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Albumin, plazmada en bol bulunan kiiresel bir proteinidir ve hemen hemen
tiim amino asitleri yapisinda barindirir. Ayrica, albiimin karacigerde yaklasik olarak
0.7 mg/saat hizinda sentezlenir. Albumin ilag tastyici sistem olarak; protein yapida
olmasi, biyobozunur olmasi, toksik olmamasi, biyouyumlu olmasi ve kolay
bulunabilir olmasi gibi nedenlerle nanopartikiil yapisinda tercih edilir. Pemetrexed,
kiigtik hiicreli dis1 akciger kanseri i¢in kullanilan sitotoksik ajanlardan biridir ve
gliclii bir timidilat sentaz inhibitoriidiir. Ancak Pemetrexed uygulamasindan sonra,
hayati tehdit edici komplikasyonlar yasanabilir. Bu ¢alismada, manyetik
nanopartikiiller ile pem akciger kanserili bolgeye hedeflenmesi amaglanmistir. Bu
nedenle pemetrexed yiiklii manyetik albumin nanopartikiiller hazirlanmistir.

Albumin nanopartikiiller, sigir serum albiimini kullanilarak desolvasyon
yontemiyle sentezlendi. Nanopartikiiliin hazirlanmasi sirasinda, bir¢ok calismada
kullanilan toksik glutaraldehit yerine genipin capraz baglayici olarak kullanildi.
BSA, genipin, manyetik nanopartikiil, reaksiyon siiresi ve ila¢ miktar
optimizasyonlar1 yapildi. Ilacin farkli pH'larda salinmasi izlenerek serbest
pemetrexed ve hazirlanan ilag sistemi karsilastirildi. Karakterizasyon g¢aligmalari,
SEM, FTIR ve zeta boyut analizi ile gergeklestirildi. Sentezlenen nanopartikiiliin
hidrodinamik boyutu 191,64+41,57 nm ve PDI degeri 0,340 olarak bulundu. Buna ek
olarak, zeta potansiyel degeri -19,2+4,37 olarak tespit edildi. Negatif olan bu zeta
potansiyel degeri nanopartikiiliin hiicre i¢ine alimina yardimci olur. Yapilan tim
optimizasyon caligmalarindan sonra, hazirlanan ila¢ tasima sistemi, etkinligi
arastirmak i¢in farkli akciger kanseri hiicre hatlarina (A549-luc-C8 ve CRL5807)
uygulandi. Dis manyetik alan uygulanarak timor bolgesine yoneltilebilecek bu ilag
tasima sisteminin akciger kanseri tedavisi i¢in potansiyele sahip oldugu yapilan in
vitro caligmalar ile gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: Pemetrexed, manyetik hedefleme, albumin nanoparcgacik,

in vitro, kontrollii ilag salim1
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Albumin is the most abundant spherical protein in plasma and contains almost
all amino acids in its structure. Furthermore, albumin is synthesized in the liver at
a rate of about 0.7 mg / h. Albumin as drug delivery system; It is preferred in
nanoparticle structure due to its protein structure, biodegradability, nontoxic,
biocompatible and easily available. Pemetrexed is one of the cytotoxic agents used
for non-small cell lung cancer and is a potent inhibitor of thymidylate synthase.
However, life-threatening complications may occur after Pemetrexed
administration. In this study, it was aimed to target the lung cancer site with
magnetic nanoparticles. Therefore, pemetrexed loaded magnetic albumin
nanoparticles were prepared.

Albumin nanoparticles were synthesized by desolvation method using bovine
serum albumin. During the preparation of the nanoparticle, genipin was used as
cross-linker instead of toxic glutaraldehyde, which was used in many studies. BSA,
genipin, magnetic nanoparticle, reaction time and drug quantity were optimized.
Free pemetrexed and prepared drug system were compared by monitoring the
release of the drug at different pHs. Characterization studies were performed by
SEM, FTIR and zeta size analysis. The synthesized nanoparticle had a
hydrodynamic size of 191.6 = 41.57 nm and a PDI of 0.340. In addition, the zeta
potential value was -19.2 + 4.37. This negative zeta potential value aids in the
uptake of the nanoparticle into the cell. After all optimization studies, the drug
delivery system was applied to different lung cancer cell lines (A549-luc-C8 and
CRL5807) to investigate efficacy. In vitro studies have shown that this drug
delivery system, which can be directed to the tumor site by applying external
magnetic field, has the potential for lung cancer treatment.

Keywords: Pemetrexed, magnetic targeting, albumin nanoparticle, in vitro,
controlled drug release
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ONSOZ

Giinlimiizde kanser en 8nemli saglik sorunlarindan bir tanesi
olmakla birlikte birgok insan kanser tedavisinin getirdigi yan etkilerden dolay1 aci
¢cekmektedir. Bu nedenle, tezimde akciger kanser tedavisine yonelik bir tagima
sistemi gelistirdim ve manyetik olarak hedefleyerek yan etkileri azaltmaya

calistim. Gelistirdigim bu sistemin ileride insanlara faydal olacagina inaniyorum.

Akademiye ilk adim olan yiiksek lisansimin adim adim sonuna geldigim bu
glinlerde, egitimim boyunca edindigim bilgiler ile birlikte bilime, iilkeme ve en
onemlisi insanlara nasil faydali olabilecegimin diisiiniiyorum. Bu dénemde bir
bilim insani olarak iizerime diisen gdrevleri yerime getirecegimin ve bu yolda

yilmadan yorulmadan yiirlimek istedigimin de farkina vardim.

Tez ¢alismam boyunca bilgisinden, tecriibesinden faydalandigim, meslegi
sevdiren, ¢alismaya arastirmaya tesvik eden, yaninda ¢aligmaktan ve &grencisi
olmaktan her zaman gurur duydugum sayin hocam Prof. Dr. Senay Sanlier’e, hem
bir abla gibi yardima kosan hem de ¢alismay: 6greten sevdiren sevgili Dr. Giiliz
Ak’a, her zaman giiler yiizii ile yardime1 Buket Ozel’e, her zaman her kosulda
sevgisini eksik etmeyen her zaman yanimda olan en biiyiik destek¢im annem Filiz
Yavuz ve babam Fikret Yavuza, basim sikistiginda her zaman yardima kosan,
sirdagim, dostum olarak yardimeci olan ve destekleyen sevgili Alican Erhan
Nebioglu ve Tugba Karakayali’ya ¢ok tesekkiir ederim.
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1.GIRIS

Kanser en basit tanimiyla hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal olarak ¢cogalmasi
olarak tanimlanabilir. Bu hiireler olugsmaya basladig1 bolgede kalabildigi gibi kan
ve lenf sistemi ile viicutta yol alabilir ve ulastiklar1 bolgelerde yeni tiimorler
olusturabilirler. Kanser, tiim diinyada 6nde gelen saglik sorunlarindan biri
olmustur. Amerika’da ikinci 6nde gelen 6liim nedenidir (Rebecca L. et al., 2017).
Ulkemizde ise 2015 yilinda yayilanan kanser istatistiklerine gore kanser liim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Uluslararast Kanser Arastirma
Ajanst (IARC) verilerine gore, akciger kanseri, erkeklerde goriilen kanserler
arasinda ililkemizde ilk sirada, diinyada ise prostat kanserini takip ederek ikinci
sirada yer almaktadir. Kadinlarda ise, iilkemizde besinci sirada ve diinyada ise
meme ve kolorektal kanserleri takip ederek ligiincii sirada yer almaktadir (TC
Saglik Bakanligi, 2015).

Kanser tedavisinde cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapi gibi
temel yaklagimlar bulunmaktadir. Cerahi ve radyoterapi sadece erken tant konulan
ve viicuda yayilim gdstermeyen kanserlerde tek basina etkili iken kemoterapi
kanserin hangi evresinde olursa olsun kullanilan etkili bir yontemdir. Kemoterapide
kullanilan ilaglar kanser hiicrelerin boliinmelerini durdurmakta ya da yok
etmektedir. Ancak kullanilan bu ilaglar kanser hiicrelerinin yani sira saglikli
hiicrelere de etki etmekte ve ciddi hayat: tehdit eden yan etkilere neden olmaktadir.
Farmasoétik agidan ilacin hedef dokuya taginmasi ve bu bolgede etki etmesi en
biiyiik sorun olmustur. ila¢ kullaniminda ortaya ¢ikan bu sorunlarin ¢dziimiinde
nanoteknolojiden yararlanilarak ilag tasiyici sistemler gelistirilmeye baslanmistir
(National Cancer Institute, Kutluk ve Kars, 1992). Kanser tedavisinde de
lipozomlar, nanaopartikiiller, nano ve mikrokabarcilar gibi birgok tasiyici sistem
tasarimi ortaya atilmistir. Bu nedenle, bu tez ¢calismasinda akciger kanser tedavisine
yenilik¢i bir yaklagim getirilerek, manyetik hedefli BSA nanopartikiiller
gelistirilmis ve ilag yiiklenerek in vivo denemeler yapilmaistir.

Nanopartikiiller, ila¢ tastyici sistem olarak siklikla tercih edilen yapilardir.
Boyutlar1 10- 1000 nm araliginda degisiklik gosteren, polimerler kullanilarak
hazirlanan, etken maddelerin partikiil i¢inde ¢6ziindiigii, baglandig1, hapsedildigi
ya da adsorbe edildigi kiiresel yapilardir (Corman, 2010 ; Tiiylek 2017). Yiizey
ozellikleri, boyutlari, iretim kolayligi, manipiilasyon kolaylig1t ve
hedeflendirilmeye yatkinliklar1 gibi nedenlerle tercih edilirler. Buna ek olarak
biyoyaralanimlarimin  ve 1ila¢ salim kapasitelerinin yiiksek olmasi1 da
nanaopartikiilleri miikemmel bir tasiyici sistem yapar. Nanopartikiillerin yapiminda
sigir serum albiimini (BSA) gibi maddeler siklikla tercih edilir. Albiimin
karacigerde sentezlenen tek zincirden olusan protein yapidir. Kan plazmasinda en
yaygin bulunan proteindir. Cesitli maddelerin kanda taginmasina yardimei olur.
Buna ek olarak, kan ile doku arasinda suyun dengelenmesine yardimci olur, ontotik
basinci diizenler. Albiimin biyouyumlu olmasi toksik olmayist ve biyoyaralaniminin
yiiksek olmasi nedeniyle nanopartikiillerde kullanilir (Tatar D., 2007). Bu nedenlerle



bu tez ¢alismasinda da BSA nanopartikiillerin sentezlenmesi ve hedeflendirilmesi
amaglanmustir.

Sadece nanopartikiillerin sentezlenmesi ilag tasiyici sistemler icin yeterli
degildir. Sentezlenen bu sistemin hedef bolgeye ulastirilmasi gerekmektedir. Bu
nedenle cesitli ilag hedefleme stratejileri gelistirilmistir. Ilac hedeflemede amag;
olasi1 yan etkilerin azaltilmasi, ilacin hedef bolgede etkinliginin arttirilmasi ve buna
bagli olarak dozun azaltilarak hedef bolgeye yiiksek oranda etken maddenin
ulagmasi ve ila¢ hedeflemede kullanilan reseptore bagli olarak ilacin hedef bolgeye
ulagincaya kadar salimiin minimumda tutulmasi ve hedef bolgede etkinligini tam
olarak gostermesi bulunmaktadir. Dogrudan uygulama, pasif ve aktif hedefleme
gibi birgok hedefleme stratejisi bulunmaktadir (Canefe K. Ve Duman G.,1994).
Manyetik hedefleme bu stratejilerden bir tanesidir. Manyetik nanopartikiiller
uygulanan manyetik alana cevap verirler ve manyetik alanda hareket ettirilebilirler.
Bu 6zellikleri sebebiyle tasiyict sistemleri kolaylikla hedef bolgeye ulastirabilir ve
hedef bolgede etkinlik gosterebilirler. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda manyetik
hedefli BSA nanopartikiiller i¢ine kemoterapatik ilag olan pemetrexed yiiklenmis
ve karakterize edilmistir.

Kemoterapi kelimenin tam anlamiyla ila¢ tedavisi anlamina gelmektedir.
Kanser tedavisinde ise kemoterapi yine ayni anlama gelmekte olup hiicreleri
oldiiren (sitotoksik) ilaclarla muamele anlamina gelmektedir. kanser hastaliginin
tedavisinde kullanilan ilaglara antineoplastik ilaglar ya da kemoterapdtikler adi
verilmektedir. Antimetabolitler, kemoterapdtik ajanlarin bir siifidir ve hiicre yap1
taslarinin sentezinde rol alan enzimlerin sentezini bozarak ya da enzimlerin yerine
gecerek etki gosterirler (TC Milli Egitim Bakanligi, 2017). Pemetrexed folat
antimetabolitleri sinifina aittir. Pemetexed, Malign plevral mezotelyoma ve kiigiik
hiicreli akciger kanseri gibi tiirlerin tedavisinde siklikla kullanilir. Ancak ates,
kusma, nefes darligi, trombosit sayisinda diisme, depresyon, kan kreatinin
diizeyinin artmasi gibi birgok yan etkisi mevcuttur.

Bu tez ¢aligmasinda, bir kemoterapi ilac1 olan pemetrexedin yan etkilerinin
azaltilmasi ve hedefli tedavinin yardimiyla hedef dokuda tedavi dozunda ve daha
etkin olmasi amaglanmistir. Bu nedenle, manyetik hedefli BSA nanopartikiiller
gelistirilmis  ve pemetreksed ile baglanip karakterizasyon c¢alismalari
gerceklestirilmistir. Ardindan in vitro salim ve hiicre kiiltii ¢alismalar1 yapilmig
serbest ila¢ ile nano yap1 kiyaslanmistir. Nano yapinin etkinligi yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir. Elde edilen sonuglar lerileyen ¢alismalar (in vivo/ex vivo) i¢in umut
vaat etmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Insan viicudu, farkl1 tiplerde hiicrelerden olusur. Hiicreler biiyiir, kontrollii
olarak ¢ogalirlar ve yaslandiklarinda veya zarar gordiiklerinde, kontrollii olarak
oliirler ve yerlerini yeni hiicreler alir (Demir D.,2013) . Ancak kanser gelistiginde,
bu diizenli siire¢ bozulur. Hiicreler gittikce daha fazla anormal hale geldikge, eski
veya hasarli hiicreler 6lmeleri gerektiginde hayatta kalir ve ihtiya¢ duyulmadiginda
yeni hiicreler olusur. Bu ekstra hiicreler durmadan boliinebilir ve tiimor ad1 verilen
biiyiimeler olusturabilir (National Cancer Institute 2015, Kutluk ve Kars, 1992).
Kanser en basit tanimi ile hiicrelerin kontrolsiiz olarak g¢ogalmasi anlamina
gelmektedir. Bu kontrolsiiz ¢ogalma sirasinda hiicrelerde yapisal farkliliklar
meydana gelir: hiicreler ya normalde yaptig1 islevlerini yapamamaya baslar ya da
normalde olmayan bazi yeni islevler kazanir (Kutluk ve Kars, 1992). Kanserli
tiimdrler malig olarak adlandirilirlar. Yakindaki dokulara yayilabilirler. Buna ek
olarak, bu tiimorler biiyiidiik¢e, baz1 kanser hiicreleri ayrilabilir ve viicuttaki uzak
yerlere kan veya lenf sistemi yoluyla seyahat edebilir ve orijinal timérden uzakta
yeni tiimorler olusturabilir. Malign tiimorlerin aksine, benign tiimoérler yakindaki
dokulara yayilmazlar. Ancak, iyi huylu tiimorler bazen oldukga biiyiik olabilir.
Cikarilldiginda, genellikle niiksetmezler bunun aksine koéti huylu tiimorler
tekrarlayabilirler. Ancak bir istisna olarak benign beyin tiimérii viicuttaki herhangi
bir yerdeki benign tiimorlerin aksine hayati tehdit edebilir (National Cancer
Institute, 2015).

Hiicre kontroliiniin bozulup bir hastalik olarak kanserin ortaya c¢ikmast,
kanser tiirlerine gore farklilik gosterse bile yaklasik 15 ila 20 yil arasinda
degismektedir. Kanserler koken aldiklar1 doku ve organlara gore adlandirilirlar
(Kutluk ve Kars, 1992). Ornek vermek gerekirse, akciger kanseri akciger
hiicrelerinde baglar ve beyin kanseri beyin hiicrelerinde baglar. Kanserler ayrica, bir
epitelyal hiicre veya skuamoz bir hiicre gibi, onlar1 olusturan hiicre tipi ile tarif
edilebilir.

2.1.1. Kanser Tipleri

Yiizden fazla kanser cesidi vardir. Kanser tipine gore bulgu ve tedavi
yontemleri degiskenlik gostermektedir. Kanserin baslica tiplerini siniflandirmak
gerekirse;

» Karsinoma

En sik goriilen kanser tiiriidiir. Viicudun i¢ ve dis yiizeylerini 6rten hiicreler olan
epitel hiicreleri tarafindan olusturulurlar. Mikroskop altinda bakildiginda genellikle



siitun benzeri bir sekle sahip bir¢ok epitel hiicresi tiirii vardir. Farkli epitel hiicre
tiplerinde baslayan karsinomlarin spesifik isimleri vardir:

Adenokarsinom, sivi veya mukus lreten epitel hiicrelerinde olusan bir
kanserdir. Meme, kolon ve prostat kanserlerinin ¢ogu adenokarsinomdur.

