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OZET

GLUKOZ KAPLI MANYETIK NANOPARTIKULLERIN

SENTEZLENEREK iLAC YUKLENMESI ve in vivo
CALISMALARI

CIHNIOGLU, Ozge Ash
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Senay SANLIER
Eyliil 2015, 47 Sayfa

Kanser tiim diinyada hizla artmakta ve 6liim nedenlerinin baslica sebepleri
arasinda yer almaktadir. Son istatistiksel bilgilere gore 2020 yilinda diinyadaki
kanser hastasi sayisinin 15 milyondan fazla olacagi hesaplanmigtir. Kanser
tirlerinin ¢ogu lokalizasyonuna ve evrelerine bagli olarak cerrahi miidahele,
radyoterapi ve/veya kemoterapi gibi uygulamalar kullanilarak tedavi
edilebilmektedir. Antrasiklin bir antibiyotik olan doxorubisin en genis kullanim
alanina sahip ve gerek tek bir ajan gerekse kombinasyonlu bi¢cimde intravendz
olarak hastaya uygulanan antikanser ilaglardan biridir. Basta over kanseri olmak
iizere, meme, akciger, tiroid kanseri, ve bazi tiir losemilerin tedavisinde
kullanilir. Doxorubisinin diizensiz kalp atislari, kalp yetmezligi gibi istenmeyen
birgok yan etkisi vardir. Yan etkilerinin hastanin yasam kalitesini diislirmesi
nedeniyle, hedef hiicreye gonderilebilecek doxorubusin tiirevinin hazirlanmasi
calisgmamizin temelini olusturmaktadir. Bu amagla, glukoz kapli manyetik
nanopartikiil sentezlendikten sonra hidrazon bagi ile doksorobusin baglanmaistir.
Glukoz kapli manyetik nanopartikiillerin her adimda FTIR ile karakterizasyonu
yapilmis ve boyut analizinde nanopartikiillerin 60 ile 40 nm arasinda olduklar
tespit edilmis, ilag yiikkleme veriminin ise % 47,4 oldugu belirlenmistir.
Hazirlanmis ve karakterize edilmis bu formiilasyon, saglikli sicanlara
uygulanarak biyodagilimlart ve disaridan uygulanan manyetik alan ile
yonlendirilebilir oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Over kanser, Nanopartikiil, Doksorubisin, Manyetik
Nanopartikiil
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ABSTRACT

SYNTHESIS of GLUCOSE COATED MAGNETIC
NANOPARTICLES, DRUG LOADING AND invivo STUDIES
CIHNIOGLU, Ozge Ash

MSc in Biochemistry Department

Supervisor: Prof. Dr. Senay SANLIER
September 2015, 47 Pages

The first reason of death is cancer which is increasing rapidly in the
World. According to last statistical informations, There will be more than 15
million cancer patients in 2020. Most cancer types can be treated by surgical
intervention, radiotherapy and chemotherapydepending on localization and
phase. Doxorubicin which is anthracycline antibiotic has wide uses area. It can
be implemented like a single agent or combination intavenously. It uses overian
cancer, breast cancer, thyroid cancer and some of leukemia treatment. It has got
a lot of side effects such as irregular heartbeat, hear failure. The aim of study to
prepare doxorubicin derivative and consign target area. For this reason, glucose
coated magnetic nanoparticle synthesized and doxorubicin loaded by hydrazone
bond. After that FTIR characterization is done at each step. Glucose coated
magnetic nanoparticles have 40 to 60 nm size and drug loading efficiency is 47,4
%.This formulation applied healty rats. The result of this study it is determined
that the formulation biodistribution. It can be direct via externally applied
magnetic field.

Key Words: Overian cancer, nanoparticle, doxorubicin, magnetic nanoparticle






Xi

TESEKKUR

Yiiksek Lisans egitimim boyunca bana yol gosteren, sayesinde pek ¢ok
pratik bilgi edindigm, her zaman ilimli ve egitici olan ¢ok degerli hocam
Prof.Dr. Senay SANLIER’e, ¢alismam boyunca yine her konuda destegini
benden esirgemeyen Sayin Aras. Gor. Giiliz AK’a, doktora 6grencisi Habibe
YILMAZ ve vyiiksek lisans 6grencisi Sayin Merve YASA’ ya lizerimde bliyiik
emek harcayan ve harcamakta olan, hayatim boyunca benim ig¢in higbir
fedakarliktan kagimmayan ve bu tezi yazabilecek noktaya gelme cesaretini
kendimde bulmami saglayan aileme ve degerli arkadaslarima tiim ictenligimle
tesekkiirler ederim.

Ogrenimim siiresince burs vererek projemizi, 113z165 no’ lu projeyle
maddi yonden destekleyen Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu’ na
(TUBITAK) ve Ege Universitesi Arastima Fonu tarafindan 14 FEN 018 no’lu
projeyle maddi yonden destekleyen Ege Universitesi Arastirma Sube
Miidiirliigii’ne tesekkiirlerimi sunarim.



xii



Xiii

ICINDEKILER

Sayfa
OZET oottt vii
ABSTRACT .. iX
TESEKKUR ..ottt et n sttt s s st s s nseeeeas Xi
(@ VA2 (€32 52538 0) 14 11\ T XVii
SIMGELER VE KISALTMALAR ........cccoiiiiiieieisiesesse s sssesans Xviii
L GIRIS oot 1
LI KANSET vt 1
1.2 OVEI KANSEIT ...vviiiiiiiic s 3
1.2.1 Over ( Yumurtalik ) kanserinin nedenleri .........ccocovvieieiinieneneeene e 5
1.2.2 Over kanserinin Delrtileri ..o 5
1.2.3 OVer Kanseri @VICIEI ... 6
1.2.4 Klasik tipta over kanseri tedavi yONtemMIETT........ccouereeiiriieiieiieeeesee e 6
1.3 DOKSOTUDISIN ...t 9
1.3.1 DOKSOrubisin’ in yan etKileri..........ccoueirireriierieneseeeeese e 10
I =T 0] (=1 (o] o] | PSSO PP 11
1.5 NaNOPArtIKGILET .....veviivieiiitieie st 12
1.6 ilag Tastyic1 Sistemler Olarak Nanopartikiilller...........co.verirererrirenrerssseessssensnns 14

