosan
kombinasyonlarmin etkilerini daha net belirleyebilmek i¢in farkli dozlar ile farkhi

hiicrelerde hatta in vivo olarak ek toksisite testleri ile yapilmasi 6nerilmektedir.
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