Bazal hiicreli karsinom, epidermisin alt veya bazal tabakasinda baslayan bir
kanserdir. Deri ya da i¢ organlar1 kapsayan kanser tiirlerindendir.

Skuamoz hiicreli karsinom, derinin dis ylizeyinin hemen altinda yatan epitelyal
hiicreleri olan skuamoz hiicrelerde olusan bir kanserdir.

Gegis hiicresi karsinomu, gecis epiteli veya tirotelum adi verilen bir tiir epitel
dokusunda olusan bir kanserdir. Mesane, iireter ve bobreklerin bazi kanserleri, gecis
hiicreli karsinomlardir.

» Sarkoma

Kas, yag, kan damarlari, lenf damarlari ve fibr6z doku dahil kemik ve yumusak
dokularda olusan kanserlerdir.

> Losemi

Kemik iliginin kan olusturucu dokusunda baslayan kanserlerdir. Bu kanserler,
kat1 timorlerden olusturmaz. Bunun yerine, kanda ve kemik iliginde ¢ok sayida
anormal beyaz kan hiicresi birikerek normal kan hiicrelerinin azalmasina neden
olur. Diisiik seviyedeki normal kan hiicreleri viicudun dokularina oksijen almasin,
kanamayr kontrol etmesini veya enfeksiyonlarla savasmasini zorlastirabilir.
Hastaligin ne kadar ¢abuk kotiiye gittigine (akut veya kronik) ve kanserin basladig:
kan hiicresi tiirtine (lenfoblastik veya miyeloid) gore gruplanan dort yaygin tiirii
vardir.

> Lenfoma

Lenfositlerde baslayan kanserdir. Bunlar bagisiklik sisteminin bir parcasi olan
hastaliklarla savasan beyaz kan hiicreleridir. Lenfomada, lenf bezlerinde ve lenf
damarlarinda ve viicudun diger organlarmda anormal lenfositler olusur. Iki ana
lenfoma tiirii vardir:

Hodgkin lenfoma - Bu hastaligi olan kisilerin Reed-Sternberg hiicreleri olarak
adlandirilan anormal lenfositleri vardir. Bu hiicreler genellikle B hiicrelerinden
olusur.



Non-Hodgkin lenfoma - Bu lenfositlerde baslayan biiyiik bir kanser grubudur.
Kanserler hizli veya yavas biiyiiyebilir ve B hiicrelerinden veya T hiicrelerinden
olusabilir.

» Multipl Miyelom

Multipl miyelom, baska bir immiin hiicre tipi olan plazma hiicrelerinde baslayan
kanserdir. Miyelom hiicreleri ad1 verilen anormal plazma hiicreleri, kemik iliginde
birikir ve tiim viicuttaki kemiklerde tiimorler olusturur.

> Melanom

Melanom, melanosit hiicrelerinde baslayan kanserdir. Melanomlarin ¢ogu ciltte
olusur, ancak melanomlar g6z gibi diger pigmentli dokularda da olusabilir.

> Beyin ve Omurilik Tiimérleri

Farkli beyin ve omurilik tiimdrleri vardir. Bu tiimoérler, olusturduklar: hiicre
tipine ve timoriin ilk olarak merkezi sinir sisteminde olustugu yere gore
adlandirilir. Ornegin, astrositik bir tiimér, sinir hiicrelerini saghkli tutmaya
yardimci olan astrositler adi verilen yildiz seklindeki beyin hiicrelerinde baslar.

» Diger Tiimor Tipleri

Germ hiicre tiimorleri sperm veya yumurtalara yol agan hiicrelerde baslayan bir
timor tiiriidiir. Bu tiimorler viicutta hemen hemen her yerde olusabilir ve iyi huylu
veya kotil huylu olabilir.

Noroendokrin Tiimorleri iSe sinir sisteminden gelen bir sinyale yanit olarak
kana hormon salgilayan hiicrelerden olusur. Normalden fazla hormon iiretebilen bu
timorler bircok farkli semptomlara neden olabilir. Noroendokrin tiimdrleri iyi
huylu veya kétii huylu olabilir.

Karsinoid tiimdrler bir tiir néroendokrin tiimordiir. Genellikle gastrointestinal
sistemde bulunan yavas biiyliyen timdrlerdir. Karsinoid tiimorler karacigere veya
viicuttaki diger bolgelere yayilabilir ve serotonin veya prostaglandinler gibi
maddeler salgilayabilir ve karsinoid sendromuna neden olabilir (National Cancer
Institute, 2015).

2.1.2. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Klonal orijin: Cogu kanser hiicresi tek bir anormal hiicreden dogmasina
ragmen bazi kanser tiirlerin birden fazla malign klona sahiptir. Bu klonlar ya



dokunun birden fazla hiicresinin karsinojene maruz kalmasiyla “field defect” ya da
baz1 kalitimsal hasarlar sonucu olusurlar.

Oliimsiizliik: Immortalitenin mekanizmalarindan biri telomerlerdir.
Hiicre boliniirken, ¢ogu hiicre tipinde telomerler kisalir. Ancak, kanser
hiicrelerinde telomerler telomeraz enziminin etkisiyle yenilenirler. Bu enzim
hiicreler diferansiye olurken bir taraftan programli bir sekilde kademeli olarak
azalir. Tamamiyla diferansiye olmus hiicre istirahat “senescent” durumuna girer ve
ardindan ¢ogalma kapasitesini yitirerek oliir. Fakat, cogu kanser tipinde telomeraz
etkinligini siirdiiriir veya aktive edilir. Sonug olarak telomerlerin uzunlugu sabit
kalir ve hiicre sinirsiz sayida ¢ogalmaya devam eder. Genlerdeki kalitimsal hasarlar
sonucu olugurlar.

Genetik: DNA tamirindeki ve DNA “mismatche”lerini tanimadaki
defektler kanser hiicrelerinin heterojen olmasma neden olur. Kanser hiicreleri
proliferasyon kontrol mekanizmalarina gittikge daha az yanit vermeye baslarlar.
Buna ek olarak klonlarin yabanci ortamlarda yasama yetenegi de giderek artar. Bu
durum metastaza neden olur.

Kontakt inhibisyonun kaybi: Kiiltiir ortaminda biiyliyen normal hiicreler
substrata tutunurlarsa boliinebilirler. Konfluent hale geldiklerinde besiyerleri
bolinmeleri i¢in gerekli tiim biiylime faktorleri ve diger besin niitrientleri igerse
bile bolinme 6zelliklerini kaybederler. Kanser hiicreleri ise normal hiicrelerin
aksine substrata yapismaya gereksinim duymadan bagimsiz olarak boliinmeye
devam edebilirler. Hiicre kiiltiirlerinde birden fazla tabaka olussa bile biiyiimeye
devam edebilirler.

Proliferasyonun siirekli artisi: Kiiltiir ortamindaki kanser hiicrelerinin
bir Ozelligidir. Kanser hiicreleri beslenmeleri i¢in gerekli besin faktorlerini
tilkketmelerine ragmen biiylimeye devam ettiklerinden aslinda kendi kendilerini
oldiirmektedirler.

Metastaz: Benign tiimorlerde veya normal hiicrelerde karsilasilmaz.
Metastaz, ekstraselliiler matrikse yapismaktan sorumlu hiicresel proteinlerin kayb1
ya da anormalliklerinden, hiicreler aras1 interaksiyonun bozuklugundan, hiicrelerin
bazal membrana tutunmalarindaki anormalliklerden, bazal membranin
tiretimindeki anormalliklerden, metalloproteaz gibi bazi enzimlerle bazal
membranin yikilmasindan dolay1 gerceklesir. Sorumlu proteinler kesfedildikce ve
onlarin mekanizmalar1 aydinlatildikca metastatik silire¢ daha iyi anlasilacaktir
(Lowitz B.B. ve Casciato D.A., 2000).

2.1.3. Kansere Neden Olabilecek Etkenler

Kanserde simdiye kadar arastirilan konulardan birisi de kanserin
sebepleridir. Kanserin sebepleri ve olusum mekanizmalar1 halen tam olarak



bilinmemekle birlikte son yillarda yapilan ¢alismalarla bazi bilgiler elde edilmistir.
Bir kiginin neden kanser gelistirdigini ve digerinin neden olmadigini bilmesi
genellikle miimkiin degildir. Ancak arastirmalar, belirli risk faktorlerinin kiside
kanser gelisimine neden oldugunu gostermistir.

> Yas: lleri yas, kanser genelinde ve birgok bireysel kanser tiirii i¢in en dnemli
risk faktoriidiir. Ancak hastalik her yasta ortaya ¢ikabilir. Ornegin, kemik kanserine
en sik 20 yasin altindaki bireylerde rastlanir.

> Alkol: Cok miktarda ve uzun siireli alkol alim1 agiz, bogaz, yemek borusu,
girtlak, karaciger ve meme kanseri riskini arttirabilir.

> Karsinojenler: Kansere, bazi genlerdeki degisiklikler neden olur. Bu
genetik degisikliklerin bazilari, hiicre boliinmesi siirecinde DNA replikasyonu
sirasinda dogal olarak meydana gelebilecegi gibi DNA'ya zarar veren
karsinojenlerin de bir sonucu olabilir. Cesitli meslek gruplarinda ¢alisan insanlarin
karsinojenlerle temaslarinin ve buna ek olarak, organ nakillerinden sonra kullanilan
bagisiklik sistemi baskilayict ilaglarin kanser olusumuna yol actigi yapilan
calismalarla kanitlanmistir. Mesleki nedenlere bagli olusan kanserlerin tiim
kanserler tiirlerinin yaklasik % 4‘lnii olusturdugu disiiniilmektedir. Ulusal
Toksikoloji Programi'nin 14. Kanser Raporuna gore, asagida listelenen maddeler,
insan sagligini etkileme olasilig1 en yiiksek olan kanserojen maddeler arasindadir.
Ancak, bir maddenin kanserojen olarak tanimlanmasi, ancak maddenin mutlaka
kansere neden olacagi anlamina gelmez. Pek ¢ok faktor, kansere maruz kalan bir
kisinin, maruz kalma miktar1 ve siiresi ve bireyin genetik arka plan1 dahil, kanser
gelistirip gelistirmeyecegini etkiler
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> Beslenme Alskanhiklari: Sindirim sistemi kanserleri gibi bazi kanser
tirleri ile beslenme aliskanliklariin baglantili oldugu bilinmektedir. Kanser
olugmasina neden olabilecek bilesenler asagida kisaca 6zetlenmistir:



Akrilamidler; patates gibi bazi yiyeceklerin yiiksek 1siya maruz kalmasi ile
ortaya ¢ikan bir kimyasaldir. Hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalar, akrilamid
maruziyetinin birkag¢ kanser tiirii i¢in riski arttirdigini bulmustur.

Komiirlesmis et; HCA ve PAH olarak adlandirilan bazi kimyasallar kirmizi veya
beyaz etin yiiksek sicaklik yontemleri kullanilarak pisirilmesi ile olusur. Yiiksek
HCA ve PAH seviyelerine maruz kalmak kansere neden olabilir, ancak boyle bir
maruz kalimin insanlarda kansere neden olup olmadig belirsizdir.

» Hormonlar: 6strojen, insan kanserojenleri olarak bilinir. Bu hormonlarin
hem kadinlarda hem de erkeklerde temel fizyolojik rolleri olmasina ragmen, belirli
kanser riskleri ile de iliskilidirler. Ornegin, birlesik menopozal hormon tedavisi
(kadinlik hormonu progesteronunun sentetik bir versiyonu olan Ostrojen Ve
progestin) almak bir kadinin meme kanseri riskini artirabilir. Aragtirmalar ayrica
bir kadimin meme kanserinin Ostrojen ve progesteron ile ilgili oldugunu
gostermistir. Uzun siire ve/veya bu hormonlarin yiiksek seviyelerine maruz kalmak,
artan meme kanseri riski ile iliskilendirilmistir.

> Radyasyon: lIyonlastirici radyasyon adi verilen belirli dalga boylarinda
radyasyon, DNA'ya zarar vermek ve kansere neden olmak i¢in yeterli enerjiye
sahiptir. Iyonize radyasyon, radon, x 1sinlari, gama 1sinlar1 ve diger yiiksek enerjili
radyasyon formlarini igerir. Basta 16semiler ve epitelyal kanserler olmak iizere
iyonize radyasyonun ¢esitli kanserlere yol a¢tig1 goriilmiistiir.

» Hava Kkirliligi: Tek basma ya da sigara kullanimiyla birlikte akciger
kanserlerinin ortaya ¢ikmasinda yaklasik % 10 oraninda rol oynamaktadir.

» Viriisler: Bazi viriislerin deney hayvanlarinda kansere yol agtig1 yapilan
caligmalarda gosterilmistir. Insanlarda da baz1 viriislerin kansere yol agtig1 ortaya
konmustur. Ornek vermek gerekirse, Hepatit-B viriisiiniin karaciger kanseri ile,
Ebstein-Barr viriistiniin Burkitt lenfoma ile iligkili oldugu bilinmektedir.

» Ultraviyole: Giines ve bronzlagma kabinleri ultraviyole (UV) radyasyonu
yayar. UV radyasyonuna maruz kalmak cildin erken yaglanmasina ve cilt kanserine
yol agabilecek cilt hasarlarina neden olur. Deri rengi agik insanlar, agik havada
calisanlar ve kontrolsiiz sekilde giines 1s1¢1na maruz kalanlarda deri kanserleri daha
sik goriilmektedir.

» Sigara: Tiitiin kullanimi kanserin ve kanserden dliimlerin 6nde gelen bir
nedenidir. Sigara ile akciger kanserinin iliskisi kesin olarak kanitlanmis olup, sigara
ayrica larenks, agiz boslugu, yutak, mesane ve pankreas kanserleri riskini de
arttirmaktadir.



» Genetik: Kanserin tek nedeni kaliimsal bozukluklar degildir. Ancak
kansere sebep olan genetik bozulmalar, eger viicudun tireme hiicreleri olan germ
(yumurta ve sperm) hiicrelerinde ise, kanser genetik olarak tasinabilir. Ancak
kansere neden olan bir mutasyon mevcut olsa bile, mutasyonu miras alan herkes
mutlaka kanser gelistirmez. Bazi ailelerde ise, hi¢ bir ailevi gegis olmadigi halde
bazi kanserler daha sik goriilmektedir 6rnegin, meme, kalin barsak, mide kanserleri.
Kalitsal genetik mutasyonlar tiim kanserlerin yaklagik %5-10'unda 6nemli bir rol
oynar. Genetik olarak ortaya ¢ikan kanserlere ornek olarak meme kanseri
verilebilir. BRCAL ve BRCA2 genlerinde olusan kalitsal mutasyonlar, kadinlarda
meme ve yumurtalik kanseri riskinin artmasina neden oldugu bilimsel ¢aligsmalarla
kanitlanmistir. Ancak her bir insanin kanseri, genetik degisikliklerinden benzersiz
olarak farklilik gosterir. Sonug olarak kanser tek bir sebebe degil birden ¢ok sebebe
bagli olarak gelisen bir hastaliktir (National Cancer Institute, Kutluk ve Kars,
1992).

2.1.4. Kanserin Belirtileri

Kanserin belirtileri hastaligin bulundugu organa ve viicuttaki yayilim
derecesine gore gesitlilik gosterir. Buna ek olarak ayni hastalik kisiden kisiye de
degisiklikler gosterebilir. Kanser belirtilerinin ¢esitliligine ragmen, asagida siklikla
karsilasilan belirtiler 6zetlenmistir. Ancak bu belirtilerin iyi huylu timérler veya
diger problemlerden de kaynaklanabilecegi unutulmamalidir.

Viicutta olusan nedensiz sislikler

Cilt degisiklikleri

Sebepsiz ve iyilesmeyen yaralar

Degisik bolgelerde olagan dis1 kanama
Meme degisiklikleri

Higbir neden olmaksizin olusan kilo kaybi
Yutma zorlugu

Ses kisikligi veya gegmeyen oksiiriik
Bagirsak aliskanliklarindaki degisiklikler
Yemek yeme ile ilgili sorunlar
Aciklanamayan gece terlemeleri
Zayif veya ¢ok yorgun hissetmek

VVVVYVYVYVVVVYY

2.1.5. Kanser Tedavisi

Bilindigi gibi bir¢ok kanser tiirli ve buna bagli olarak da bir¢ok kanser tedavisi
vardir. Tedavi kanser tiiriine ve ne kadar yayilmis olduguna bagli olarak degisiklik
gosterir. Kanserli hastalarin ¢gogu kemoterapi ve radyasyon tedavisi ile yapilan
cerrahi tedavi gibi bir kombinasyona sahiptir. Uygulanan bu tedaviler bircok yan
etkiyi de beraberinde getirmektedir. Ayrica immiinoterapi, hedefli tedavi ve
hormon tedavisi giinlimiizde kullanilan alternatif tedavi yontemlerindendir. Kanser
tedavisinde kullanilan baslica yontemler;



> Cerrahi

Cerrahi, eski zamanlardan beri kullanilan tiimorii viicuttan uzaklastirmak igin
kullanilan bir yontemdir. Buna ek olarak tani konulmasi, metastazin dnlenmesi ve
Onleyici olarak da cerrahi yontemleri kullanmak miimkiindiir. Ancak cerrahi
yontemler bazi riskleri de beraberinde getirir. Kisaca 6zetlemek gerekirse;

s Agri. Ameliyattan sonra, bir¢ok hasta ameliyat bolgesinde agri hisseder.