1.7 Tlag Taginmasinda NanoteKnoloji.........ccuevevecuruerereriecceeieiesesesseesesesesesseesesesesenas 16



Xiv

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
1.8.1 Pasif hedeflendirme............ocoeiiiiiiiiii 19
1.8.2 AKtif hedeflendirme ..o 20
1.9 IVIS SpeKtrum CINAZI .......ccivveiiieiiiiiiiiiis et ste e see ettt snnesnaeene e 24
2.MATERYAL VE METOD ..ottt 26
2.1 MAEEIYAL ... e 26
2.2 IMBLOO ..o s 26
2.2.1 Glukoz kapli manyetik nanopartikiillerin SEntezi..........ccoovrvrrrererieenenieenineneenne 26
2.2.2 Glukoz kaplt manyetik nanopartikiillerin karboksimetilasyonu ................ccccuee.e. 27

2.2.3 Karboksimetillenmis glukoz kapli manyetik nanopartikiillerin hidrazinlenmesi.. 27

2.2.4 Hidrazinlenmis glukoz kapli manyetik nanopartikiillerine doksorubisin baglanmasi

........................................................................................................................................ 28
2.2.5 Doksorubisin bagli G-MNP’ lerin in Vivo galismalart........c..cccocvevervrevernsnereennn. 28
3. SONUCLAR VE YORUM .....ciiiiiiiiiiiiiiiiitie st 29
3.1 Glukoz Kapli Manyetik Nanopartikiillerin Sentezi............ccocevvereriienininnenesiennens 29
3.2. Glukoz Kapli Manyetik Nanopartikiillerin Karboksimetilasyonu ..............ccccueenue.. 32

3.3 Karboksimetillenmis Glukoz Kapli Manyetik Nanopartikiillerin Hidrazinlenmesi. 34

3.4. Hidrazinlenmis Glukoz Kapli Manyetik Nanopartikiillerine Doksorubisin

BaGlanmasi........voeeiriiieiee s 35
3.5 Doksorubisin bagli G-MNP”’ lerin in Vivo ¢alismalari...........cccccoeeereiereneiieieanennnns 36
4. GENEL DEGERLENDIRME ........cccosiiiiitiieeeeteeetee et en et 39

KaynaKIar DIZINi.........ouiii e 42



XV

SEKILLER DiZINI

Sekil Sayfa
1.1 Over kanserlerinin diinyadaki insidans oranlari...................cooiiiinn.. 4
1.2 Kanserli overin @OSteIIMI. ... ...vuuitieetittitt ettt eeeeae e e ae 5

1.3 DOXOTODUSIN 10 YAPIST. c.vuttententtettenteiit e et e e et eeeee et eaeeeeaaenenaene 9
1.4 Doksorubisin-DNA kompleKsi.........c.ooiiiiiiiiiiiiiiiceee 10

1.5 Nanoteknolojinin kullanim alanlart...................ooooiiiii 12

1.6 Nanokiire ve nanokapsiil seklindeki nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemlerin

sematik gOrinimil... ......ooiiiii e 13
1.7 Nanoteknoloji temelli bazi ilag tastyict sistemler ................coooiinen.. 17

1.8 Cesitli ligandlar takilarak aktif hedeflendirmede kullanilmak iizere
tasarlanmig nanopartikiiler ilag tagiyici sistem...............ccooeeviiiiiinininnn. 20

1.9 Manyetik nanopartikiil hazirlanmasi ve kullanim sekilleri.......................22

1.10 Folat-ilag konjugatinin reseptor aracili endositoz ile hiicre i¢ine girisi......23

1.11 Ivis Spekturum Cihazinin Bolimleri..............oooooiiiiiiiiiii e, 25
2.1 Glukoz kapli manyetik nanopartikiillerin sentezi................c.cooevviinnne.. 26
3.1 G-MNP lerin sentez reakSiyonu. .. .. .. .cceeiniiniitiiiine e 28
3.2 Glukoz” un FTIR analizi.........c..oooviiiiiiiii e 29
3.3 G-MNP FTIR analizi........c.ccouiiuiiiiniiiii i 29
3.4 G-MNP’lerin SEM gOrintlisil......oovvvvieniiiiiiiiiieieiieee e eeenaaan, 30
3.5 G-MNP’ lerin 2 saatlik karboksimetilasyonun FTIR analizi................... 32
3.6 G-MNP’ lerin 4 saatlik karboksimetilasyonun FTIR analizi.................... 32
3.7 G-MNP’ lerin 6 saatlik karboksimetilasyonun FTIR analizi................... 33
3.8 G-MNP’ lerin hidrazinlenmesinin FTIR analizi........................c.oo..e. 34

3.9 Degisen konsantrasyonlarda ilag ile yapilan reaksiyon sonucu baglanan ilag
MIKEATT VO YUZACSI. ...\ttt e erea e e 35



XVi

SEKILLER DiZINI (devam)

Sekil Sayfa
3.10 DOX bagli G-MNP tastyict sistemin manyetik hedefleme yapilarak IVIS
spectrum cihazinda in Vivo gorintilenmesi.............oovviveiiiiiiiiinniiininnnn, 37

3.11 Serbest DOX’ un IVIS spectrum cihazi kullanilarak si¢anda in vivo
goriintiilenmesi



XVii

CIZELGELER DiZiNI
Sekil Sayfa
1.1 Yillara ve cinsiyete gore toplam kanser insidanst...............c.cooviiiinnn 3
1.2 Yillara gore kadinlarda en sik goriilen 10 kanser tiiriiniin insidanst.............3

1.3. Tlaglarin hedeflendirilme nedenleri



xviii

SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler Aciklamalar

um Mikrometre

Nm Nanometre

mL Mililitre

g Gram

°C Derece santigrat

T Tesla

Y Gama

rpm Dakikadaki tur sayist

Ppm Milyonda bir madde miktari

M Molar

Kisaltmalar Aciklamalar

MRI Manyetik rezonans goriintiileme
ATP Adenozin trifosfat

SEM Taramal1 elektron mikroskopisi
TEM Gegirimli elektron mikroskopisi
AFM Atomik kuvvet mikroskopisi
GMNP Glukoz kapli manyetik nanopartikiil
EPR Artan gecirgenlik ve alikonma etkisi

Pl [zoelektrik nokta



Kisaltmalar (devam)

IR

FTIR

SIY
v
FeCls
NaOH
Na/K
N>
EDC

NHS

XiX

Aciklamalar (devam)