< Enfeksiyon: Enfeksiyon ameliyattan sonra meydana gelebilecek bir diger
problemdir. Enfeksiyon tedavisi alinan antibiyotiklerle tedavi edilebilir.

% Diger riskler: Kanama, yakindaki dokulara hasar ve anestezi reaksiyonlaridir.

» Radyoterapi

Radyoterapi diger bir adiyla radyasyon tedavisi, kanser hiicrelerini oldiirmek
veya tiimorlerinin DNA'larina zarar vererek kiigliltmek i¢in yiiksek doz radyasyon
kullanan bir kanser tedavi yontemidir. X-1ginlari, gamma 1sinlari, elektronlar gibi
iyonize 1ginlar radyoterapide kullanilir. External beam ve internal beam olarak iki
ana tiir radyoterapi c¢esidi vardir. Radyasyon tipi tiirii kanserin tiiriine, timor
boyutuna, tiimoriin viicutta bulundugu bolgeye, yasa bagl olarak segilir.

External Radyasyon Tedavisi: Yerel bir tedavidir, viicudun belirli bir bolimii
tedavi edilir. Birgok kanser bu yontemle tedavi edilir.

Internal Radyasyon Tedavisi: Viicuduna radyasyon kaynagi yerlestirilen bir
tedavidir. Radyasyon kaynagi kat1 veya sivi olabilir. Kat1 bir kaynaga sahip i¢
radyasyon terapisine brakiterapi denir. Radyasyon kaynagi igeren tohumlar, seritler
veya kapsiiller, viicuda tiimdriin i¢ine veya yakinina yerlestirilerek viicudun belirli
bir boliimii tedavi edilir. Boylece radyoterapinin yan etkisi olan saglam dokularin
hasar1 biiyiik 6l¢iide azaltilmis olur. Bas ve boyun, meme, serviks, prostat ve goz
kanserleri tedavi edilebilir (National Cancer Institute, 2015; TC. Saglik Bakanligi).

» Kemoterapi

Kanser hiicrelerini yok etmek veya bu hiicrelerin biiyiimesini kontrol altina
almak amaciyla ¢esitli ilaglar kullanilarak yapilan tedavi tiiriidir (TC. Saglik
Bakanlig1). Cerahi ve radyoterapi sadece erken tani1 konulan ve viicuda yayilim
gostermeyen kanserlerde tek bagina etkili iken kemoterapi kanserin hangi evresinde
olursa olsun kullanilan etkili bir yontemdir. Kemoterapi 1940’11 yillarda mustard
gazinin kan hiicrelerine etki ettiginin gozlenmesi ile kullanilmaya baslanmis ve
halen kullanilmaya devam etmektedir. Kemoterapi sistemik bir tedavidir.
Hastaligin bagladig1 yere bagli kalmayip yayilmis olan tiim kanserli hiicrelere etki
eder. Kemoterapide kullanilan ilaglar kanser hiicrelerin béliinmelerini durdurmakta
ya da yok etmektedir. Ancak kullanilan bu ilaglar kanser hiicrelerinin yani sira
saglikli hiicrelere de etki etmekte ve ciddi hayati tehdit eden yan etkilere neden olur.
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Bu yan etkilere ornek olarak: anemi, istah kaybi, kanama ve ciiriik, kabizlik,
sayiklama, ishal, 6dem, yorgunluk, sa¢ dokiilmesi, enfeksiyon ve nétropeni,
lenfodem, bellek veya konsantrasyon sorunlari, agiz ve bogaz Sorunlari, mide
bulantist ve kusma, sinir problemleri, agri ve uyku sorunlar1 gosterilebilir. Bu yan
etkiler gecici olabildigi gibi kalici olup kalbe, akcigerlere, ireme organlarina etki
edebilir (National Cancer Institute, 2015).

> Immiinoterapi

Bagisiklik sisteminizin kanserle savagmasina yardimci olan bir kanser tedavisi
tiriidiir. Bir ¢esit biyolojik tedavi tiriidiir. Kanseri tedavi etmek igin canli
organizmalar kullanilir. Tedavide ¢esitli immiinoterapi tiirleri kullanilir. Bu
tedaviler, bagisiklik sisteminin kansere dogrudan saldirmasina ya da bagisiklik
sistemini daha genel bir sekilde uyarmasina yardimci olabilir.

Kontrol Noktasi inhibitérleri: Bagisiklik sisteminin bir timére daha giiclii yanit
vermesine yardim eder. Bu ilaglar dogrudan tiimorii hedef almaz. Bunun yerine,
kanser hiicrelerinin bagisiklik sistemi saldirilarini 6nler.

Adoptive hiicre transferi: T hiicrelerinin kanserle savasma yetenegini arttirir.

monoklonal antikorlar: Laboratuarda iiretilen immiin sistem proteinleridir. Bu
antikorlar, kanser hiicrelerinde bulunan spesifik hedeflere baglanmak i¢in
tasarlanmustir.

Tedavi asilari: Bagisiklik sisteminizin kanser hiicrelerine verdigi tepkiyi artirir
(National Cancer Institute, 2018; Kutluk ve Kars, 1992).

> Hormon Tedavisi

Hormon tedavisi, biiylimek i¢in hormon kullanan kanser biiyiimesini yavaslatan
veya durduran bir kanser tedavisidir. Hormon tedavisi, viicudun hormon {iiretme
yetenegini veya hormonlarin gorevini yerine getirmesini engeller. Bu nedenle yan
etkilere neden olur. Bu yan etkiler, aldiginiz hormon tedavisi tipine ve viicudunuzun
buna nasil tepki verecegine bagli olarak degisir (National Cancer Institute, 2015).

» Hedefli Tedavi

Kanser hiicrelerinde, biiylimelerine, boliinmelerine ve yayilmalarina yardimet
olan degisiklikleri hedefleyen bir tiir kanser tedavisidir. Hedefe yonelik tedavilerin
birgogu, tiimorlerin biiyiimesine ve yayilmasina neden olan spesifik proteinlere etki
ederek kanseri tedavi etmektedirler. Bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerini yok
etmesine yardim etmektedireler. Hedefli tedaviler kanser hiicrelerini isaretleyerek
bagisiklik sisteminin kanserli hiicreleri bulmasini ve apoptozunu kolaylastirir.



Kanserin kontrolsiiz biiyiimesini yavaslatirlar. Anjiyogenez inhibitorleri olarak
adlandirilan bazi hedefli tedaviler, bir kan kaynaginin olugmasini engelleyecek
sekilde tasarlanmistir. Kan destegi olmadan tiimor hiicreleri biiyliyemez ya da kan
damarlarinin 6lmesine neden olarak tiimoriin kii¢lilmesine yardimci olur. Bazi
monoklonal antikorlar toksinler, kemoterapi ilaglari ve radyasyonla birlestirilir. Bu
monoklonal antikorlar, kanser hiicrelerinin yiizeyindeki hedeflere baglandiginda,
hiicreler, sitotoksik maddeleri alir ve hedef hiicrelerin 6lmesine neden olur
(National Cancer Institute, 2018).

2.2. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, anormal hiicrelerin akcigerlerde kontrolsiiz bir sekilde
boliinmesine neden olan bir durumdur (Medical News Today, 2018). Akciger
kanseri, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki en yaygin kanser tiirlerinden biri
olmakla birlikte bugiine kadar kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedenidir. Ulusal
Kanser Enstitiisii'ne (NCI) gore, 2018'de 234.000'den fazla Amerikaliya akciger
kanseri teshisi kondu. Tahmini 154.000 Amerikali, 2018'de akciger kanserinden
hayatin1 kaybetmistir. Akciger kanseri, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki tiim
kanser Oliimlerinin yiizde 25'ini olusturur (Cancer treatment center of America).
Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan globocan 2012 verilerine
gore Tiirkiye’de ve Diinya’da erkeklerde en sik goriilen kanser tiirliniin akciger
kanseri oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira yine IARC tarafindan yayinlanan
calismada akciger kanseri goriilme siklig1 kadinlarda Tiirkiye’de besinci sirada
Diinyada ise dordiincii sirada oldugu rapor edilmistir. (TC Saglik Bakanligi Tiirkiye
Halk Sagligi Kurumu, 2017) . Akciger kanserinin iki ana tiirii vardir: Kiigiik Hiicreli
Akciger Kanseri (SCLC) ve Kiigtik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (NSCLC). SCLC,
akciger kanserlerinin ylizde 20'sinden daha azini olusturur ve tipik olarak tiitiin
igmesinden kaynaklanir Erken teshisi zordur. NSCLC en sik goriilen akciger
kanseri tiriidiir. NSCLC, her 10 tanidan yaklasik dokuzu olusturur. Beyin,
karaciger, kemik iligine metastaz yapar ve tipik olarak SCLC'den daha yavas biiyiir.
Ug temel NSCLC tiirii vardur:

Adenokarsinom: tiim akciger kanseri vakalarinin yiizde 30 ila 35'ini ve
NSCLC’nin yaklasik yarisin1 olusturan en yaygin akciger kanseri seklidir.
Adenokarsinom, akcigerin dis bolgesinde bulunur.

Skuaméz hiicre: daha biiyiik bronslarin trakeadan akcigere veya ana hava yolu
dallarindan birinde birlestigi akcigerde merkezi olarak bulunur. Skuamdz hiicreli
akciger kanseri, kii¢iik hiicreli olmayan tiim akciger kanserlerinin yaklasik ytlizde
30'undan sorumludur ve genellikle sigara ile baglantilidir.

Biiyiik hiicreli farklilasmams karsinom: Biiyiik hiicreli farklilagsmamis karsinom
akciger kanseri hizla biiyiir ve yayilir ve akcigerde herhangi bir yerde bulunabilir.
Bu tip akciger kanseri genellikle tim NSCLC vakalarmin ylizde 10 ila 15'ini
olusturur. Biiyiik hiicreli farklilasmamis karsinom hizli bir sekilde biiylimeye ve
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yayilmaya meyillidir (Cancer treatment center of America). Akciger kanserleri
inatg1 Oksiirtik, kanli balgam, agr1, ses kisikligi, boyunda sisme, omuz ve kol agrisi
sik tekrarlayan akciger enfeksiyonlar ile ortaya ¢ikar (Kutluk T. ve Kars A., 1992).
Tiim kanserlerin % 13.4’ {inli akciger kanseri olustururken, tiim kanser 6liimlerinin
% 28.4° inden akciger kanseri sorumludur. ABD’de akciger dis1 kanserlerde bes
yillik sagkalim % 52 iken, akciger kanserinde % 14 olup, artan tedavi olanaklarina
ragmen mortalite daha da artmistir (Bunn PA, 2000 ).

2.2.1. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

Akciger kanseri, 20. ylizyilin baslangicinda nadir olarak rastlanan bir
hastalikken, 1950 yilindan itibaren sikligi artmustir (Loeb LA et al., 1984). Bu
artista risk faktorlerinin yanm1 sira, hem epidemiyolojik verilerin elde
edilebilirliginin artmasi, hem de ortalama yasam siiresinin artmasinin etkili oldugu
diistiniilmektedir. Kadinlarda akciger kanseri insidansi 1960 yilinda 6/100000 iken,
1990 yilinda bu oran > 40/100000 olarak bildirilmistir (Rivera MP et al., 2004).
2000 yilinda, diinyada tan1 koyulan akciger kanserli olgu sayisinin 1.2 milyon
oldugu ve akciger kanserli olgularin tiim kanserli olgularin % 12.3’linii olusturdugu
rapor edilmistir (Ginsberg MS et al., 2007). 2008 yili WHO verilerine gore
erkeklerde akciger kanseri en sik goriilen kanserdir (erkeklerde tiim yeni vakalarin
% 16,5'i). Akciger kanseri, hem erkeklerde hem de kadinlarda en sik goriilen ikinci
kanserdir. Erkeklerde prostat kanseri daha yaygm iken kadinlarda ise meme
kanserine daha sik rastlanmaktadir. Tiim yeni kanser vakalarmin yaklasik % 13'inii
akciger kanseri olusturur. Amerikan Kanser Dernegi’nin 2019’da ABD’deki
akciger kanseri tahminleri:

e Yaklasik 228.150 yeni akciger kanseri vakasi (erkeklerde 116,440 ve kadinlarda
111,710)

e Akciger kanserinden yaklasik 142.670 6lim (erkeklerde 76.650 ve kadinlarda
66.020) (Amerikan Kanser Dernegi)

Akciger kanseri, hem erkekler hem de kadinlar arasinda en 6nemli kanser
6lim nedenidir. Akciger kanseri ¢ogunlukla yashlarda goriiliir.

2.2.2. Akciger Kanseri Etiyolojisi

Akciger kanseri i¢in risk faktorleri sigara, ¢evre ve mesleki maruziyet ve
olasilikla diyet ve genetik faktorlerdir (Cinar Z., 2010). Akciger kanseri cogunlukla
cevresel maruziyetle iligkili olmasina ragmen cevresel karsinojenlere karsi
hassasiyet bireysel olarak farklilik gosterebilmektedir. Hastaligin olusumu,
cevresel etiyolojik ve koruyucu ajanlara maruziyet ile bunlara karsi bireysel
yatkinhigin etkilesimi ile iliskilidir. Ayrica sigara ve asbest gibi birden fazla
faktoriin bir arada bulunmasi, bir veya birden fazla ¢evresel etkenle beraber genetik



yatkinligin birlikteligi hastaligin ortaya ¢ikmasinda sinerjistik etkiye neden oldugu
bildirilmektedir (Ugar O., 2010).

> Sigara I¢imi

Sigara igmek, akciger kanseri i¢in en 6nemli risk faktoriidiir. Akciger kanseri
oliimlerinin yaklasik % 80'inin sigaradan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Sigara
icenler arasinda akciger kanseri riski, sigara igmeyenlere gore ¢cok daha fazladir.
Diisiik katranli veya "hafif" sigaralar, normal sigara kadar akciger kanseri riskini
artirir. Bagkalariin dumanini solumak, akciger kanseri gelisme riskini artirabilir.
Ikinci el sigara dumaninin her y1l akciger kanserinden 7.000'den fazla &liime neden
oldugu diisiiniilmektedir (American Cancer Society). Sigara kullananlarda brons
karsinomu gelisme riskini etkileyen faktorler kisaca; sigara igme siiresi, baglama
yasi, igilen sigara tipi ve giinliik tiiketilen sigara sayisi1 olarak listelenebilir. Sigara
dumani, karsinojenlerin DNA’da hatali kodlama ve mutasyon olusturmasina neden
olmaktadir. Sigara karsinojenler, kokarsinojenler (kendileri karsinojen olmayan
ancak diger maddelere karsinojen 6zellik kazandiranlar) ve timor promotorlar
olmak {iizere binlerce madde igermektedir. Sigara dumani 6000 kadar kimyasal
maddeden olusmakta olup bunlardan yaklasik elli besinin karsinojen oldugu
bilinmektedir.

> Beslenme

Beslenmenin akciger kanseri tizerinde hem koruyucu hem de zarar verici
etkisi yapilan galismalarla kanitlanmistir. Antioksidan ve vitaminler sayesinde
sebze ve meyveler, koruyucu gida grubunda yer almaktadir. Flavonoid i¢eren elma,
greyfurt, kirmiz1 sarap, domates, havug, brokoli ve ¢aym akciger kanserine karsi
koruyucu olabilecegi tespit edilmistir. Omega-3 ve omega-6 yag asitlerince zengin
beslenmenin akciger kanserini azalttigi gosterilmistir. Yesil caym kanserden
koruyucu o&zelligi oldugu ve metastazi Onledigi ancak doymus yaglarca ve
kolesterolce zengin beslenmesin akciger kanseri riskini arttirdig, folat eksikliginin
ise bronsiyal epitelde premalign lezyonlara sebep oldugu o6ne siiriilmiistiir
(Ozbasoglu K., 2013). Igme suyunda arsenik seviyesi yiiksek olan Giineydogu Asya
ve Giiney Amerika'nin bazi bolgelerinde yapilan arastirmalar, akciger kanseri
riskinin daha yiiksek oldugunu ortaya ¢ikardi (American Cancer Society).

» Maruziyet

Katran ve is igeren ortamlarda ¢alisan iscilerde akciger kanseri riskinin arttigi
tespit edilmistir. Arsenik, krom, nikel gibi ¢ok sayida metale, mesleki maruziyet
durumunda da akciger kanserini arttirdig1 diisiiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalar
asbest ile ¢alisan insanlarin akciger kanserinden 6lme olasiliklart birka¢ kat daha
fazla oldugunu gostermistir. Biiylik miktarlarda asbeste maruz kalan insanlar da,
plevrada baslayan bir tiir kanser olan mezotelyoma gelisme riski daha yiiksektir.
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» Radyasyon

ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA)'ya gore, radon akciger kanserinin ikinci
onde gelen nedeni ve sigara igmeyenler arasinda 6nde gelen nedenlerden biridir.
Akciger kanserinin iyonize radyasyonla ortaya ¢ikan kanserlerden biri oldugunu
gosterilmistir. Radon, uranyumun radyuma bozunmasi siirecinde dogal olarak
ortaya c¢ikan renksiz, kokusuz, radyoaktif bir gazdir. Radondan salinan o
partikiilleri solunum epiteli hiicrelerinde DNA hasarina yol agabilmektedir.
Epidemiyolojik ¢alismalarda uranyum madeni isgilerinde akciger kanseri olustugu
gdsterilmistir (American Cancer Society, Ozbasoglu K., 2013).

» Cevresel Etmenler

Akciger kanserine atmosfer kirliligi, biyolojik yakit, kimyasal tiriinler etken
olarak gosterilebilir. Havadaki diisiik konsantrasyonlardaki karsinojenler akciger
kanseri riskini arttirabilir. Fosil yakitlarin yakilmasi ile ortaya ¢ikan poliaromatik
hidrokarbonlar, arsenik, nikel, krom, komiir dumani, egzoz dumani havayi kirleten
onemli Kkarsinojen etkenlerdir. Akciger kanseri riskini artirabilecek diger
kanserojenlere ise uranyum gibi radyoaktif cevherler, arsenik, berilyum,
kadmiyum, silika, vinil kloriir, nikel bilesikleri, krom bilesikleri, kdmiir iirlinleri,
hardal gazi ve klorometil eterler gibi solunan kimyasallari, dizel egzoz sayilabilir.

» Gegirilmis Akciger Hastaliklar

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) basta olmak {izere fibrozisle
seyreden restriktif hastaliklar, silikozis, diger pnomokonyozlar, idiyopatik
pulmoner fibrozis (IPF) akciger kanseri riskini arttirdig gosterilmistir. Herhangi bir
nedenle akcigerde olusan fibrotik yara dokusu akciger kanser riskini arttirir.

» Genetik Duyarhhk

Ailesel soy agacinin analizi, akciger kanserinin diger kanserlerle birlikte belli
ailelerde daha ¢ok goriildiigiinii kanitlanmistir. Bir¢cok calismada akciger kanserli
hastalarin ailelerinde, kontrollere nazaran 2—5 kez daha fazla akciger kanserine
rastlandig1 gosterilmistir (Ozbasoglu K., 2013).

2.3. Kemoterapi ilaclar

Konakgiya zarar vermeden hastaliga sebep olan etkenlere toksik ya da
oldiiriicti etki yapan kimyasal maddelere kemoterapétikler denir. Kemoterapotikler
mikroorganizmalardan elde edilmez bu yoniiyle antibiyotiklerden ayrilir.
Kemoterapi kelimenin tam anlamiyla ilag¢ tedavisi anlamina gelmektedir. Kanser
tedavisinde ise kemoterapi yine ayni anlama gelmekte olup hiicreleri dldiiren
(sitotoksik) ilaglarla muamele anlamina gelmektedir. kanser hastaliginin
tedavisinde kullanilan ilaglara antineoplastik ilaglar ya da kemoterapdtikler adi



verilmektedir. Tedavide kullanilan bu ilaglarin dezeventajlarindan bir tanesi de
kanser hiicresinin yani sira normal viicut hiicrelerine (6zellikle hizli yenilenen
hiicreler) de etki etmesidir. Bu durum istenmeyen etkilerin ortaya ¢ikmasina neden
olur. Bu etkiler kisaca;

Kemik iligi baskilanmasi: Lokopeni ve anemi ile karsilasilabilir.

Nefrotoksisite: Bobrek hasarina neden olabilirler.

Hepatik fonksiyon degisiklikleri: Fibrozis gozlenebilir.

AKkciger toksisitesi: Cocuklarda 6ksiiriik, dispne, ates ve siyanoza ortaya ¢ikabilir.
Norotoksisite: Ense sertligi ve bas agris1 gozlenebilir.

Lenfotoksisite: Lenfoid dokularin hizli ¢ogalan hiicrelerinin ¢ogalmasini
yavaglatir.

Teretojenik etkiler: Gebelerde diisiiklere neden olur.

Kanserojenik ve mutojenik etki: Kromozom bozukluklari ile birlikte karsinojik
etkiler de gozlenebilir.

Gastrointestinal sistem toksisistesi: ishal, kusma, bulanti, a1z ve bagirsaklarda
yara olusmasi gozlenebilir.

Ureme sistemine etkileri: Sperm ve ovum yapiminin bozulmasi, adet diizensizligi
ve kisirlik ortaya cikabilir.

Alopesi: Sag, kil ve tiiylerde dokiilmelere rastlanir.

Alerjik reaksiyonlar: Cilt dokiintiileri gibi ¢esitli alerjik reaksiyonlara
rastlanabilir.

Bagisiklik sisteminin baskilanmasi: Sik sik enfeksiyon gelisimi ortaya cikabilir.
2.3.1. Kemoterapi Ilaclar1 Siniflandiriimasi

Calisma sekillerine, kimyasal yapilarina ve diger ilaglarla olan etkilesimlerine
gore birkag gruba ayrilir. Bazi ilaglar birden fazla yola ve birden fazla gruba ait
olabilirler.

> Alkilleyici Tlaglar
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Alkilleyici ajanlar DNA ¢ift zincirinde birden fazla noktaya kovelent olarak baglanir.
DNA iizerindeki bu degisiklikler protein ve enzimleri alkilleyerek islevlerini bozar.
Hiicrede solunum durur. Bu durum hiicre boliinmesinin durmasina neden olurlar. Bu
ilaglar 16semi, lenfoma, Hodking lenfoma, miyeloma, sarkoma gibi birgok farkli
kanser tedavisinde kullanilabilir. Kemik iligi ve lenfoid dokuda uzun siireli hasara
neden olabilir. Bu durum akut 16semiye neden olabilir. Alkilleyici ajanlarin neden
oldugu 16semi doz bagimlidir anlami diisiik dozlarda risk azdir ancak toplam
miktarindaki artisla birlikte risk de artar. Bununla birlikte teratojenik, mutajenik ve
karsinojenik etkileri de vardir. Alkilleyici ilaglar ¢esitli gruplara ayrilir:

% Azotlu di-(2-kloroetil) tiirevleri:

Mekloretamin: Azotlu hardal gazindan 1. Diinya Savasi zamaninda tretilmistir. Lenfatik
kanserlerde kullanilmaktadir.

Siklofosfamid ve ifosfamid: Lenfoma tiirlerinde ve meme kanserinde tercih edilir.

% Etilenimler: Trietilen melamin, Tiotepa ve Alteramin ilaglar1 bu grupta yer
almaktadir.

< AlKilsiilfonatlar: Busolfan ve Treosulfan ilaglar1 bu grupta yer almaktadir.
% Nitrozoiire grubu ilaclar: Santral sinir sistemine etki ederler. Bu nedenle beyin
timorlerinin tedavisinde tercih edilir. Kamustin bu grupta yer almaktadir.

+¢ Triazen ve hidrazen tiirevleri: Dakarbazin ve Prokarbazin ilaglar1 6rnek olarak
verilebilir.

Cisplatin gibi platinyum ilaglar, temozolomid ve prokarbazin etki
mekanizmalar1 agisindan akilleyici ajanlara benzerlik gostermektedir. Testis, over,
mesane, prostat, serviks gibi solid tiimorlerin tedavisinde kullanilir. En ciddi hayati
tehtid edici istenmeyen etkileri akut ve kronik bobrek yetmezligine neden
olmasidir.

> Antimetabolitler

Hiicre yapi taslarinin sentezinde rol alan enzimlerin sentezini bozar ya da
enzimlerin yerine gegerek etki gosterirler. Bu gurupta bulunan ilaglar:

% Folik asit antimetabolitleri: Protein sentezini baskilayarak hiicre 6liimiine
neden olur. Ornek olarak:

Metotreksat: Dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe eder. Piirin niikleotidlerinin
biyosentezinin durmasina neden olarak DNA ve RNA sentezi i¢in gerekli olan ATP
yapimini1 engeller. Bu ajanlar hiicrelerin kromozomlar1 kopyalanirken S fazi
boyunca hiicrelere hasar verir. Solid tiimorlerin tedavisinde kullanilir.



Raltirekset: Timidilat sentetaz enzimini indiikler. leri evre kolon kanseri, over ve
meme kanseri gibi tiimorlerin tedavisinde kullanilir.

+ Piirin antimetabolitleri: Akut lenfoblastik 10semi tedavisinde kullanilir.
Ornek olarak:

6-Merkaptopurin ve Tioguanin: DNA ve RNA sentezini bozar.
Fludarabin: Adenin anologu olarak etki gosterir.
% Pirimidin antimetabolitleri: Pirimidin sentezini durdurur. Ornek olarak:

Sitozin arabinozid: Deoksisitidinin niikleozid anologu olarak goérev alir.
Lenfositik 16semi ve bazi malign lenfomalarin tedavisinde kullanilir.

5-Fluorourasil: Timin sentezini durdurarak DNA sentezini bozar.

Gemsitabin: Deoksisitidin anologu olarak islev yapar. NSCLC tedavisinde
siklikla kullanilir.

» Anti-Timiir Antibiyotikler

Kanser hiicreleri DNA’nin yapisin1 bozarak hiicre boliinmesine engel olur.
Birgok farkli atitumor antibiyotik vardir:

Daktinomisin: Guanin-Sitozin baz ciftlerinin arasina interselasyon yaparak DNA
sentezini ve m-RNA sentezini engeller. Yumusak doku kanserlerinde ve Willm’s
tiimori tedavisinde tercih edilir. Kemik iligini baskilanmasi gibi bir¢ok yan etkisi
bulunmaktadir.

Daunorubusin: Topoizomeraz 2 enzimine baglanarak DNA hasari yaratir. Losemi
tedavisinde kullanilir.

Doksorubusin: Daunorubusin bir tiirevidir. Meme ve mide kanserleri, lenfomalar
gibi bir ¢ok tlimoriin tedavsinde kullanilir. Kardiyotoksiktir.

Bleomisin: Serbest radikaller olusturarak DNA hasar1 olusturur. Testis timori
tedavisinde kullanilir. Akcigerde pnémonitis ve fibrozise neden olur.

Mitoksantron: Meme ve prostat tedvisinde kullanilir.
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> Bitkisel Kaynakh Ajanlar

Cesitli bitkilerden elde edilerek kanser tedavisinde kullanilirlar. Mitozun
metafaz doneminde goriilen mikrotiibiillerini etkileyerek hiicre bdliinmesini
durdurur. Ancak hiicre ¢ogalmasi igin gerekli olan proteinleri yapan enzimlere tim
hiicre dongilislinde zarar verebilirler. Meme kanseri, karaciger, miyeloma, lenfoma
ve losemi gibi bir¢ok kanser tedavisinde kullanilabilir. Bu ilaglar sinir hasarina
neden olabilir. Ornek vermek gerekirse;

Vinblastin: Cezayir meneksesinden elde edilir. Testis kanseri ve lenfoma gibi bazi
tiimorlerin tedavisi icin tercih edilir.

Vinkristin: Lenfom, noroblastoma akciger kanseri gibi tiimorlerin tedavisinde
etkilidir. Yiiksek miktarlar1 otonom ndrapatiye neden olmaktadir.

Paklitaksel: Over ve metastatik meme kanserinde, kiigiik hiicreli akciger
kanserinde bazi bas ve boyun kanserlerinde tercih edilir.

Dosetaksel: Meme kanserinde ve akciger kanseri tedavisinde kullanilir.
» Hormon ve Hormon Antagonistleri

Hormon duyarli tiimorlerde tedavi sonucu tlimor gelisimi, timor biiylime hizi
yavaglatirlar. Kemoterapiden kaynaklanan bulanti ve kusmayi onlemek i¢in
kullanilir. Ayrica kemoterapiden once alerjik reaksiyonu dnlemek i¢in kullanilir.
Ornek olarak:

Glukokortikoid hormonlar: Lenfoid dokuda proliferasyonu inhibe ederk
calisirlar. Glukokortikoid hormonlar 16semi, Hodgking lenfomalarda kullanilirlar.
Buna ek olarak diger ilaglarin yan etkilerini azaltmak i¢in de kullanilir. Bu grup
iginde Prednizon en sik kullanilan ilagtir.

Antiandrojenler: Androjenlerin etkisini bloke eder. Prostat kanseri tedavisinde
kullanilir.

Gonodotropin salgilatict hormon: Loprolid ve Goserelin prostat kanseri
tedavisinde kullanilir.

Progestinler: Progeston hormonuna benzer etki gosterir. Endometrium karsinomu,
metastatik renal karsinom, meme kanseri ve prostat kanserinde kullanilir.

Ostrojenler: Meme ve prostat kanseri tedavisi i¢in tercih edilir. Bu grup ilaglara
Tamoksifen (strojen antagonisti) 6rnek olarak verilebilir.



> Diger Kemoterapi Ilaclan

Bazi kemoterapi ilaglar1 farkli yollarla gorevini yerine getirir. Diger
kategorilerin hi¢birine uymaz. Bu ilaglara 6rnek olarak:

L-Asparaginaz: Cocukluk donemi akut lenfoblastik 16semi tedavisinde kullanilan
bir tiir enzimdir. Kemik iligini bakilamamasi bu ilac1 diger kemoterapi ilaglarindan
ayirir ve bilylik bir avantaj saglar. Ancak pihtilagma faktorlerine etki etmesi
istenmeyen etkilerinden biridir.

Thalidomide: Angiogenesis artirarak kanser hiicrelerinin gelisimi igin ihtiyag
duydugu kan damarlar1 yapmmini engeller. Bu durum, Kkanser hiicrelerinin
biiyiimesini ve gelisimini etkiler.

Gefitinib: Epidermal biiyiime faktotii reseptoriiniin  (EGFR) tirozin kinaz
aktivitesini inhibe ederek eki eder. EGFR hedefe yonelik tedavide siklikla
hedefleme ajani olarak kullanilir.

Bortezomib: Borik asit tiirevidir. Hiicre i¢i proteinlerin yapisini bozar.

Sisplatin, Karboplatin: Metastatik testis kanseri gibi solid tiimoérlerin tedavisinde
kullanilir.

Etopozid ve Prokarbazin: Etopozid akciger, testis ve diger bazi kanserlerin
tedavisinde kullanilir. (Tiirker ve Dizdar, 2017)

2.3.2. Pemetrexed

Subat 2004’te, hiicre proliferasyonu icin gerekli olan folat bagimh
reaksiyonlar1 hedefleyen bir antikanser ilag olan pemetrexed disodyum (Alimta; Eli
Lilly), nadir goriilen kanser malign plevral mezotelyoma tedavisi igin FDA
tarafindan onaylanan ilk ila¢ oldu (Nature Publishing Group, 2005).
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Sekil 2.1. Pemetrexed disodyum heptahidrat (L-Glutamik asit, N-[4-[2-(2-amino-4,7-dihidro-4-
oxo-1H-pirrolo[2,3-d]primidin-5-yl)etil]benzoyl]-,disodyum tuzu, heptahidrat;
CaoH19NsNaOs7H-0; Mw = 597.49; CAS number: 150399-23-8)( Nature Publishing Group, 2005)

Pemetrexed 2.3.1. numarali bolimde de bahsedildigi gibi folat
antimetabolitleri sinifina aittir. Diger tiim kemoterapotikler gibi Pemetrexed’in de
bir¢ok yan etkisi mevcuttur.

Siklikla goriilen yan etkiler :

e Kanl tiikiiriik e Solgun ten e Giriltili

o Gogiis agrisi e Yiizde kirmizi nefes alip

o Ates noktaciklar verme

e Usiimek e Ani e Normal

e Oksiiriik baslangich bas olmayan

e Koordinasyon agrilary e Normal
kaybi e Nefes darlig1 olamayan

e Acili ve zor e Bogaz agrisi yorgunluk
idrara ¢ikma e Ani goriis

e Karin agrisi degisiklikleri

Nadir rastlanan yan etkiler ise:

e Trombosit sayisinda diisme. e Agizda yara
(Kanama riski artar) e El veya ayaklarda

e Kanda kreatinin diizeyi karincalanma veya uyusma
artabilir. e Depresyon

o Ates e Dokiintii, ciltte kizariklik

e (Grip benzeri sikayetler: ates,
titreme, genel agr1, bas agrisi,
istahsizlik.

Pemetrexed antifolat olarak calisir. Indirgenmis folat tastyici (RFC) yoluyla
hiicrelere taginir ve folik asite benzer sekilde yiiksek afiniteye sahip folat reseptor-
a'ya baglanir. Buna ek olarak Pemetrexed ¢ok ilaca direngli proteinler (MRP) i¢in
substrat olarak goriinmektedir. Hiicrelere alindiginda, aktif pentaglutamati
poliglutamata gevirir. Bu reaksiyon folipoliglutamat sentaz (FPGS) ile katalize
edilir. Pemetrexed’in diger klasik antifolatlar ile karsilastirildiginda, FPGS igin en
iyi substratlardan biri oldugu saptanmistir. Pemetrexed'in pentaglutamat formu,
baskin hiicre i¢i formdur. Timidilat sentaz (TS) inhibisyonunda monoglutamat
formundan 60 kattan fazla etkilidir. Poliglutamasyon pemetrexedi yakalayarak
hiicre i¢inde tutulmasini saglar.