Kiz1l 6tesi

Fourier Doniisiimlii Kizilotesi ve Raman
Spektrometresi

Su/yag

Intravensz

Demir (I1T) kloriir

Sodyum hidroksit

Sodyum/potasyum

Azot

1-Etil-3-[3-dimetilaminopropil] karbodiimid

N-hidroksi-suksiniimid



1. GIRIS

Yapilan son diinya istatistiklerinde 2020 yilinda kanser hastalarinin
sayisinin on bes milyondan fazla olacagi belirtilmistir. Gilinlimiizde kanser
tedavisinde kullanilan en sik metotlar kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi
miidahale ile simirlidir. Kemoterapi uygulamasinda kullanilan kanser ilaci tiimor
dokusuna diisiik spesifite ile ulasir ve doza bagimli olarak toksik etki gdsterir.
Kemoterapide klasik ila¢ uygulamalari oral ve intravenozdiir. Tablet veya
kapsiillerin oral alimi metabolik yollar nedeniyle diizensiz farmakokinetikle
sonuglanir. Bu nedenle verilmesi gereken dozdan daha yiiksek miktarda
uygulamak gerekir, bu durum da toksisitenin artmasina neden olur. Intravendz
uygulanan ilaglarin da spesifikliginin diisiik olmasi1 ve saglikli dokulara zarar
vermesi nedeniyle problem yarattigi1 bilinmektedir. Kemoterapide karsilagilan bir
diger problem ise ila¢ diren¢ mekanizmasidir. Tek bir ilaca kars1 ortaya ¢ikan
diren¢ mekanizmasi sonrasinda hiicreler bu ilagla yapisal ve mekanik iligkili
olmayan diger ilaglara karsi c¢apraz direng gosterebilir. Son yillarda
nanoteknolojide artan gelismeler ile birlikte kanser tedavisine yonelik nano
boyutlu ilag tastyict sistemlerinin tasarimi oldukga hizlanmistir

Giintimiizde kullanilan kanser terapi ajanlarina goére nanoteknolojinin
karakteristik iistiinliikleri soyle siralanabilir;

* Nanoteknoloji, atom gruplarini insaa ederek cok kiiciik fonksiyonel
birimler tiretebilmektedir.

 Nanopartikiiller 100 nm’den daha kiiciik olabilirler ve DNA, proteinler
ya da virlislere benzer boyutlarda dagilim gosterirler.

Nanopartikiiller biyoteknoloji, nanoteknoloji ve bilgi teknolojileri
platformu iizerine insaa edilmislerdir.

1.1 Kanser

Kanser, bliylime kontrolii kaybedilmis hiicrelerin klonal c¢ogalmasidir.
Somatik kalitimsal rahatsizliklarin en sik rastlanilan ve en karmasik olanidir.
Kanser, hastalik belirtisi, terapisi ve tanisal yaklagimi birbirinden degisik olan
bir hastaliklar toplulugudur (Futreal PA. et al.,2001).

Genetik bilgideki degisim, bir hiicrenin normal fonksiyonlarini dogru
sekilde yiiriitememesine sebep olur. Kanser hiicrelerinin birincil karakteristigi
hizli bolinmeleri ve kanser hiicrelerinin birikimiyle sonuglanan timor



olusumudur. Tiimdr biyolojik davraniglarina gore iyi huylu timor ve kotii huylu
tiimor seklinde iki boliimde incelenirler:

Iyi Huylu Tiimérler

Bunlara benign tiimorler adi da verilir. Bedenin herhangi bir yerinde
olusabilirler. Genellikle ¢evrelerinde ince bir ¢eper bulundururlar. Ancak
cepersiz iyicil tiimorleri de vardir. (Topuz E. ve Aydier A., 2000).

Kotii HuyluTiimorler

Bu tiir timor hiicreleri kendine 6zgii nitelikler tasir. Bu hiicreler kendi
baslarina boliinerek ¢ogalmaya baslarlar. Yani kandaki 6zgiil ve 6zeksel denetim
gliciniin etkisinden kurtulmuslardir. Boylece kanser adi verilen olgu meydana
gelir. (Topuz E. ve Aydiner A., 2000).

Kanserin dort ana tiri karsinoma, sarkoma, losemi ve lenfomadir.
Insanlardaki kanserlerin yaklasik % 90’1 i¢ organlarm, bezlerin ve bosluklarin
epitelinde veya deride ortaya ¢ikan karsinomadir. Karsinomalarin gorildigi
organlar genellikle meme, kolorektal, akciger, prostat ve deridir. Sarkomalar
karsinomalardan daha az goriilmektedir ve kikirdak, kemik, kas ya da yag doku
gibi bag dokulardaki hiicrelerin bagkalasimi ile meydana gelir. Sarkomalar
viicudun genellikle kol ya da bacaklardaki eklem bolgelerinde goriilmektedirler.
Lenfomalar ise viicudun immiin sisteminde meydana gelen kanserlerdir. Kan ve
dokular icin filtre sistemi goren lenf nodiilleri, lenf bezlerinde goriilmektedir
(Almedia and Barry, 2010).

Batiya dogru gidildik¢e her ii¢ insandan birinde kanser goriilmekte ve bu
insanlardan beste biri hayatin1 kaybetmektedir ( Fearnhead HO., 2004). Cizelge
1.1 de yillara ve cinsiyete gore toplam kanser insidansi, Cizelge 1.2 de ise yillara
gore kadinlarda en sik goriilen 10 kanser tiiriniin insidanslart verilmistir.



Yillar Erkek Kadin Toplam
2004 2363 1429 189,6

2006 256,4 158,1 2073

2008 2805 1720 2263

2010° 304 193, 2618

Cizelge 1.1 Yillara ve cinsiyete gore toplam kanser insidanst, (100.000°de, diinya standart
niifusu), tirkiye halk saglig1 kurumu.

Kolorektal

Trakea, Akciger ve Brons

Uterus Serviksi

Cizelge 1.2 Yillara gore kadinlarda en sik goriilen 10 kanser tiiriiniin insidansi,
(100.000°de, diinya standart niifusu), tiirkiye halk sagligi kurumu.

1.2 Over Kanseri

Over tiimorleri kadinlarda sik goriilen neoplazmlardir. Kadin genital
sistem kanserlerinin  %30’unu olusturur. Glineydogu Asya ve Afrika gibi az
geligmis iilkelerde endometriyum ve serviks kanserlerinden sonra iigiincii sirada
iken sosyoekonomik olarak gelismis tllkelerde (Amerika, Avrupa, Avustralya,



Yeni Zelanda vb.) daha yiiksek oranda goriiliir. Sekil 1.1° de over kanserinin
diinyadaki insidans oranlar1 % degerler seklinde verilmistir.