Hiicre i¢ine alinan Pemetrexed, piirin ve pirimidin sentezi ile ilgili ¢oklu
enzim hedeflerini inhibe eder. Hedeflerden biri TS'dir. Folat bagimli bir enzim olan
TS, deoksiiiridin monofosfatin deoksimidin monofosfata doniisiimiinii katalize
eder. TS'nin inhibisyonu, DNA sentezi igin gerekli olan timidinin azalmasina neden
olur. TS'e ek olarak, glisinamid riboniikleotit formiltransferaz (GARFT) ve purin
sentezinde rol oynayan folat bagimli bir enzim olan dihidrofolat rediiktazi1 (DHFR)
da inhibe eder. Boylece hem normal hem de kanser hiicre boliinmesi igin gerekli
genetik metaryellerin olusumu engellenmis olur. Bu durum istenmeyen etkilerin
ortaya ¢ikmasina neden olur.

Targets of Pemetrexed in Folate Synthesis

PRPP

L 10-Formyl-THF = <+—— 5,10-Methenyl-THF
GAR

l GARFT AICARFT

fGAR
l THF —» 5,10-Methylene-THF

AMP DHFR 3(
J, DHF <— dTMP dUMP

GMP TS
DNA

Sekil 2.2. Pemetrexed Etki Mekanizmasi (Sekil Molina J.R., Adjei A.A.,2003, The Role of
Pemetrexed (Alimta® , LY231514) in Lung Cancer Therapy makalesinden alinmstir.)

Kisaltmalar: AICARFT: aminoinidazol karboksamid riboniikleotid formiltransferaz; AMP:
adenozin monofosfat; DHF: dihidrofolat; DHFR: dihidrofolat rediiktaz; dUMP: deoksiiiridin
monofosfat; dTMP: deoksitimidin monofosfat; fGAR: formilglisinamid riboniikleotit; GARFT:
glisinamid riboniikleotit formiltransferaz; GMP: guanozin monofosfat; PRPP: 5- fosfo-D-ribosil-1
pirofosfat; THF: tetrahidrofolat; TS: timidilat sentaz. (Adjei A.A., 2004 Pharmacology and
Mechanism of Action of Pemetrexed; Molina J.R., Adje A.A., 2003, The Role of Pemetrexed
(Alimta®, LY231514) in Lung Cancer Therapy).

2.4. 1la¢ Tasiyic1 Sistemler

Farmasotik agidan ilacin hedef dokuya taginmasi ve bu bolgede etki etmesi en
biiyiik sorun olmustur. ila¢ kullaniminda ortaya ¢ikan bu sorunlarin ¢dziimiinde
nanoteknolojiden yararlanilarak ilag tasiyici sistemler gelistirilmeye baslanmistir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1525730411703163#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1525730411703163#!
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Nanometre, metrenin milyarda biri olarak tanimlanmaktadir. Nanotekoloji ise
nano boyuttaki maddelerin bilimi olarak tanimlanmistir. Nanofarmasétik ise nano
boyuttaki ilaglar1 ve tasiyici sistemleri i¢inde barindirmaktadir. Nanoteknoloji ile
birlikte ila¢ tastyicilar gelistirilmis kan-beyin bariyeri, bronsiyoller gibi ¢esitli
biyolojik yapilar1 asilarak ilaglarin hedef dokuya taginmasi saglanmustir.
Gelistirilen bu sistemler ile birlikte diislik ¢ozlniirliige sahip ilaglar bile ¢ok kolay
¢Oziinebilir, ilag toksisitesi azaltilabilir ve biyoyararlanimi daha yiiksek ilaglar
ortaya ¢ikabilir.

Buna ek olarak, hedef bolgeye ilaglari segici bir bigimde ulagtirabilen
yontemlerin gelistirilmesi ile birlikte ilag tasima sistemleri en 6nemli aragtirma
konusu olmustur. Boylece, ilag sadece hastalikli bolgeye etki eder, kanda etkin bir
miktarda ve uzun siire kalir ve belirli bir hizda ve yeterli miktar da salim islevi
gerceklesir. Boylece istenmeyen etkiler ortadan kalkar. Ancak tim bu
avantajlarinin yani sira bazi dezavantajlart da mevcuttur: iiretimi zordur, genetik
hasara ve mutasyona sebep olabilirler.

2.4.1. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller; boyutlar1 10-1000 nm araliginda degisiklik gosteren,
polimerler kullanilarak hazirlanan, nanokiire veya nanokapsiil olarak adlandirilan,
etken maddelerin partikiil icinde ¢oziindiigl, baglandigi, hapsedildigi ya da adsorbe
edildigi kolloidal partikiillerdir. Etken madde nanokiirelde homojen olrak dagilmis
halde bulunurken nanokapsiillerde ise etken madde polimerik bir membran ile
cevrili olarak bulunur. Hedeflendirmede nanopartikiillerin tercih edilmesinin iki
temel nedeni vardir: kiiciik partikiil boyutlarina sahip olmasi nedeniyle etken
maddenin hedef bolgede toplanmast ve uzun siire kontrollii etken madde salimi
yapabilmesidir. Buna ek olarak, nanopartikiiler yiizeyleri kolaylikla
kaplanabildiginden hedeflemeye uygundur. Nanopartikiillerin tercih edilmesinin
bir diger avantaji ise, etken maddenin stabilitesini arttirmasidir. Ayrica, etken
madde ylikleme kapasiteleri yiiksek oldugundan ilag salimi ve biyoyararlanimi
yiiksektir.

Nanokapsiiller vezikiiler sistemlerdir. Bu 6zellikleri sayesinde damarlardan
kolaylikla gecebilirler ve kolaylikla dolasima katilirlar. Yiizeyi artan ilacin
¢Oziiniirliigli ve biyoyararlanim artar boylece ilag uygulanacagi bolgeye kolaylikla
hedeflendirilebilinir. Buna ek olarak, tasiyict sistemlere PEG gibi hidrofilik
maddeler baglanarak etken maddenin dolasimda daha uzun kalmasi saglanabilir.
Nanopartikiillere birden fazla etken madde yiiklenebildigi gibi birden fazla
hedeflendirici de baglanabilir. Nanokiirelerde ise ilaglar homojen olarak dagitilmig
yada ylizeye adsorbe edilmistir. Dogal ya da sentetik polimerler kullanilarak
hazirlanabilir. Nanopartikiiller, hiicreye fagositoz yoluyla alinirlar ve hiicre igine
alinan nanopartikiiller burada bulunan lizozomal enzimler tarafindan parcalanirlar
(Corman, 2010 ; Tiylek 2017).



Nanokiire Nanokapsal
Polimerik matriks Polimerik kabuk+Yag veya

sulu gévde

Polimerik zincir

ilag molekala o

Sekil 2.3. A)Nanopartikiil Yapis1 (Sakallioglu H., 2013) B) Nanokapsiil ve Nanokiire yapisi (Celik
M.,2014)

2.4.1.1. Manyetik Nanopartikiiller

Manyetik nanopartikiiller uygulanan manyetik alana cevap verirler ve
manyetik alanda hareket ettirilebilirler. Bu 6zellikleri sebebiyle kanser tedavisine
yonelik ilag tasiyict sistemlerde siklikla tercih edilmektedir.

Ortak Coktiirme ile Manyetik Nanopartikiil Sentezi: Bazik ortamda, oda
sicakhginda ya da yiiksek sicakhklarda, Fe™ ve Fe™ iyonlar giiglii Karistirici
altinda ¢oktiirtilmesiyle elde edilen nanopartikiillerdir.

Mikroemiilsiyon ile Manyetik Nanopartikiil Sentezi: Misellerin yardimiyla
olusturulan nanopartikiillerdir.

Hidrotermal sentez ile Manyetik Nanopartikiil Sentezi: 200°C de FeCl,, etilen
glikol, sodyum asetat ve polietilen glikol ile basingli ortamlarda hazirlanan
nanopartikiillerdir.

Termal parcalanma ile Manyetik Nanopartikiil Sentezi: Demir-oleat organik
c¢oziiciilerde oleik asit varliginda kaynatilir. Boylece yapi termal yolla pargalanirken
aciga ¢ikan demir ortamdaki oksijen varliginda magnetite doniisiir. (Sakallioglu,
2013)

2.4.2. Lipozomlar

Lipozomlar, boyutlar1 nanometreden birkag mikrometrelere kadar degisen
fosfolipid ¢ift katman igeren biyouyumlu, non-immiinolojik geri doniistimli
vezikiiler yapilardir. Lipozomlar, etken maddelerin etkinligini arttiracak ve toksik
ozelliklerini azaltacak sekilde, c¢ok secici olarak maddelerin tasinmasinda
kullanilmaktadir (Yurdakul ve ark., 2007).
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2.4.3. Dendrimerler

Birbirini tekrar eden monomerlerin dallanma yapmasiyla olusan kiiresel
molekiillerdir. I¢ i¢e girmis yapilari, dallar1 arasma istenilen molekiillerin
eklenebilmesi ve reaktif olabilen ug¢ gruplan ile karakterize edilir. Cekirdek ve
etrafinda bulunan dallanma birimleri ile dallanmig fonksiyonel gruplardan olusur.
Dendrimerler bu fonksiyonel gruplardaki degisimlerle farklanirlar. Dallanma
bririmleri ile birlikte dendrimerler de biiyiir. Yapi icerisinde ilag enkapsiilasyonu,
kovalent bag olusumu ve ilagta bulunan fonksiyonel grup ile etkilesimi sayesinde
ilag tastyici sistem olarak tercih edilmektedir.

2.4.4. Miseller

Kiiresel sekilli, hidrofobik bloklardan olusan bir ¢ekirdek ve polimer
zincirleriyle dayanikli hale getirilmis dis kabuktan olusan partikiillerdir. Miseller,
biyoyararlanimi arttirirlar ve dolasimda uzun siire kalirlar. Boyutlarinin nanometre
cinsinden olmasi, damarlanmanin zayif oldugu bdlgelerde toplanmasini
saglamaktadirlar. Ligantlarla yardimiyla hedeflendirilmeye uygundurlar. Yiiksek
oranda, tekrarli ve kolay olarak sentezlenebilirler. Etken madde saglikli dokuda
salinmaz boylece istenmeyen etkiler énlenmis olur (Saymner O.,2017; Celik M.,
2014;Tiylek, 2017).

Hedefleme parcacigs
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Sekil 2.1.A) Misel Yapisi B) Dendrimer Yapisi (Celik M.,2014)

2.4.5. Monoklonal Antikorlar

Sonsuz bdliinme yetenegine sahip timor hiicreleriyle antikor iiretebilen
memeli hiicrelerinin kaynastirilmasinin sonucu olarak siirekli antikor iiretebilen
‘hibridoma’ hiicrelerinden elde edilir. Tek bir tip hibrid hiicreden olusmasi
nedeniyle bu hiicrelere monoklonal hiicreler denmektedir. Monoklonal antikorlar
kanser gibi bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Diger ilaglar ile kiyaslandiginda
daha az toksik etki gosterir. (Tiiylek, 2017)



2.5. Ilac Hedefleme

Viicuda alinan ilacin hedef bolgeye tasinmasinin iki 6nemli faydasi
bulunmaktadir. Bunlardan ilki ilacin, hedef bdlgede etkinligini saglamaktir. Bir
digeri ise etken maddenin tedavi dozunun hedef organi etkilemesidir. Boylelikle
olas1 yan etkiler 6nlenmis olacaktir. Buna ek olarak bu durum ilacin terapotik
indeksini de arttirmaktadir. fla¢ hedeflemenin temelinde; yan etkilerin azaltilmast,
dozun azaltilarak hedef bolgeye yiiksek oranda etken maddenin ulagsmasi ve ilag
hedeflemede kullanilan reseptdre bagli olarak ilacin hedef bolgeye ulagincaya kadar
saliminin minimumda tutulmasi ve hedef bolgede etkinligini tam olarak gostermesi
bulunmaktadir. flag hedefleme yontemleri kisaca:

e Hedef bolgeye ilacin direkt uygulanmast

e ilacin pasif olarak hedef bolgede toplanmasi

e Hedef bolgeye fiziksel hedeflendirme

e Hedef bolgeye spesifik etkenlerin kullanilmasiyla aktif hedeflendirme
(Canefe K. Ve Duman G.,1994, Ankara Ecz. Fak. Der)

2.5.1. Tlacin Dogrudan Hedeflenmesi

flacin dogrudan dogruya hedef bolgeye uygulanmasidir. Ornek vermek
gerekirse; artrit tedavisinde ila¢ dogrudan eklemin i¢ine uygulanir.

2.5.2. Pasif Hedefleme

Dogal fizyolojik siiregler ya da pasif etkenler aracilifiyla hedef bolgelere
ilacin taginmasidir. Pasif hedeflendirme ilaglar1 hedef bolgeye ulagtirmak amaciyla
normal ve patolojik dokular arasindaki anatomik farkliliklardan faydalanir. Pasif
hedeflemede ilac tastyici sistemin bazi Ozellikleri ¢ok Onemlidir. Bu o6zellikler
asagida siralanmistir:

Partikiil Boyutu: in vivo dagilim, metabolize olmasi, toksik etkisi ve ila¢ salimi
gibi 6zellikler partikiil boyutuna bagl olarak degisim gosterebilmektedir. Kiiciik
partikiillerden ila¢ salimi1 daha hizli olmaktadir.

Yiizey Ozellikleri: Nanopartikiillerin hidrofobik olmasi ilag dolasiminda daha
uzun silire kalmasina ve bdylelikle hedef bolgeye ulagsmasina yardimci olur.
Tastyicinin yiizeyini polisorbat 80 gibi maddelerle kaplamak tasiyicinin hidrofilik
karakterde olmasina yardimci olmaktadir.

Etken Madde Yiikleme: Etkin madde yiikkleme kapasitesi tasiyicinin 6zelligine
bagli olarak farklanma gostermektedir.
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Etkin Madde Salimi: Salim orani boyutuna ve i¢inde bulunan etken madde
miktarina bagl olarak degisim gostermektedir.

Kanser hiicrelerinin damarlanmasi saglikli dokudan farklidir. Tiimorlerdeki
damarlarin bu farklilig1 ilag tasiyici sistemin kan damarlarindan kendiliginden
gegmesine yardimcr olur. Bu durum artan gegirgenlik ve tutunma (EPR) etkisi
olarak adlandirilir. EPR etkisi ilag tasiyici sistem ve ilag molekiilii viicuttan
atilmadigi1 ve dolasimda uzun siire kaldig: siire avantajlidir. Bu nedenle ideal bir
ilag tastyici sistemde olmasi gereken 6zellikleri olarak tasiyicinin boyutu 10-100
nm arasinda olmasi, ndtr veya anyonik yiikte olmast ve son olarak
Retikiiloendotelyal Sistem (RES) etkisinden kaginmasi sayilabilir.

Pasif  hedeflendirmede c¢esitli  kisitlamalar ~ bulunmaktadir.  Pasif
hedeflendirmenin etkinlgi anjiyogenezise bagli olarak degisim gostermektedir. Kati
timorlerde yiiksek interstisyel basing nedeniyle ilag alimi ve homojen dagilimi
zorlagir. Bu yiiksek interstisyel basing EPR ile iligkilidir. Kiigiik molekiiller
kolaylikla difiize olurken biiyiik molekiiller timorde daha ¢ok tutunarak daha yavas
salinir.

Lenfatik Sistem
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Sekil 2.2. EPR Etkisi (Sekil Sartyer O. ve Comoglu T., 2017, Nanotastyict Sistemlerde
Hedeflendirme makalesinden alinmstir.)

2.5.3. Fiziksel Hedefleme

Tiimdr dokular1 normal dokulara kiyasla daha asidiktir. Bu farklanmadan
yararlanarak ~ yapilan  hedeflendirme  fiziksel = hedeflendirme  olarak
adlandirilmaktadir.



na(_: tasiyica sistemler

Farkl: pH ve sicakliktaki bolgede tasiyica etken maddeyi
serbest birakarak dagilir.

Sekil 2.3. Fiziksel Hedeflendirme (Sekil Celik M., 2011, Farmasétik Biyoteknolojide ilag
Hedefleme adl1 Bitirme Odevinden Alinmustir.)

2.5.3. Aktif Hedeflendirme

Ilag tastyic1 sistemin ligand-reseptor gibi etkilesimlerle hedef hiicreye
taginmasina aktif hedefleme denir. Hedeflendirmede pH gibi kimyasal ve manyetik
alan fiziksel faktorlerden ya da hiicrelere spesifik baglanmadan cogunlukla
yararlanilir. Aktif hedeflendirme ligant yogunluguna ve yiikiine, tasiyici sistemin
boyuta ve sekline, yiizey yiikiine bagh olarak degisiklik gostermektedir.

» Ligant Aracih Aktif Hedeflendirme

Hedef bolgede bulunan reseptorlere uygun olarak tasarlanan/segilen ligantlar
yardimiyla yapilan aktif hedeflendirmedir.  Hiicre yiizeyinde bulunan bu
reseptorlere hedeflendirme yapilmasinin amaci; ilag tastyicilarin hiicreden alimini
arttirarak hedef bolgede etken madde yogunlugunu arttirmak ve tiimor hiicrelerini
yok etmektir. Ligant araciligiyla hedeflenen bu sistemler tiimor damarlarini yok
ederek tiimoriin biiylimesini durdururlar ya da tamamen yok ederler. Transferrin,
folat, folik asit kullanilan ligatlardan bazilaridir.

» Stimulasyona Bagh Aktif Hedeflendirme

Internal Stimulasyon ile hedeflendirmede ila¢ tasiyicilar dolasimda ilag
salim1 yapmazken tiimor bolgelerine vardiklarinda ortamin 6zelliklerine bagl
olarak ila¢ salimini gergeklestirir. Ornek vermek gerekirse disiilfitlerin tiyollere
doniistimii biyolojik yolaklardaki prosediirlerden bir tanesidir. Geri doniistimlii
olarak indirgenme reaksiyonu gerceklestirirler. Disiilfit bagina sahip polimerler bu
ozellikleri nedeniyle hedeflendirmede kullanilirlar. Manyetik alan yardimiyla
hedeflendirme, 1518a duyarli polimerler yardimiyla hedeflendirme, ultasonik dalga
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yardimiyla hedeflendirme, enzim aracili hedeflendirme aktif hedeflendirme
metodlarindan bazilaridir. (Sarryer O. ve Comoglu T., 2017; Celik M., 2011)

2.6. Albumin

Albiimin karacigerde sentezlenen 610 amino aside sahip tek zincirden olusan
protein yapidir. Kan plazmasinda en yaygin bulunan proteindir. Yag asidi ve ¢esitli
maddelerin kanda tasinmasina yardimci olur. Buna ek olarak, kan ile doku arasinda
suyun dengelenmesine yardimci olur, ontotik basinci diizenler. Albiiminin
gorevlerini kisaca 6zetlemek gerekirse;

e Onkotik Basincin %74"inii olusturarak kanda bulunan suyu damar i¢inde
tutar.

e Yag metabolizmasinda 6nemli goreve iistlenirler.

e Serbest radikalleri indirger boylelikle, dokularda tahribati engeller.

e Kandan bilurubin gibi toksik maddelerin tasinmasini saglar.

e Hayati 6neme sahip hormonlarin tasinmasini saglarlar.

e Bazi vitaminleri tasirlar.

e Tamponlayici bir gérevi bulunur.

Hemostatik dengenin kurulmasina yardimci olurlar (TC Saglik Bakanligi, Tiirkiye
Kamu Hastaneleri Kurumu).

2.6.1. Bovine Serum Albumin

Sigir kan plazmasinda bulunan temel globular proteindir. Az sayida triptofan,
metiyonin ve ¢ok sayida sistein ile yliklii aspartik asit, glutamik asit,lizin ve arginin
amino asitlerinden olusur. BSA igeriginde bulunan glisin ve isoldsin sayisi ortalama
bir proteine kiyasla daha azdir. DNA pargalanmasi sirasinda bazi enzimleri stabilize
eder. Toksik olmayisi, biyouyumlu olmasi ve biyoyararlaniminin yiiksek olmasi
gibi nedenlerle nanopartikiil tiretiminde siklikla tercih edilir (Tatar D., 2007).
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. Materyal

Nanopartikiil sentezinde kullanilan Albumin (Fraction V) ve etanol (HPLC
grade-%99.9) Merck; Genipin (HPLC,98%) Sigma ve pemetrexed disodyum
anhidrus (%98) Ak Scientific firmalarindan temin edildi. Magnetit sentezinde
kullanilan, demir (2) kloriir tetra hidrat (% 98) Alf Easer ve demir (3) kloriir hegza
hidrat ISOLAB, Amonyum hidroksit solisyonu Sigma-Aldrich firmalarin saglandi.
Bradford reaktifi hazirlamada kullanilan Commassie brillant blue G-250 Fluka,
fosforik asit (85-88%) Sigma Aldrich ve teksol ise Tekkim firmalarinda alindi.
A549-luc hiicre hatt1 Perkin Elmer, CRL-5807, hiicreleri ise Amerikan Kiiltiir
Koleksiyonu (ATCC)’dan temin edilmistir. Penisilin-Streptomisin, fetal sigir
albiimini (FBS), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), RPMI 1640,
Sigma Aldrich firmalarindan temin edildi. Denemede kullanilan tiim diger
kimyasallar analitik safliktadir.

Denemede kullanilan cihazlar; peristaltik pompa (ISOLAB), Shaker (IKA KS
130 basic), manyetik karistirict (IKA RH Basic 2), Sicak su banyosu ( memmert),
sonik banyo (Elma E-120H).

3.2. Metod

3.2.1. Bradford Reaktifi Hazirlanmasi ve Standart Grafiginin Cizilmesi

Calisma siiresince tiim protein analizleri Bradford (1976) prensibine gore
yapildi. Bu yontemin temelinde organik bir boyar madde olan Commassie brillant
blue G-250’nin proteinlerdeki (+) yiikli gruplara baglananarak proteinleri
renklendirir ve 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Bradford Reaktifinin Hazirlanmasi:

40 mg Coomassie brilliant blue tartilarak % 96’lik 50 mL etanolde ¢oziindii.
Ardindan ¢ozeltiye 100 mL % 85°lik fosforik asit eklenerek adi siizge¢ kagidi ile
stiziilerek saf su ile 1L ye tamamlandi.

Standart Grafiginin Cizilmesi:

0,02; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 mg/mL olacak sekilde BSA c¢ozeltileri
hazirlandi. Ardindan asagidaki tabloda bulunan miktarlar plastik kiivetlere
pipetlenerek karanlikta 10 dakika reaksiyona birakildi. Reaksiyon sonunda kore
karst 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Kor olarak saf su kullanildi. Her
deney 3 kez tekrarlandi ve ortalama alinarak standart grafigi ¢izildi.



Tablo 3.1. Protein tayini i¢in kullanilan ¢ozeltiler.

Standart BSA Stok BSA cozeltisi (nL) Bradford Reaktifi (ml)

Konsantrasyonu (mg/ mL)

0,02 100 2
0,05 100 2
0,10 100 2
0,15 100 2
0,20 100 2

3.2.2. BSA Optimizasyonu

BSA nanopartikiilleri (BSA-NP'ler), Ak ve arkadaslari tarafindan gelistirilen
yontemin kii¢iik modifikasyonlari ile sentezlendi (2014). BSA optimizasyonu i¢in
25 - 100 mg BSA, 1 ml su i¢inde ¢oziilerek reaksiyon ortamina alindi. Oda
sicakliginda sabit hizla (480 rpm) karistirilirken peristaltik pompa yardimiyla sabit
hizda damla damla 4 ml etanol (desolvasyon ajani) ilave edildi. Reaksiyon diizenegi
Sekil 3.1°de gosterilmistir. Ardinan 100ul genipin (% 0,02) eklendi (Shahgholian
ve ark., 2017) ve 24 saaat reaksiyona birakildi. Siire sonunda reaksiyona girmeyen
proteinleri nanopartikiillerden uzaklagtirmak i¢in santrifiij yapildi. Ardindan
naopartikiiller saf su ile yikanarak tekrar santrifiij islemi gerceklestirildi.
Stipernatanlarda bulunan baglanmayan protein miktari, Bradford protein analizi
(Bradford 1976) ile tespit edildi ve optimum BSA miktar1 zeta 6lgiim (Malvern
Nano ZS 90 Zetasizer) sonuglarinin da yardimiyla saptandi.

Sekil 3.1. Reaksiyon diizenegi
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3.2.3. Genipin Optimizasyonu

25 mg BSA, 1 ml su i¢inde ¢oziilerek reaksiyon ortamlarina alindi. Oda
sicakliginda sabit hizla (480 rpm) karistirilirken peristaltik pompa yardimiyla sabit
hizda damla damla 4 ml etanol damlatildi. Ardinan her bir reaksiyon kabina 100ul
10 mM, 20 mM, 50 mM ve 100 mM genipin eklendi ve 24 saaat reaksiyona
birakildi. Siire sonunda reaksiyona girmeyen proteinleri nanopartikiillerden
uzaklastirmak i¢in 13000 rpm de santrifiij yapildi. Ardindan naopartikiiller saf su
ile yikanarak tekrar santrifiij islemi gerceklestirildi. Siipernatanlarda bulunan
baglanmayan protein miktari, Bradford protein analizi (Bradford 1976) ile saptandi
ve optimum genipin konsantrasyonu SEM goriintiilerinin (Thermo Scientific Apreo
S) de yardimiyla belirlendi (Butler ve ark., 2003).

3.2.4. Siire Optimizasyonu

25 mg BSA, 1 ml su i¢inde ¢o6ziilerek reaksiyon ortamlarina alindi. Oda
sicakliginda sabit hizla karistirilirken peristaltik pompa yardimiyla sabit hizda 4 ml
etanol ilave edildi. Ardinan 100ul 20mM genipin eklendi ve her bir reaksiyon
15;18;24 ve 36 saat reaksiyona birakildi. Siire sonunda santrifiij yapildi. Ardindan
naopartikiiller saf su ile yikanarak tekrar santrifiij islemi gerceklestirildi.
Siipernatanlarda bulunan baglanmayan protein miktari, Bradford protein analizi
(Bradford 1976) ile bulundu ve optimum siire SEM goriintiilerinin de yardimiyla
belirlendi.

3.2.5. Magnetit Sentezi

Manyetik nanopartikiiller (MNP) kopresipitasyon yontemiyle sentezlendi. Bu
amacla, Fe?* and Fe®" tuzlar1 mol oranlar1 1:2 olacak sekilde ¢oziildii. Calismada, 1
mol FeCl; ve 2 mol FeCls 60°C sabit sicaklikta ceketli reaktor icinde 3000 rpm
karistirma hizinda oksijensizlestirilmis saf suda ¢6ziildii. Bu islem siiresince
ortamdan siirekli olarak N> gazi gecirildi. Ardindan ¢ozeltiye derisik amonyum
hidroksit ¢ozeltisi eklenerek ortam alkali pH (pH 10) olacak sekilde eklendi. Sabit
sicaklik (60°C) ve kuvvetli karistirma altinda ¢ekirdeklesme i¢in 2 saat
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda olusan nanopartikiiller manyetik dekantasyon
ile ayrilarak distile su ve etanol ile yikama islemi yapildi. Yikanan nanopartikiiller
60°C sicakliktaki etiivde gece boyu kurutularak MNP kristalleri elde edildi (Sanlier
ve ark. 2018). Kuruyan nanopartikiillerin FTIR yardimiyla dogrulandi.

3.2.6. Magnetit Miktar1 Optimizasyonu

Sentezlenen magnetitler 1,5; 3; 4,5; 6; 7,5 mg/mL olacak sekilde saf su da
disperse edildi. 50 mg BSA, 500 pL su iginde ¢oziilerek reaksiyon ortamlarina
alindi. Ardindan her bir reaksiyon ortamina 500 uL olacak sekilde 1,5-7,5 mg/mL
magnetit reaksiyon ortamina ilave edildi. Oda sicaklifinda sabit hizla (480 rpm)
karistirilirken peristaltik pompa yardimiyla sabit hizda damla damla 4 ml etanol



ilave edildi. Ardinan 100 ul 20 mM genipin eklendi ve 18 saat reaksiyona birakildi.
Stire sonunda santrifiij islemleri yapilarak optimum magnetit konsantrasyonu
belirlendi.

3.2.7. ila¢ Miktar1 Optimizasyonu ve Karakterizasyon

Ilag miktarin1 tayin edebilmek igin dncelikle suda ¢oziinen pemetrexed ile
standart grafigi cizilerek 227 nm’de absorbans degerleri okundu. Ardindan, 100 mg
BSA, 250 uL saf su iginde ¢oziilerek reaksiyon ortamlarina alindi ve disperse edilen
magnetit 500 pL olacak sekilde reaksiyon ortamina ilave edildi. Ardindan 1,5; 3;
4,5; 5; 7,5 mg/mL 250 pL pemetrexed saf su icerisinde ¢oziilerek her bir reaksiyon
ortamina alindi. Oda sicakliginda sabit hizla karistirilirken peristaltik pompa
yardimiyla sabit hizda 4 ml etanol ilave edildi. Ardinan 100 pl 20 mM genipin
eklendi ve 18 saat reaksiyona birakildi. Siire sonunda santrifiij islemleri yapildi. Ust
fazlarda ve yikama sularinda ilag analizi yapildi. Optimum ila¢ konsantrasyonu
belirlendi. Hazirlanan son ilag tasiyici sistemin karaterizasyon ¢alismalari zeta
boyut ve potansiyel analizi, SEM goriintiileri, FTIR ile ger¢eklestirildi

3.2.8. ila¢ Sahm Cahsmalar

Salim yiizdelerini hesaplayabilmek icin onceikle pH=7,4 fosfat tamponu ve
pH=5,5 asetat tamponunda hazirlanan pemetrexed igin standart grafikleri ¢izildi. in vitro
salim calismalar1 37°C de ve MWCO degeri 12.000-14.000 olan diyaliz membrani
kullanilarak gergeklestirildi (Ak ve ark., 2018). Optimum kosullarda sentezlenen
pemetrexed yiiklii BSA nanopartikiiller ImL pH fizyolojik ortamin taklidi olan 7,4 PBS
(tuzlu fosfat tamponu) ve tiim6r mikrogevresinin taklidi olan pH 5,5 asetat tamponu
igerisinde ayr1 ayri ¢oziilerek membranlara yerlestirildi. Hazirlanan diyaliz membranlar: 10
mL PBS ve asetat bulunan ortama alinarak salim baglatildi. Sabit hacmi korumak i¢in taze
ortam her seferinde degistirildi ve 48 saat boyunca salim profili izlendi. Alinan
orneklerdeki ilag miktarlar1 spektrofotometrik olarak tayin edildi. 3 tekrarli olacak sekilde
salim profilleri tayin edildi.

3.2.9. in vitro Sitotoksisite Calismalar:

Tlag tastyici sistemin kanser tedavi potansiyelini incelemek amaciyla A549-
luc ve CRL-5807 hiicre hatlari lizerinde canlilik analizi yapilarak sistemin etkinligi
belirlendi. Hazirlanan sistem ve serbest pemetrexed igin 1Cso degerleri
hesaplanmistir. Canlilik testi i¢in mitokondriyal enzim aktivitesine bagli dl¢lime
imkan saglayan MTT analizi yardimiyla ger¢eklestirilmistir.

Hiicre Hatlar

A549-luc hiicre hatt1 % 10 fotal sigir serumu (FBS) ve 100 units/ml penisilin
-100 pg/ml streptomycin ve 2 mM L-glutamine iceren DMEM ortami igerisinde
cogaltildi. Hiicreler % 5 COz igeren ve 37°C sicaklik kosullarinda idame ettirildi.
Hiicreler flaski %95-98 oraninda kapladiginda pasajlandi.
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CRL-5807 hiicre hatt1 ise % 10 FBS ve 100 units/ml penisilin -100 pg/ml
streptomycin ve 2 mM L-glutamine iceren RPMI ortami igerisinde biiyiitiildii.

Hiicrelerin biiyiimesi amaciyla % 5 CO2 ve 37°C sicaklik kosullar1 saglandi (Sanlier
et al 2018).

Hiicrelerin Canhihiginin Kontrol Edilmesi

Kiiltiire edilen hiicrelerin canliliklarii ve sayilarimi takip etmek amaciyla,
Tripan mavisi boyasi testi kullanildi. Buna gore, 50 pl siispanse hiicrelere 50 pl
boya karnstirilarak, 151tk mikroskobu altinda hiicrelerin canlilifi ve sayisi
“Neubauer” lam kullanilarak degerlendirildi. Bu amagla, ‘“Neubauer” lamda
bulunan 4x4’ liik karelerden olusmus 4 alan sayildi. Tripan mavisi boyasi testi
geregince boyayi ic¢ine alip mavi renkte goriinen hiicreler 6lii, boyay1 igine
almayanlar ise canli olarak degerlendirildi. Canli hiicre toplaminin ortalamasi
alinarak 20.000 ile ¢arpilmasiyla, ml basina diisen canli hiicre sayis1 saptandi. Ayni
islem o6lii hiicreler icin de gergeklestirildiginde, ml basina diisen 6l hiicre sayisi
belirlendi. Hiicre canlilig1 ise, toplam hiicre sayisinin canli hiicrelere % olarak
oranlanmastyla belirlendi.