Birlesik devletleri’nde kadinlarda en sik goriilen 6. kanserdir. Kadinlarda
goriilen kanserlerin %6’sin1 olusturur. Kadin genital sistem kanserlerine bagl
Oliimlerin ise yaklasik yarisini olusturur. Bu tiimorlerin %20’s1 benign olup en
stk 20-45 yas arasi gen¢ kadinlarda goriilirken malign timorler 40-65 yas
arasindaki kadinlarda siktir (Tavassoli, et al., 2003).

Sekil 1.1 Over kanserlerinin diinyadaki insidans oranlari.
(Rakamlar % degerlerini gostermektedir.)

Over kanseri kadin yumurtaliklarinda meydana gelmekte olup, yumurtalik
kanseri olarakta bilinmektedir. Yumurtaliklar kadinlarda ¢ogalma gorevi ve
hormon iiretiminden sorumludur. Uretilen hormonlar progesteron ve
Ostorojendir. Normal sartlarda  viicudumuzdaki  hiicreler  béliinerek
cogalmaktadirlar ve bdylelikle Slen hiicrelerin yerine yeni ¢ogalan hiicreler
gelerek gorev yapmast saglanmis olur. Fakat bu normal hiicreler kanser
hiicrelerine doniisiirse, boliinerek ¢cogalan hiicreler kontrollerini kaybederek daha
hizli bir sekilde anormal bigimde ¢ogalirlar ki bu da tiimor denilen, ur olarakta
bilinen kitlelerin olusmasina yardimci olur. Bu Kitleler gevrelerinde bulunan
diger organlara fiziki basi yaparak isleyislerini bozabilecekleri gibi, ana tiimor
kitlesinden ayrilan parcalarin viicudun farkli bolgelerine dagilmasiyla tipta
metastaz olarak bilinen yeni tiimoérlerin meydana gelmesini saglayabilir (Kumar
V. etal., 2005).

Over tiimorleri “World Health Organization” (WHO) 2003 siniflamasina
gore; over ylizey epitelyal-stromal tiimorleri, seks kord stromal tiimérler, germ
hiicreli tiimorler, germ hiicreli ve seks kord-stromal tiimdrler, rete ovarii



tiimorleri, lenfoid ve hematopoetik tiimorler, tiimor benzeri lezyonlar ve diger
timorler ana bagliklari altinda toplanir (Tavassoli F. A. et al., 2003).

1.2.1 Over ( Yumurtahk ) kanserinin nedenleri

Over kanseri i¢in belirlenen az sayida neden mevcuttur. Belirlenen en
onemli nedenler arasinda dogum yapmamis olma ve genetik faktorlerdir. Az
sayida gebelik yasamis kadinlarda ya da hi¢ evlenmemis kadinlarda kansere
yakalanma riski yiiksektir. Hamile kalmay1 Onleyici ilaglarin uzun bir siire
kullanilmas1 kansere yakalanma riskini bir miktar disirmektedir. Yani bu
ilaglarin kansere karsi bir koruyucu niteligi mevcuttur. Geng yasta gebe kalmak
kansere yakalanma riskini azaltmaktadir. Over kanserinin %10’a yakinini
genetik faktorler nedeniyle olusmaktadir. Birinci derece akrabalarinda over
kanseri olan kadinlarda kanser hastaligina yakalanma riski oldukga yiiksektir.
Bunun disinda hormonlarin ve gevresel faktorlerin over kanserinin olusmasinda
etkili oldugu diistiniilmektedir. Menopoz doneminden sonra kadinlik hormonu
olan Gstrojenin tek basina verilmesi kansere yakalanma riskini ylikseltmektedir.
Bu nedenle bu donemde Ostrojen ile birlikte progesteron hormonu da
verilmektedir. Sekil 1.2” de verilen sekilde kanserli overin gosterimi verilmistir.

Mesane

Rahim

Yumurtalik -

Sekil 1.2 Kanserli overin gosterimi.

1.2.2 Over kanserinin belirtileri

Over kanseri tanisin1 amaglayan heniiz gelistirilen bir tarama testi
bulunmamaktadir. Bu hastalik icin erken tani1 konulmasi ¢ok zordur. Bunun
nedeni, hastaligin belirtilerinin ¢ok agik olmamasi ve ¢ogu zaman bagka
hastaliklar ile karigmasidir. Hastaligin belirtileri; pelviste veya karinda agr1 veya
rahatsizlik hissi, pelviste veya karinda sisme veya dolgunluk hissi, siirekli



bulant1 veya hazimsizlik, nedeni agiklanamayan ishal veya kabizlik, cinsel iligki
sirasinda agri1, anormal vajen kanamasi, siirekli yorgunluk hissi ve sirt agrisidir.

1.2.3 Over kanseri evreleri

Evre I. Over kanseri tek yumurtalikta veya her iki yumurtalikta da
goriilebilir. Evre Il. Over kanseri, rahim veya tiipler gibi legen kemigindeki
diger bolgelere de yayilmistir. Evre 111. Over kanseri, karin bolgesini ¢evreleyen
peritona veya karindaki lenf diigiimlerine yayilmistir. Bu hastaligin teshisi
sirasinda en yaygin tani konulan evredir. Evre IV. Over kanseri, karin disindaki
organlara da yayilmistir.

1.2.4 Klasik tipta over kanseri tedavi yontemleri

Klasik tipta over kanserinde kullanilan baslica mevcut yontemler; cerrahi
islemler, radyoterapi ve kemoterapi olarak siralanmaktadir. Yaygin olarak tercih
edilen tedavi sekli; tiimoriin uzaklastirilmasina neden olan cerrahi metodlar
icermektedir. Bu tedavi yontemi, viicuda yayilmamis birgok kanser igin tercih
edilebilir terapi secenegidir. Sayet, kanser hastaligi ileri seviyede veya ¢evre
dokulara yayilmis ise; cerrahi miidahale, radyoterapi ile kemoterapi beraber
uygulanabilme imkani saglamaktadir.

1.2.4.1 Over kanserinde cerrahi miidahale

Over kanserinde, cerrahi islem sonrasinda kemoterapi ve ihtiyag
duyuldugunda uygulanan radyoterapide ile basarili bir tedavi olugsmaktadir. Bu
hastaliga yakalanan kadinlarin ¢ogu, cerrahi miidahale ve kemoterapi goriirler.
Cerrahi miidahale, belirlenen bir bolgelere yapilan tedavi karin boslugunda
bulunan tiimoérleri ortadan kaldirmak ve kanserin hangi evrede oldugu hakkinda
bilgi edinilerek ihtiya¢ duyuluyorsa ilave tedavilere karar verilmesini
saglamaktir.

Kanser hiicreleri, cerrahi islem ile alinmis olsa da mikrometastaz olarak
adlandirilan  ¢ok  kiiciik boyutlardaki kanser hiicrelerinin  kalintilari,
yumurtaliktan viicudun diger bolgelerine yayilabilir. Mikrometastazlarin
olusumu mevcut testler ile belirlenemeyebilir. Cerrahi islem, lokal tedavidir ve
mikrometastazlar1 tamamiyle yok olmasini engelleyemez. Bu yiizden,
kemoterapi kullanilarak ek sistemik tedavi uygulamasi yapilir. Cerrahi islem
esnasinda, kanserin hangi evrede oldugu belirlenerek kemoterapiyle ilave
tedavinin ihtiya¢ duyulup duyulmadigina karar verilir.(Kutluk T. vd., 1994)



1.2.4.2 Laparotomi

Over kanserinde tan1 konulmasinin ardindan uygulanan ilk asama, Karnin
cerrahi yontemle agilmasi (laparotomi) ya da karnin incelenmesidir. Karnin orta
noktasindan asag1 noktaya dogru kesi atilarak agilir ve miimkiin oldugu kadar
cok kanser hiicresi alinarak bolge temizlenir. Laparotominin amaci, kanserin
hangi evrede oldugunu belirleyerek tan1 koymak ve hastaligin ilerleyisine gore
ilave tedavinin ihtiya¢ duyulup duyulmadigini belirlemektir.

Laparotomi uygulandigi esnada tiimoriin ¢ikarilmasinin disinda, rahim
almmasi dahil, yumurtalik ve fallop tiiplerinin alinmasi, karin altindaki
bagirsaklar1 kaplayan yag dokularinin alinmasi ve karin bolgesinde goriilen tim
timor hiicrelerinin alinmasi gergeklesir. Eger kanser yumurtalik ya da pelvisle
siirlt ise, biyopsi uygulamasi igin tist karin bélgesinden kii¢iikk bir doku
numunesi alir. Buna es zamanli olarak karin sivist numunesi alinir ve kanserin
yayilip yayilmadigint belirlemek i¢in lenf bezleri alinarak mikroskop altinda
incelenir.

Yayilabilen over kanserinde kanserin alinmasi karin bolgesindeki agrilari
giderir, bagirsak tikanikligini1 engeller. Over kanseri ameliyatlarinda, yumurtalik
ve rahim alindig1 icin hastanin tekrar cocuk sahibi olmasinin imkani yoktur.
Kanser tek yumurtalikta tespit edilirse unilateral salpingoooferektomi ile
kanserli yumurtaligin alinmasi miimkiindiir. Bu nedenle, hasta birey ilerde ¢ocuk
sahibi olabilir ve kanser tedavisine devam edebilir.

Laparotomi ardindan, hasta birey karin ¢evresinde agr1 hissedebilir.
Kanama, enfeksiyon, yavas barsak hareketleri, idrar yapmada zorluk ameliyat
sonrasi goriilebilen yan etkilerdir.

1.2.4.3 Over kanserinde radyoterapi tedavisi

Radyoterapi, bilindigi {izere yiiksek enerji 1sin1 yollayarak kanser
hiicrelerinin, biiyiiyiip kontrolsiiz ¢ogalmasini engellemek amaci ile yok etmeyi
ya da hasar vermeyi amaglar. Radyoterapi, cerrahi islem gibi lokal uygulanan
terapi seklidir. Radyasyon bolgesinde bulunan tiim kanserli hiicreleri ortadan
kaldirir. Fakat, kanser viicudun diger boliimlerine yayillma gostermis ise,
radyoterapi uygulanabilecek bir terapi metodu olmaz. Dig taraftan uygulanan
radyoterapide, tiimore deri {izerinden dogrudan radyasyon génderilir. I¢ taraftan
uygulanan radyoterapide ise, kii¢iik bir miktar radyoaktif materyalin kanser igine
ya da yakinina gomiilmesi ile yapilir.



Radyoterapi, bazi zamanlarda hastanin kemoterapi ilaglarimi kabul
edemedigi ya da yineleyen kanserin ¢ok lokal oldugu saptandiginda de
uygulanir. Bazen de belirli bir siire i¢in uygulanan tedavi sekli olarak kullanilir.
Tiimori kiigiilterek bulgularin azalmasi ya da ortdan kaldirilmasi saglanir. Over
kanserinde radyoterapi, karin bolgesine pelvis i¢inde biiylimekte olan kanserli
bolgeye ya da yayilim gostermis oldugu bolgede agriyr ve baskiyr diistirmek
amaci ile kullanilabilir.

1.2.4.3.1 Over kanserinde radyoterapi tedavisinde yan etkiler ve

komplikasyonlar

Radyoterapinin potansiyel yan etkileri, terapi goren alani etkilemektedir.
Bir ya da birden fazla cerrahi islem gegirmis hastada, bagirsaklarda kabizlik bir
komplikasyon olarak meydana gelebilmektedir. Bundan ayr1 olarak ishal, mide
kramp1 ya da ¢ok sik idrar ve bagirsak hareketleri de radyoterapinin
komplikasyonlar1 olarak meydana gelebilmektedir. Bazi zamanlarda mide
kramplarma bulantida eklenerek ortaya cikabilir. Bazen de, uyku diizeninde
bozulmalar olur. Hasta, yorgunluk ve halsizlikten sikayet eder.

1.2.4.4 Over kanserinde adjuvan kemoterapi

Lenf bezlerine ulasan ve ameliyat ile miidahale edilip alinamayan az
miktarda kanser i¢in hayatta kalma siliresini uzatmak ve iyilesme sansini
artttrmak ig¢in yayilan timorleri temizleyecek etkili bir terapiye ihtiyag
duyulmaktadir. Cerrahi islem ile belirli alana uygulanan tedavinin ardindan
goriilen kanser terapisine adjuvan tedavi denir. Bu tedavi yontemi, kemoterapi,
radyoterapi ya da biyolojik terapiyi igermektedir.

Over kanserleri tedavi amaciyla uygulanan adjuvan kemoterapi, kanserin
yineleme riskine karsi uygulanir. Cerrahi iglem ardindan uygulanan kemoterapi,
bir ya da daha fazla antikanser ilaglarindan olusur. Kemoterapide kullanilan
birgok farkli tiirde ilag vardir. Over kanseri icin kemoterapide platin iceren
ilaglar (sisplatin, karboplatin), doksorubisin, paklitaksel vb. ilaglar sik olarak
kullanilmaktadir.