Sitotoksisiste Calismalari

Hiicreler, 96-kuyucuklu platelerde baslangi¢ yogunlugu 5x10° hiicre/100 pL
olacak sekilde ayarlanarak ve serbest pemetrexed ve Pemetrexed yiiklii BSA-NP
eklenmesinden once 24 saat adhere olmasi i¢in inkiibe edildi. Doz araliklar1 her iki
ornek iin de 100-1,563 pg/mL olacak sekildedir. Hiicrelere uygun doz araliginda
ilag gruplarmin uygulamasimin ardindan gegen 24., 48. ve 72. saat
inkiibasyonlarindan sonra ilag iceren ortamlar kuyucuklardan uzaklastirilarak
yerine 90 uL FBS i¢cermeyen taze ortam eklendi. 10 pL MTT (5mg/mL steril PBS-
7,4 icerisinde) ¢ozeltisi eklenerek 4 saat 37°C’de inkiibe edildi. Siire sonunda MTT
iceren {ist faz atilarak olusan formazan kristalleri 100 pL DMSO ile ¢oziildii ve 15
dakika beklendi. Kantitatif 6lgtim, siire sonunda bir mikroplaka okuyucusunda
(Polarstar Omega) 540 nm dalga boyunda Olgiilerek kolorimetrik olarak
degerlendirildi. Ilag gruplarinm hiicreler {izerindeki ICso degerleri saptanarak
sonuglar karsilastirildi (Ak ve arkadaslari, 2018).
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4 BULGULAR

4.1. Bradford Standart Grafiginin Cizilmesi

Deney boyunca tiim protein analizlerinde kullanilacak standart grafik asagida
verilmistir:

0.35

y = 1.5872x
0.25 R?=0.9844

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.1. Bradford standart grafigi

4.2. BSA Optimizasyonu

Tablo 4.1. BSA Optimizasyonu Protein Baglanma Yiizdeleri

Konsantrasyon (mg/mL)  Baglanma Yiizdesi
100 96,92+0,004

75 96,424+0,002

50 88,964+0,003

25 80,893+0,001

10 61,386+0,002

Tablo 4.1°de protein baglanma yiizdeleri arasinda farklanma goriilmektedir.
Tabloya gore artan BSA konsantrasyonu ile birlikte baplanma yiizdeleri de
artmaktadir. Buna ek olarak, nanopartikiillerin hidrodinamik boyutlar1 artan BSA
konsantrasyonu ile birlikte artmaktadir.



Size Distribution by Intensity
e

= T A :

g o454 l—deo ...................

(5] -

5 :

a : : : :

= QO e rrrrrrrraeae Y LSRR R EETR PRI
= :

@ :

@«

[ SEETEETEPRTR TN R L LR o SR LT LSRR R
0 ' ; :
0.1 1 10 1000 10000

Size (d.nm)
Size Distribution by Intensity

D T

= 1 B :

g L I N D e e R I I A e i e

2

D

o : .

= QO vr e R L TR RTRET

= | .

= .

@

R L R T LR SRR RN SRR PR PRTERS
0 : ; ;
0.1 1 10 1000 10000

Size (d.nm)
Size Distribution by Intensity
157

. Cc :

T :

o - -

[Tl R R R e T e P

5 X

a :

= .

7 : : :

R PR T T R TP ETEL CRTR TS PRI RTRRRRRRPRR

€ :

0 i i i
0.1 1 10 1000 10000

Size (d.nm)

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.2. BSA Optimizasyonuna ait Zeta Boyut Olgiimleri A) 25 mg/mL BSA konsantrasyonuna

ait B) 50 mg/mL BSA konsantrasyonuna ait C) 75 mg/mL BSA konsantrasyonuna ait D) 100 mg/mL
BSA konsantrasyonuna ait



39

PDI indeksi nanopartikiillerin ¢o6zelti igeriisnde homojen dagilimini
gostermektedir. Artan BSA konsantrasyonu ile birlikte PDI indeksi artmakta,
hmojen dagilim azalmaktadir. Artan konsatrasyon ile birlikte artan boyut ve
hidrodinamik ¢ap nanopartikiil olusumunu olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle
optimum BSA konsantrasyonu 25 mg/mL olarak kabul edilmistir.

Tablo 4.2. Artan BSA Konsantrasyonu ile Hazirlanan Nanopartikiillere ait Hidrodinamik Boyut ve
Poli Dispersite Indeksi Sonuglari

BSA Konsantrasyonu (mg/mL) Hidrodinamik Boyut (nm)  PDI
25 115,4+32,93 0,047
50 165+52,42 0,097
75 208+79,14 0,113
100 217+109,8 0,182

4.3.Genipin Optimizasyonu

Tablo 4.3. Genipin Konsantrasyonu optimizasyonu i¢in % BSA baglanma verimleri

Genipin Konsantrasyonu mM % Protein Baglanma
10 24.79
20 76.83
50 61.36
100 44.37

Protein baglanma yiizdelerinin hesaplanmasinin ardindan kurutulan
nanopartikiillerin SEM ile goriintiileri ¢ekilmistir. Sekil 4.3 A’da gortildiigl gibi
nanopartikiil yapisi olusmamistir. Sekil 4.3 B, C ve D’de goriildiigii gibi yuvarlaga
yakin nanopartikiil formlar1 olugsmus ve boyutlar1 150-250 nm araliginda degisim
gostermektedir. Ancak artan ¢apraz baglayici miktari ile birlikte yapinin daha rijit
oldugu ve ila¢ baglamaya vb. uygulamalara uygun olmadigi goézlemistir. Bu
nedenle optimum genipin konsantrasyonu 20 mM olarak kabul edilmistir. Kalan
tim denemeler secilen bu optimum konstantrasyona uygun olarak
gergeklestirilmistir.
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6500x 12.1mm ETD SE
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Sekil 4.3. A) 10 mM Konsantrasyona sahip Genipin eklenmis BSA-NP, B) 20 mM Konsantrasyona
sahip Genipin eklenmigs BSA-NP, C) 50 mM Konsantrasyona sahip Genipin eklenmis BSA-NP, D)
100 mM Konsantrasyona sahip Genipin eklenmis BSA-NP

Tablo 4.4. Artan Genipin Konsntrasyonu ile degisen Zeta Boyut ve Potansiyel Sonuglari

Genipin Konsantrasyonu Hidrodinamik Boyut PDI
(mM) (nm)
20 147.4 0,014
50 156,1 0,044

100 152,8 0,088
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Size (d.nm)

Sekil 4.4. Zeta Boyut Sonuglar1 A) 20 mM Konsantrasyona sahip Genipin eklenmis BSA-NP, B) 50
mM Konsantrasyona sahip Genipin eklenmis BSA-NP, C) 100 mM Konsantrasyona sahip Genipin

eklenmig BSA-NP.

4.4. Siire Optimizasyonu
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Tablo 4.5. Siire optimizasyonu i¢in % BSA baglanma verimleri

Siire (saat)
15
18
24
36

% Protein Baglanma
79.222
81.223
69.255
62.094

Tablo 4.5’te goriildiigh gibi en yiiksek protein baglanma orani 18. saatte
goriilmiistiir. Bununla birlikte, SEM goriintiileri incelendiginde 15. saat sonrast
olusan partikiillerin boyutunun 65-100 nm araliginda oldugu ve aralarinda anlaml
bir farklanmanin olmadig1 gézlenmistir. Bu nedenle protein baglama miktar1 en
yiikksek olan 18. saat optimum olarak kabul edilip diger tiim denemelerde

kullanilmistir.

g

HV 5po g o|wo det mode
1.00kV 100 65000x |9.2mm ETD SE

Sekil 4.5 SEM gorintiileri A) 15 saat B) 18 saat C) 24 saat D) 36 saat
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4.5. Magnetit sentezi

FTIR spektrumuna gore, 550-600 cm™'de gdzlenen ve keskin tepe noktasi,
Fe-O ic¢in karakteristiktir.
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Sekil 4.6. Magnetite ait FTIR

4.6. Magnetit Miktar1 Optimizasyonu

Sekil 4.7. Artan Konsantrasyonda Magnetit iceren BSA-NP'ler

Tablo 4.7°dE goriildiigii gibi artan konsantrasyonlarda magnetit bulunan
nanopartikiillerde protein baglanma miktarinda anlamli bir farklanma
gozlenmemistir.



Tablo 4.6. Magnetit Konsantrasyonu i¢in % BSA baglanma verimleri

Magnetit Konsantrasyonu (mg/mL) % Protein Baglanma

1.5 92.285
3 89.279
4.5 94.711
6 93.004
7.5 94.837

Sekil 4.8 A, B ve C’de goriildiigii gibi BSA-NP’lerde artan magnetit miktari
ile birlikte boyutun arttigr ve yapmin yuvarlaktan ¢ikip elipse dogru kaydigi
gozlenmistir. Ancak sekil 4.7 D ve E’de goriildiigli gibi artan magnetit
konsantrasyonu ile birlikte yap1 kii¢iik ve yuvarlak bir goriinlise kavusmustur. Buna
ek olarak en yiiksek protein baglama verimi de yine 7,5 mg/mL magnetit iceren
BSA-NP’dedir. Tiim bu nedenlerle optimum olarak 7,5 mg/mL se¢ilmistir.

WD det ) de

HY spot case mag O  — T U— | HY spot | usecase | mag 1 |V t — 11}
10.00 kv |10.0 Standard 80000x  9.2mm ETD EGE-MATAL 10.00kV | 10.0 | Standard | 35000x | 9.4 mm | ETD EGE-MATAL

HY spot
10.00kV | 100
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| HV spot |usecase |mag o |WD det ——2um——
10.00kV 10.0 Standard 65000x 9.2mm ETD EGE-MATAL

Sekil 4.8. A) 1,5 mg/mL konsantrasyonda Magnetit iceren BSA-NP B) 3 mg/mL konsantrasyonda
Magnetit igeren BSA-NP, C) 4,5 mg/mL konsantrasyonda Magnetit iceren BSA-NP, D) 6 mg/mL
konsantrasyonda Magnetit igeren BSA-NP E) 7,5 mg/mL konsantrasyonda Magnetit iceren BSA-
NP

4.7. Tla¢c Miktar1 Optimizasyonu ve Karakterizasyon

oy | —

n
b
n

Sekil 4.9. Artan Konsantrasyonda Magnetit Miktarinin Goriintiisii

Sekil 4.9’da goriildiigi gibi 6 mg/mL ve 7,5 mg/mL konsantrasyona sahip
Pem c¢ozeltisi iceren BSA-Magnetit ¢cozeltisi lizerine etanol damlatilir damlatilmaz
magnetit ile ilag selat yaptig1 gozlendi. BSA-NP’lere ilag ylikleme verimini
hesaplayabilmek i¢in dncelikle pemetexedin standart grafigi ¢izildi.
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Sekil 4.10. Pemetrexed Standart Grafigi (Suda)

llag baglama verimleri ve baglanan ilag miktarlar1 asagidaki tabloda
Ozetlenmistir:

Tablo 4.7. flag Konsantrasyonu i¢in % BSA baglanma verimleri

Baslangi¢c Konsantrasyonu Baglanan Ila¢c Miktar % Ila¢ Baglanma

(mg/ml) (mg)
15 0,256 29,834
3 0,964 61.782
4.5 3.194 84.850

Sekil 4.11°de goruldigi gibi SEM goriintiileri her artan ila¢ miktart ile
birlikte nanopartikiil boyutunun kiigiildiigiinii gdstermistir. Ilag baglama verimleri
ve SEM goriintiilerinden yol ¢ikilarak 4,5 mg/mL konsantrasyona sahip ilag iceren
BSA-NP’lerin optimum olduguna karar verilmistir. Bu asamamdan sonra Pem
yiikli BSA-NP’lerin (P-BSA-NP) karakterizasyonu yapilmistir.
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el 4 .
Hy spi ase \mag O WD det | | = se ) o
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5.00 kv | 7.0 Standard 50000x 8.2mm ETD C | 35000x 8.3mm ETD EGE-MATAL

HV spot |usecase |mag O WD L e — V| —
EGE

5.00kV 9.0 |Standard 50000x 8.2 mm ETD

Sekil 4.11. A)1,5 mg/mL konsantrasyona sahip Pem igeren BSA-NP, B) 3 mg/mL konsantrasyona
sahip Pem igeren BSA-NP, C) 4,5 mg/mL konsantrasyona sahip Pem igeren BSA-NP

Sekil 4.12, 4.13°de ve Tablo 4.8’de BSA-NP ve P-BSA-NP’lerin Zeta boyut
Olctimleri gosterilmistir. Buna sulu formda 6lgililen zeta sonuglart ve kuru formda
cekilen SEM goriintiileri arasinda kiiciik farklanmalar bulunmaktadir. Bu durum
zeta ile boyut Olglimii sirasinda partikiillerin iizerinde olusan hidrat zarfindan
kaynaklanmaktadir. Sonuglarimiz literatiir verileri ve birbirleri ile uyumludur.
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Sekil 4.12. Optimum Kosullarda Hazirlanan A) BSA-NP zeta boyut, B) Pem yiiklii BSA-NP zeta
boyut
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Sekil 4.13. Optimum Kosullarda Hazirlanan A) BSA-NP zeta Potansiyel, B) Pem yiiklii BSA-NP
zeta Potansiyel.
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Tablo 4.8’de goriildiigii gibi nanopartikiillerin yiizeyi negatif yiike sahiptir.
Bu durum hedeflendirme agisindan biiyiik bir avantajdir. Buna ek olarak ilag yiikli

olmayan nanopartikiiller ile ila¢ yliklii nanopartikiiller arasinda yiik olarak anlamli
bir farklanmanin olmadig1 goriilmiistiir.

Tablo 4.8. Zeta Boyut ve Zeta Potansiyel Sonuglar

Hidrodinamik Boyut PDI Zeta Potansiyel

BSA-NP 279+72,40 0,419 -19,6+6,64

Pem yiiklii BSA- 191,6+41,57 0,340 -19,2+4,37
NP

Sekil 4.14°de nanopartikiil yapisinin dogrulanmasi i¢in; BSA, Pem ve P-
BSA-NP’e ait FTIR goriintiisii bulunmaktadir.
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Sekil 4.14. BSA, Pemetrexed ve Pem Yiiklii BSA-NP ait FTIR Spektrumu



4.8. ila¢c Salim Cahsmalar:

0.6 -

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.15. pH=5.5 Asetat Tamponu Pemetrexed Standart Grafigi

Asetat tamponunda hazirlanan ilaca ait standart grafiginden yola ¢ikilarak
salima ait grafikler ¢izilmis ve serbest ilacin 6 saate yaklagik % 85’ini salindigi
gbzlenmgtir. Buna ek olarak sentezlenen nanopartikiiliin ise 46 saatte yaklasik % 4
salim yaptig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.16. pH=5.5 Asetat Tamponu serbest Pem ilacina ait Salim Grafigi



o1

w
w s

N
n

Kiimlatif Salim (%)
=
(8, N

[y

o
n

o

0 10 20 30 40 50
Zaman (Saat)

Sekil 4.17. pH=5.5 Asetat Tamponu Pem yiiklii BSA-NP'lere ait Ila¢ Salim Grafigi

Fosfat tamponu ile ila¢ salim ¢alismalar1 yapilmadan 6nce, pemetrexed igin
standart grafigi ¢izildi.
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Sekil 4.18. pH=7.4 Fosfat Tamponu Pemetrexed Standat Grafigi

Fosfat tamponunda hazirlanan ilaca ait standart grafiginden yola ¢ikilarak
salima ait grafikler ¢izilmis ve serbest ilacin 5 saate tamamen salindigi



gozlenmistir. Buna ek olarak sentezlenen nanopartikiiliin ise 46 saatte yaklasik %
2 salim yaptig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.19. pH=7,4 Fosfat Tamponu Serbest Pem Salim Grafigi
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Sekil 4.20. pH=7.4 Fosfat Tamponu Pem yiiklii BSA-NP'lere ait Tlag Salimi
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4.9. in vitro Sitotoksisite Calismalari

Hazirlanan pemetrexed yiiklii manyetik BSA nanopartikiiller iki farkli hiicre

hattina uygulanmis ve doz bagimli sitotoksisite sonuglari ile elde edilen grafikler
asagida verilmistir:
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Sekil 4.21. A549 hiicre hattina ait doz bagimli sitotoksisite (48 saat )
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Sekil 4.22. CRL 5807 hiicre hattina ait doz bagimli sitotoksisite (48 saat )
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Sekil 4.23. A549 hiicre hattina ait doz bagimli sitotoksisite (72 saat )
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Sekil 4.24. CRL 5807 hiicre hattina ait doz bagimli sitotoksisite (72 saat )

48 saat ve 72 saate ait ICso degerleri hesaplanmis ve asagidaki
tabloda 6zetlenmistir:
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Tablo 4.9. A549 ve CRL 5807 hiicre hattina ait ICso Degerleri (ng/mL)

48 Saat 72 Saat
A549
Serbest Pemetreksed 88.08 18.79
P-BSA-NP 210.6 69.49
CRL 5807
Serbest Pemetreksed 228.1 21.5

P-BSA-NP 127.6 51.14
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5.TARTISMA

Farmasotik acidan ilacin hedef dokuya taginmasi ve bu bolgede etki etmesi
en biiylik sorun olmustur. Kanser tedavisinde de ilacin tiimorlii bolgeye gidene
kadar diger doku ve organlara zarar vermesinin sonucu olarak ortaya ¢ikan
istenmeyen etkiler en biiyiik sorundur. Ancak gelisen teknoloji ile birlikte kanser
tedavisinde hedeflendirilmis ilaglar gelistirilmeye baslanmistir. Bu calismada,
akciger kanseri tedavisinde kullanilmak iizere pemetrexed yiiklii manyetik BSA
nanopartikiiller gelistirildi. Burada amag, sentezlenen nanopartkiiliin i¢eriginde
bulunan manyetik nanopartikiiller ile (magnetit) manyetik alandan yararlanarak
akcigere ulagsmasi saglanan ilacin etkinliginin artmasi, sadece timorlii bolgeye etki
ederek diger doku ve organlara zarar vermemesi ve ayrica kontrollii olarak salim
yapmasidir. Bu nedene ilk olarak biyouyumlu, toksik olmayan BSA nanopartikiiller
sentezlendi.