1.2.4.4.1 Over kanserin kemoterapinin yan etkileri

Kemoterapi uygulamasinda farmakolojik olarak aktif kanser ilaci tiimor
dokusuna diistik spesifite ve doza bagimli toksisitesi ile ulasir. Kullanilan ¢ogu
anti kanser ajan timor hiicreleriyle saglikli hiicreleri birbirinden ayirt edemez,
dolayisiyla sistemik toksik etkiye ve komplikzsyonlara sebep olur. Bu durum



ilacin alabilen maksimum dozunu sinirlar. Ayrica hizli bir sekilde bertaraf
edilmesi ve olduk¢a genis bir bolgeye yayilimi ilacin fazla dozlarda
uygulanmasini gerektirir fakat bu durum ¢ok yiiksek maliyet gerektirmektedir ve
istenmeyen komplikasyonlarinda meydana gelmesine sebep olur.

Kemoterapi, kimyasal veya biyolojik materyallerin viicuda verilmesi ile
yapilan bir kanser tedavi yontemidir. Bu yontemde hedef kanser hiicrelerinin
kontrolsiiz ¢ogalmasina engel olmaktir. Bazi ajanlar kullanilarak kanserli
hiicrelerin DNA sentezi yapmasini ve mitoz boliinmesi durdurulur. Bunlar hem
oral yollar ile hem de intravenéz yollar ile verilebilir. Kemoterapi ilaglar
alyuvar, akyuvar, eritrosit ve trombositlerin kandaki miktarini azaltirlar. Hemen
yorulma, gii¢ kaybi, halsizlik, nefes alma zorlugu, gogiis agrisi, goz kararmasi
gibi bulgular gorilebilir. Bulanti ve kusma, sa¢ kaybi, bogaz agrisi, ishal,
kabizlik, deri tizerinde etkiler gozlenebilir.(Onat T. vd., 2002)

1.3 Doksorubisin

Doksorubisin 1950 yilinda Farmitalia isimli bir Italyan arastirmacinin
sahip oldugu sirketin toprak mikroplarindan elde edilen antikanser bilesikleri
bulma yoluyla kesfedilmistir. (Weiss, Raymond B., 1992) Son yillarda,
doksorubisin kanser kemoterapisinde yaygin olarak tercih edilen bir ilagtir.
Antrasiklin tiirevi antibiyotik olan doksorubisin naturel bir materyal olan
daunomisinle yakindan baglantilidir ve tiim diger antrasiklinler gibi DNA i¢
bolgesine enterkalasyon yapar. Farkli kanserlerin terapisinde kullanilmaktadir.
Bunlar arasinda kan kanserler, farkli karsinoma tipleri ve yumusak doku
sarkomalar1 sdylenebilmektedir. Sekil 1.3 te doksorubisinin Kimyasal yapisi
verilmistir.
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Sekil 1. 3 Doksorubisin’ in kimyasal yapisi
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Doksorubisin' in tam etki mekanizmasi kompleks ve halen tamamen
aydinlatilmamis olmakla birlikte enterkalasyon yoluyla DNA ile etkilestigi
varsayllmaktadir (Fornari F. et al., 1994). Bunun yam sira, transkripsiyon
esnasinda DNA' nin agilmasiyla gérevli Topoizomeraz Il enziminin ilerlemesi
engellenir. Doksorubisin DNA replikasyonu esnasinda topoizomerazin DNA' y1
kesmesinden sonra meydana gelen topoizomeraz-DNA kompleksini stabilize
ederek DNA ikili sarmalinin tekrar birlesmesine engel olur ve bu durumda DNA
replikasyonu durdurur.

Doksorubisin bazi 16semileri, Hodgkin lenfoma, yumusak doku sarkomast,
miiltipl miyelom ayrica mesane, gogiis, mide, akciger, over, tiroit ve diger
kanseleri tedavi etmek i¢in kullanilir.

Sekil 1.4 Doksorubisin-DNA kompleksi.

Sekil 1.4 goriildiigli tizere, molekiilin diizlemsel kromofor kismi
DNA'daki iki baz cifti arasina enterkale olur, onun alti-liyeli daunosamin sekeri
DNA'min kiigiik oyuguna yerlesir ve enterkalasyon yerinin iki tarafindaki baz
ciftleri ile etkilesir (Fornari F. et al., 1994).

1.3.1 Doksorubisin’ in yan etkileri

Doksorubisin kullanimindan sonra siklikla ortaya ¢ikan miyelosupresyon
doz kisitlamasmi gerektiren yan etkilerden biridir ve kismen agir seyreder.
Miyelosupresyon, 6zellikle 16kopeni ile karakterizedir. Miyelosupresyon genel
olarak doksorubisin uygulamasindan 10-14 giin sonra en yiiksek diizeyine ulasir
ve 21. ve 28. giinler arasinda geriler. Es zamanli olarak doksorubisin ve DNA-
degistirici sitostatikler ile tedavi edilen hastalarda, sekonder l6semi gelisimi
gozlenmektedir.



11

Doksorubisin kardiyotoksik o6zellik tasir. Kardiyotoksik yan etkilerin
ortaya c¢ikma riski, mediyastinal bdlgede radyoterapiden sonra ve radyoterapi
sirasinda, kardiyotoksik ajanlarla (6rn. siklofosfamid) Onceden uygulanmis
tedavi durumlarinda, yasli hastalarda (60 yas tizeri) ve belirgin arteryel
hipertansiyon olgularinda artar.

Doksorubisinin emetojen 6zelligi kuvvetlidir; hastalarin yaklasik %80'inde
tedavinin ilk glininde, goreceli olarak siddetli bir bulant1 ve kusma ortaya ¢ikar.
Ek olarak istah kaybi ve agiz, farenks, 6zofagus ve intestinal kanalda mukoza
iilserasyonlar1 ve diyare ortaya c¢ikmaktadir. Bunlar eger siddetli olursa,
infeksiyonlarin ~ gelismesine  yol  agmaktadir. Kol ve  tirnaklarda
hiperpigmentasyon, deride eritem ve vesikiiler reaksiyonlar goriilmektedir.
Damar dis1 enjeksiyonlar her zaman i¢in agir doku nekrozlarina yol agar.

Tiimor hiicrelerinde masif dekompozisyona bagli olarak hiperiirisemi ve
sonucunda irik asit nefropatisi gelismektedir. Bu durum &zellikle gut olan
hastalarda dikkate alinmalidir. Germ hiicreleri olusumunda geri doniislimsiiz
bozukluklar goriilmektedir. Doksorubisin mutajenik ve teratojenik potansiyele
sahiptir.

1.4 Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, metrenin milyarda biri 6lgegine sahip olan nanometre
olarakta nitelendirilen farkli materyal yapilarint konu alan bir disiplindir
(Brigger, 1. Et al. 2002). Nano teknoloji, nanometre &lgegindeki iiriinlerin ve
cihazlarin yapilabilmesini, tretimini ve fonksiyonel olarak kullanimini
icermektedir. Uygulama alanlarina gére nanoteknolojinin kapsami iki konu ile
bagdastirilabilir:

a) Kolay tekrarlanabilirlik: Nanoteknolojinin 6nemli bir diger
ozelligi triinlerin elde edilmesinin maliyeti diisiirmesidir. Diigiik maliyetli tiriin
elde edilebilmesi amaci ile nanoteknoloji yonteminin kolay tasarlanmasi ve
tekrarlanir olmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Atomik 0&zellige sahip iiriinler
verimlilik, hiz, sertlik ve dayaniklilikta yiiksek degerlere sahipken diisiik
maliyetli ve yiiksek kalitededir (Singh, K., 2005).

b) Molekiiler denetleme: iiriin ve yan friinlerin pozisyonel seviyede
kontrol temeline dayanir. Sanayi veya natiirel iirlinlerin 6zellikleri atomlarin
nasil diizenlendiklerine ile ilgilidir. Makroskobik sentez yoOntemleri ise
pozisyonel seviyedeki calismalarda yetersiz ~kalmaktadir. Molekiiler
nanoteknoloji, molekiiler kimya ve fizik ile mekaniksel tasarim, bilgisayar
bilimi, yapisal analiz, sistem miihendisligi ve elektrik miihendisliginin
mihendislik temellerini olusturan, yeni gelisen disiplinler arasi bir alandir.
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Pozisyonel iiretim, istenilen iirlinlerin eldesi i¢in atomlarin diizenlenmesini
hedefleyen bir yontemdir. (Caruthers, S.D.,2007)

Bilgisayar
Nanoteknoloji

'T|

Sekil 1.5 Nanoteknolojinin kullanim alanlar1 (Parveen, S. and S.K. Sahoo., 2006).

Sekil 1.5 te de oldugu gibi, tip ve malzeme alaninda nanoteknoloji
caligmalar1 hiz kazanmistir. Buna bagli olarak gelistirilecek {irlinlerin bu
alanlarda olmasi diisiiniilmektedir (Bayindir, et al., 2007).

1.5 Nanopartikiiller

Gilinimiizde nanoteknolojiye fazla ilgi olmasinin sebebi, nano boyuttaki
driinlerin fiziksel ozelliklerinde farkliliklara sahip olmasidir. Yapi boyutu
nanometre boyutuna yaklastikca tirtin metal ise daha kuvvetli, seramik ise daha
kolay islenebilir 6zellige sahip olmaktadir. Bunun disinda normalde yalitkan
ozellige sahip triinlerin, nanometre boyutuna yaklastikca 1s1 veya elektrigi
iletebildigi ve koruyucu kaplama olarak kullanilabilecek formlara doniistiigii
goriilmiistiir. Bir kisim degisimler, parcacitk ve yiizeye baghh goézlenen
farkliliklardir. Goriilen bu degisimlere bagli olarak; bilimsel ve teknolojik
uygulama olanaklari; elektronik, manyetik nano yapilar, elektronik,
ferroakiskanlar, biyomedikal malzemelerde ve katalizorler v.b. alanlarda
bulmustur. Nanometre (nm) boyutu 100 nm altina diisiiriilen nano partikiiller,
hacimsel yapili malzemelerden ¢ok farkli ve iistiin olarak kabul edilen 6zellikler
gostermektedir. Bu tstiin ozellikler sayesinde elektrik-elektronik, biyomedikal,
ve kimya sektorleri gibi birgok endiistriyel alanda kullanim imkan
saglanmaktadir. Nanoyapilara Ornek olarak Sekil 1.5 da nanokiire ve
nanokapsiillerin ilag tagiyict sistemleri verilmistir.
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Nanopartikiillerin fizikokimyasal ve morfolojik o6zellikleri kullanilan
baglangic {rlnlerinin karakteristiginden etkilendigi i¢in degisik iiretim
metodlarinin  gelistirildigi  gozlemlenmektedir. Nanoyapili demir partikiilleri
hacimsel yapilarindan farkli, beklenmeyen olagandis1 fiziksel ve kimyasal
ozellikler sergilemektedir. Partikiil boyutu, sekil/ylizey morfolojisi ve
aglomerasyonlarinin kontrolu nano yapili partikiillerin 6zelliklerini yakindan
etkilemektedir. Demir partikiilleri sahip olduklari tstiin manyetik ozellikleri
sayesinde manyetik veri depolama cihazlarinda, manyetik akigskanlarda ve
biomedikal uygulamalarda ilag tasiyici olarak, kanser tedavilerinde ve manyetik
goriintiileme cihazlarinda kullanilmaktadir.  Ayrica demir partikiillerinin
kimyasal o6zellikleri karbon nano tiiplerin sentezlenmesi gibi kimyasal
reaksiyonlarda katalizor olarak bu tiir tozlarin kullanimlarini miimkiin
kilmaktadir. Fe3O4 nano yapilari demirin oksitlenerek pasiflesmesi (yiizey
reaktivitesinin azalmasi) sonucu meydana gelen bir yapidir. Demir sahip oldugu
yiikksek doyum miknatislanma degerine sahip oldugu i¢in teknolojik pek cok
alanda vazgecilmez bir yapidir. Demir nano parcaciklart 6zellikle, karbon-
karbon baglarinin meydana gelmesinde ve pargalanmasinda etkin bir rol
almaktadir. Fakat nano boyutta demirin teknolojik uygulamasinda karsilagilan en
onemli dezavantaji sahip oldugu yiiksek reaktivitesidir. Su veya hava ortaminda
bulundugu zaman ¢ok hizli bir sekilde oksitlenerek, sahip oldugu ferromanyetik
karakteristigi kaybedip antiferromanyetik yapiya donlismektedir. Bu da, yiiksek
oranda oksijen igeren veya sulu ortamlarda demirin kullanilmasini engelleyici
bir etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Literatiirlerde bu sebeple, demirin ylizey
reaktivitesinin azaltilip, kullanilan sistem igerisinde kararli olarak uzun siireler
kalabilmesi i¢in ¢esitli ¢alismalar mevcuttur. Bu ¢alismalarin en 6nemlileri, fakli
element matrisleri igerisinde tutulup polimer ile kaplanarak veya istenilen
sekilde oksitlendirilerek yapinin antiferromanyetik yapiya doniismeyip, net bir
miknatislanma degeri olan kararli ferrimanyetik yapiya doniligmesi veya
ferromanyetik halde tutma ile olusan c¢alismalaridir. Bu sekilde, demirin
teknolojik uygulamalarda kararli bir sekilde uzun siireler pasifleserek
kullanilmasi saglanmaktadir (Park, K., et al 2010).