BSA-NP’ler desolvasyon yontemi ile sentezlendi. Sentezde ilk olarak uygun
BSA miktar1 belirlendi. Farkli konsantrasyonda BSA igeren reaksiyon ortamlarinda
protein baglanma verimleri hesaplandi. Buradan yola c¢ikilarak 25mg/mL
konsantrasyon sahip BSA’nin nanopartikiil olusturmak i¢in en ideali oldugu tespit
edildi. Ak ve ark., (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, doksorubisin yiikli
manyetik BSA nanopartikiillerin boyutlar1 ve protein baglama miktarina bakilarak
25 mg/mL BSA konsantrasyonunun optimum oldugu belirtilmistir. Langer ve ark.
2003 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 25 ile 100 mg/mL aralifinda insan serum
albiimini (HSA) konsantrasyonlari ile caligma yapmuslar ve artan HSA miktar ile
polidispersite indeksinin (PDI) yiikseldigini ayrica, protein baglama mikarlarinda
anlamli bir fark olmadiginmi saptamislardir. PDI nanopartikiillerin biiyiikliigiiniin
dailimini ifade eder ve partikiilin homojen dagilimi i¢in beklenen PDI 0,5’in
altinda olmalidir. Bu nedenle partikiil boyutu 155 nm ile en diisiik olan 50 mg/mL
HSA optimum olarak secilmistir. Buna ek olarak etanol damlatma hizinin etkisini
de 6lgerek en uygun hizin dakikada 1 mL oldugunu da bulmuslardir. Yaptigimiz bu
calismada, benzer olarak 25 mg/ mL BSA konsantrasyonunun boyutunu 123 nm
olarak saptandi. Bununla birlikte polidispersite indeksi yine 0,047 olarak en diisiik
25mg/L BSA konsatrasyonunda tespit edilmistir. Buna ek olarak Sripriyalakshmi
ve arkadaglari (2014) tarafindan yapilan ¢alismada 50 mg/mL BSA konsantrasyonu
ile hazirlanan nanopartikiillerin boyutlart yine bizim ¢aligmamiza benzer olarak,
125 nm olarak tespit edilmistir.

Capraz baglayicilar ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesinde uzun zamandir
kullanilmaktadir. Glutaraldehit, formaldehit, etilen glikol gibi ¢apraz baglayicilar
diistiik konsantrasyonlarda bile hiicre biiyiimesini engelleyen, toksik bilesiklerdir.
Buna ek olarak bu tip ¢apraz baglayicilar ile ¢calisirken diisiik pH, yliksek sicaklik
ve metanol konsantrasyonu gereklidir. Bu durum sentezlenen ilag tastyici agisindan
da dezevantaj yaratmaktadir. Bu durumun iistesinden gelmek amaciyla genipin gibi
dogal capraz baglayici maddelere ihtiyag duyulmus ve ilag tasima sistemlerinde
kullanilmistir. Genipin dogal olarak elde edilmesinin yani sira biyolojik dokularda
ve biyopolimerlerde kovalent baglanma ile miikemmel ¢apraz baglanma kabiliyeti



oldugu i¢inde ilag tasima sistemlerinde siklikla kullanilir (Manickam ve ark., 2014).
Bu nedenle, bu ¢alismada siklikla kullanilan glutaraldehit yerine genipin capraz
baglayici olarak kullanildi. Calismanin ikinci adiminda dogal bir ¢apraz baglayici
olan genipin konsantrasyonunu optimize edildi. Ilk olarak Shahgholian ve ark.
(2017) tarafindan yapilan ¢alismaya benzer olarak olusturulan deneme sonucunda
SEM goriintlilerinde nano yapinin olusmadigi gézlemlendi. Bu nedenle Butler ve
ark. (2003) tarafindan yapilan ¢alismaya benzer olarak kurulan denemede 10 mM
genipin ile hazirlanmig reaksiyonda nano yapini olusmadigi ve 20 mM genipin
konsantrasyonu sonrasi artan konsantrasyonlarda protein baglanma veriminin
diistiigii ancak bu konsantrasyonlarda nanopartikiil boyutunun ise neredeyse ayni
oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle 20 mM optimum olarak kabul edilmistir.

Uciincii adim olarak yapilan siire optimizasyonu denemesinde, nanopartikiil
olusmasi igin gerekli en uygun siire belirlendi. Protein baglama oranlar1 ve SEM
goriintiileri kiyaslandi. En yiiksek protein baglama oraninin 18 saat reaksiyonda
oldugu buna ek olrak 18 saat ve sonrasinda olusan partikiillerin boyutunun 65-100
nm araliginda oldugu ve aralarinda anlamli bir farklanmanin olmadig1 gézlenmistir.
15 saat reaksiyon sonunda ise nano yapi olusmadigi gozlenmistir. Bu durumda 15
saatin yap1 olusumu i¢in yeterli olmadigi ve 18 saatin ise optimum kosullarda
nanopartikiil sentezlemeye elverisli oldugu gézlenmistir.

Magnetit, biyouyumlu ve FDA onayl bir yapidir. Klinik olarak Endorem ™,
Feridex® ve Resovist® gibi ticari formlara sahip bir MRI kontrast maddesidir. Bu
nedenle ilag tastyici sistemlerde kullanilmas tercih edilir (Zhao ve ark. 2009). Ilag
hedefleme bu yapinin manyetik alanda haraket etmesine dayanir. Gii¢lii miknatislar
ile hedef bolgeye ulastirilabilirler. Bu ¢aligmada manyetik nanopartikiill sentezi
kopresipitasyon ~ yontemi ile  gerceklestirildi.  Sentezlenen = manyetik
nanopartikiillerin kimyasal yapisinin dogrulanmasi1 amaciyla amaciyla FTIR
analizleri gerceklestirildi. 550-600 cm™ araliginda gozlenen siddetli pik Fe-O
bagina ait olup magnetit yapist ile karakterizedir. Sanlier ve ark. (2018) tarafindan
yapilan ¢aligmada yine ayn1 yontem ile manyetik nanopartikiiller sentezlenmis ve
567 cm?t deki siddetli pikin magnetik nanopartikiil yapisina ait oldugu
gosterilmistir.

Bir diger adim olarak magnetit optimizasyonu ¢alismalar1 gerceklestirildi.
Artan magnetit konsantrasyonu ile protein baglanma yiizdelerinde bir farklanma
goriilmezken SEM goriintiiler1 1,5 ve 3 mg/mL manyetik nanopartikiil
konsantrasyonuna sahip nanopartikiillerde yapinin tam olarak olusmadig1 kiiresele
yakin sekillerin olmadig1 gozlendi. Ayrica artan magnetit konsantrasyonu ile
birlikte boyutun kii¢iildiigli gozlendi. Bu nedenle yaklasik 132 nm yuvarlak
nanopartikiiller olusturan, 7,5 mg/mL konsantrsyonda manyetik nanopartikiil
iceren BSA-NP lerin optimum olarak saptandi.
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Pemetrexed, folat metabolizmas1 ve piirin ve pirimidin sentezinde rol alan
ticten fazla enzimi inhibe eden yeni, ¢ok hedefli bir antifolattir. Bu ajan, ¢esitli
tiimorlerde faz II denemelerinde kullanilan genis bir antitiimor aktivitesine sahiptir.
Lokal ilerlemis veya metastatik kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri tedavisinde
siklikla kullanilir. Ancak uygulama sonrasi gelisen bir¢ok hayati tehdit edici yan
etkisi bulunmaktadir. Bu nedenle ilag tasiyici sistemde akciger kanser tedavisi igin
Pem tercih edilmistir. Calismanin son optimizasyonu olan ila¢ konsantrasyonu
belirlenmesi, SEM ve ila¢ baglama oranlar1 yardimiyla gerceklestirilmistir. Artan
ilag konsatrasyonu ile birlikte ila¢ baglama verimi de artmistir. 6 mg/mL ve 7,5
konsatrasyona sahip ilagla ise manyetik nanopartikiiller ile selat olusturup ¢okmiis
ve reaksiyona girmeden kalmigtir. Buna ek olarak ¢ekilen SEM goriintiilerine gore
yuvarlak 1,5mg/mL ila¢ igeren nanopartikiillerin boyutlarinin 300 nm civarinda
oldugu ve sekil, 3 mg/mL ila¢ i¢eren nanopartikiillerin boyutlarinin 200 nm’den
biiylik oldugu ve 4,5 mg/mL ilag iceren nanopartikiillerin boyutlarin ise 130-160
nm araliginda oldugu gozlenmistir. Yapilan calismalar, kanser tedavisi igin
gelistirilen nanopartikiiller i¢in ideal boyut gereksinimleri 70 ila 200 nm arasinda
oldugunu gostermistir (Ak G., 2014). Bu nedenle 4,5mg/mL konsatrasyon optimum
olarak se¢ildi. Ak ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, yapiya Doxorubicin ilact
yiiklenmis ve hidrodinamik boyutlar1 129+14.80 nm, PDI ise 0,162+0,010 olarak
bulunmustur. Ayrica ilag yiikleme verimleri de yaklagik % 65 olarak tespit
edilmistir. Bizim ¢alismamizda da hidrodinamik boyut 190 nm ve PDI 0,340 olarak
saptandi.

Karakterizasyon calismalari, FTIR spektrumu, SEM goriintiileri, zeta boyut
ve hidrodinamik cap Ol¢limleri ile gerceklestirildi. Son formiilasyonun FTIR
spektrumuna gore, 600 cm™ de goriilen keskin pik magnetit yapisinda bulunan Fe-
O bagmin neden oldugu gozlendi. Buna ek olarak 1100-1200 cm™ araliginda
goriilen giiglii C-O pikleri BSA yapisinda bulunan amino asitlerin yapilar ile
karakterizedir. Nanopartikiil yapisinda 1530 cm™®’de goriilen keskin pik ilag
yapisinda bulunan N-O bagina ait oldugu goriildii ve boylece ilacin yapiya katildigi
gosterildi. 1640 nm’de goriilen pik ise C=N streching bagina ait olup protein
yapidan kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte nano yapida 2350 cm™ de gériilen
C=0=C streching piki hem pemetreksed hem de protein yapida oldugu i¢in pikin
siddetinin arttig1 gozlendi. Ek olarak, 3270 cm™’de bulunan OH streching piki
alkol yapisinda bulunan OH bazlidir. SEM goriintiileri yardimi ile yapinin yuvarlak
ve boyutlarmin 130-150 cm™ oldugu tespit edildi. flag yiiklii BSA nanopartikiillerin
yuvar oldugu Ak G. ve ark. yaptiklar1 calismada SEM yardimiyla, Xie L. ve ark.
(2012) ve Li ve ark. (2008) yaptiklari calismalarda ise TEM yardimiyla
gosterilmistir. {lag yiiklii BSA nanopartikiiliin hidrodinamik ¢ap1 da benzer olarak
190 nm olark bulunmustur. SEM goriintiileri ve hidrodinamik boyut boyut
Ol¢timleri arasinda gozlenen fark hidrodinamik ¢ap odlciiliirken nanopartikiiliin sulu
formda olmasindan kaynaklanmaktadir. Yapilan zeta potaniyel verileri
nanopartikiil yapisinin -19.4 mV oldugunu gostermistir. Bu durum nanopatikiillerin
hiicre ig¢ine alinmasi agisindan biiyiik bir avantajdir. Li ve ark. tarafindan (2008)
yapilan bir calismada sodyum ferulat hapsedilen BSA nanopartikiiller suda
¢ozlilmiis ve zeta potansiyelleri 6lgiilmiis ve -25 mV olarak bulunmustur. Xie L. ve



ark. tarafindan yapilan bir diger ¢alismada (2012) BSA nanopartikiillerin yiizeyi
PEG gibi farkli fonksiyonel gruplarla kaplanmis ve zetapotansiyel Ol¢limii
gergeklestirilmistir.  Yiizey modifikasyonuna bagli olarak nanopartikiillerin

PR

yiiklerinin -36 ile -44 mV degistigi goriilmiistiir.

Salim ¢alismalar1 fizyolojik pH taklidi yapan pH=7,4 fosfat tamponunda ve
timor mikrogevresi taklidi yapan pH 5,5 asetat tamponunda gergeklestirilmistir.
Her iki tamponda da serbest ila¢ ¢ok hizli salinmis ancak ilag yiiklii nanopartikiiller
de salim ¢ok yavas gerceklesmistir. Ak G. ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptiklari
caligmada manyetik nanopartikiil igeren BSA nanopartikiillere Doksorubisin (Dox)
ilact yiiklemigler ve pH 5,6 ve 7,4’de ilag salim profiliini incelemislerdir.
Nanopartikiillerden Dox’un 50 saat sonunda % 16-18’inin salindig1 gozlenmistir.
Bu ¢aligmada ise pH 5,5 asetat tamponunda BSA nanopartikiillerden Pem’in 48 saat
sonunda yaklasik % 3.5 salindig1 pH 7.4 fosfat tamponunda ise 48 saat sonunda
ancak %1,6 salindign gosterildi. Ilacin fizyolojik pH da ¢ok yavas salinmasi
hedefleme stratejisi agisindan ¢ok 6nemli bir avantajdir.

Sitotoksisiste denemeleri, serbest pemetreksed ve pemetrekset yiiklii
manyetik BSA nanopartikiiller hiicre biiylime ortamlarinda dagitilarak hiicrelere
uygulandi. A549 ve CRL 5807 hiicrelerinin ilag gruplari ile 24, 48 ve 72. saatlik
inkiibasyonundaki canliliklart MTT analizleri ile belirlendi. Besi ortaminda inkiibe
edilen kontrol grubu hiicrelerinde saptanan canlilik miktar1 %100 kabul edilerek
ilag 6rnekleri uygulanan hiicrelerde canlilik hesaplamalart yapildi. Hiicre canlilik
grafikleri excel programi ile c¢izildi. Ilaglarin log(konsantrasyon)una karsi
hiicrelerin canlilik yiizdeleri ise Prism 8.0 programui ile hesaplandi. 24 saat i¢in
anlamli bir sonu¢ alinmadi. Tiim ila¢ gruplarinin artan ila¢ konsantrasyonu ile daha
fazla sitotoksisite olustugu tespit edildi. Zeybek ve arkadaslari tarafindan 2014
yilinda yapilan calismada manyetik BSA nanopartikiillere DOX yiiklenmis ve
A549 hiicre hattina uygulanmis ve MTT analizleri gerceklestirilmistir. Deneme
sonunda, DOX yiiklii BSA nanopartikiillerin IC50 degeri 1.68 pM olarak
bulunmustur. Ilag igeren nanopartikiillerin canlilik {izerindeki etkisine bakildiginda
ilaglarin nanopartikiillerden yavas salinmasi nedeniyle nanopartikiillerin toksik
etkisi serbest ilaglara gore daha yiiksek dozda gézlemlenmistir. Calismada 2 farkl
hiicre hatt1 birbiri ile kiyaslanmis ve CRL 5807 hiicre hattinda nanopartikiiliin
toksik etkisinin daha fazla oldugu gézlendi. A549 hiicre hattinda 48 saatte manyetik
nanopartikiillerin serbest ilaca kiyasla yaklagik 4 kat etkili oldugu (186 uM serbest;
447 uM ilag yiikli nanopartikiil) saptand1 Buna ek olarak yine 48 saatte CRL 5807
hiicre hattinda da benzer bir sonug elde edilerek yaklasik 2 kat etki elde edildigi
bulundu. Bu durum sentezlenen nanopatikiiliin etkinligini gosterdi. Ayrica CRL
5807 hiicre hattinda daha diisiik dozda sitotoksisitenin yiiksek oldugu gézlendi.



A549

Serbest Pemetreksed
P-BSA-NP

CRL 5807

Serbest Pemetreksed
P-BSA-NP

61

48 Saat

186 pM
44.7 uM

48.3 uM
27.07 M

72 Saat

3.98 uM
14.7 pM

4.58 uM
10.85 pM
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5.SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, giiniimiizde 6liim nedenlerinin basinda yer alan kanser
tedavisine yeni bir yaklagim ile ilag tasiyici sistem gelistirilmistir. Ozellikle akciger
kanseri erkeklerde onde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Pemetreksed yiikli
manyetik hedefli gelistirilen BSA sistemi kiiglik hiicreli dis1 akciger kanser
tedavisinde Onemli bir rol oynayacag disliniilmektedir. Calismayr diger
nanopartikiillerden ayiran en biiyiik yenilik toksik olan glutaraldehit yerine dogal
bir capraz baglaici olan genipinin kullanilmasidir.

BSA nanopartikiiller desolvasyon yontemi ile sentezlendi, gereken tiim
optimizasyonlar yapildi ve tiim karakterizasyon c¢aligmalar1 gerceklestirildi. SEM
goriintiileri yapmin kiiresel oldugunu, zeta potansiyel sonuglar1 negatif yuklii
oldugunu ve bu sayede hedeflemeye uygun oldugunu gosterdi. Ayrica FTIR
sonuglari yapiy1 dogruladi. Buna ek olarak hidrodinamik boyut ise kanser tedavisi
icin ideal oldugunu gosterdi. Ardindan gerceklestirilen in vitro salim ve
sitotoksisite ¢aligmalar1 nanopartikiil sisteminin potansiyelini gosterdi.

In vivo sonuglarindan yola ¢ikilarak ¢alisma in vivo, ex vivo ¢alismalar igin
potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle, ilerleyen ¢alismalar igin
kullanilabilir.
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