polimer tabakasi

ic cekirdek

Nanokiire Nanokapsiil

Sekil 1.6 Nanokiire ve nanokapsiil seklindeki nanopartikiiler ilag tasiyict sistemlerin
sematik goriiniimii (Park, K., et al 2010).
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1.6 Ila¢ Tasiyic1 Sistemler Olarak Nanopartikiiller

Kontrollii ilag tasima teknolojisi, insan sagligina katkisi olan,
multidisipliner bilimsel yaklagimi da igeren bilimin smir alanlarindan biridir.
Ilag hedefleme ve kontrollii ilag salimi, ilaglarin terapotik indeksini spesifik
organ, doku veya hiicrelerde lokalizasyonunu arttirmak ve normal saglikli
bolgelerdeki potansiyel toksik yan etkileri azaltmak yoluyla gelistirmeye yonelik
bir yaklasim seklidir. Bilindigi gibi kanser terapisi alaninda, kemoterapdtik
ajanlar timor hiicrelerine toksik etki gosterdikleri gibi normal hiicrelere de
toksik yan etki gosterirler. Bu tedavi edici ajanlarin hastalikli bélgeye kontrollii
tasinimi terapdtik  etkiyi artirmak amaciyla dozlarinin artirilmasmin Oniine
gecebilir.  Kontrollii ilag tasinimi, ilacin tasiyict sistemle etkilesmesini
dolayistyla  ilacin  biyodagilimim1i  ve  farmakokinetik  6zelliklerinin
modiilasyonunu kapsamaktadir. Nanopartikiiller, polimerik miseller, yiizeyi
modifiye edilmis nanopartikiiller ve kati lipid nanopartikiiller gibi farkli nano
boyutlu tastyicilar gelistirilmistir ve kontrollii ila¢ tasinimina yonelik olarak
Onerilmislerdir. Lipozomlar ilaglar1 degredasyondan korumak, etki gdsterecegi
bolgeye hedeflendirilmesi ve toksisite ya da yan etkilerin azaltilmasi gibi 6nemli
avantajlarindan dolay1 potansiyel bir tasiyict olarak kullanilmasina ragmen,
uygulamalarinda yapisi nedeniyle diisiik enkapsiilasyon verimi, kan bilesenleri
varliginda suda ¢oziinebilen ilact hizla sizdirmasi ve diisiik depolanma stabilitesi
gibi bazi problemlere sahiptir. Diger yandan, nanopartikiillerin lipozomal tagima
sistemlerine kiyasla depolama boyunca yiiksek stabilite gdstermesi, in vivo
uygulamadan sonra stabilitesini korumasi ve retiminin Dbiiyiilk ¢apta
gergeklestirilebilir olmasi gibi avantajlara sahiptir.

Kontrollii ilag tasiyicit sistemler serbestlestirme mekanizmalarina veya
uygulama yollarina gore siiflandirilabilirler.

Serbestlestirme mekanizmalarina gore kontrollii ilag tasima ve salim
sistemleri;

1. Diflizyon kontrollii sistemler
» Membran sistemler

» Matriks sistemler

2. Kimyasal kontrollii sistemler
* Viicutta asinan sistemler

 Zincire takili sistemler
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3. Coziicliniin harekete gecirdigi sistemler

* Sisme kontrollii sistemler

* Ozmotik kontrollii sistemler

4. Diger sistemler

» Manyetik kontrollii sistemler

« Ultrasonik sistemler

* Ortama duyarl sistemler

Uygulama yollarina gore kontrollii ilag¢ tagima ve salim sistemleri;
1. Mikrokapsiiller ve mikrokiireler

2. Nanopartikiiller

3. Lipozomlar

4. implantlar

5. Biyoadeziv sistemler (mukozaya yapisan sistemler)
6. Okiiler sistemler

7. Transdermal sistemler

8. Nazal sistemler

9. Bukkal sistemler

10. Intrauterin sistemler

11. Intravajinal aygitlar

olarak siniflandirilabilir.

Ilag tasima sistemlerinin gelistirilme asamasinda genellikle uygulanan
bolgeden uzakta bulunan hedef bolgeye ulasmasi, ilacin salinimi i¢in yeterli
stirede hedef bolgede kalmasi, tercihen zaman kontrollii salim yapmasi, ilacin
zararli yan etkilerini simirlandirmast ve biyouyumlu olmasi gibi bazi
parametrelerin optimizasyonuna ihtiyag¢ duyar. Ilag tasiniminda kullanilan
polimerik partikiiller, katt polimerlerden yapilan kolloidal sistemler olarak
tanimlanmaktadir. Intravendz (iv) formiilasyonlara duyulan ihtiyac ve dis
ortamla olan yiizey etkilesiminin artirilmasiyla salim kinetiklerinin kontrol
edilmesi nanopartikiillerin gelistirilmesini tegvik etmistir (Wang et al., 2008).
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1.7 Ila¢ Tasinmasinda Nanoteknoloji

Yeni ilag transfer sistemleri, sanayi i¢in ila¢ pazarinda 6nemli bir opsiyon
meydana getirmektedir. Bunun yani sira, piyasada mevcut ilaglarin {iriin
Oomriiniin  uzatilmasi, etkinliginin artirllmas1 ya da firiinin etkinliginin
iyilestirilmesi gibi konular endiistrinin iizerinde yogun calistig1 alanlar olup,
nanoteknoloji, bu alanlardaki pek cok avantaja sahip olmasi nedeniyle ilag
endiistrisi tarafindan yaygimn tercih edilmektedir (Beck-Broichsitter, M., et al.,
2010) .

Oniimiizdeki yillarda, yeni ilag transfer sistemlerinin kiiresel ilag satisinda
biiyiikk bir artis meydana getirecegi diisiiniilmektedir. Son zamanlarda kiiresel
ilag sanayisinde yeni ilag transfer sistemlerinin ¢ogu ila¢ firmalarinin faaliyet
alanma girmistir. Buna ek olarak, ila¢ sanayisi aktivite temelli ayn1 zamanda
daha fazla etkili ilag transfer sistemlerinin hazirlanmasi kapsaminda uygulamalar
gerceklestirilmektedir (Brigger, et al., 2002; Cao, et al., 2010; Sahoo, et al.,
2003).

Yeni ilag transfer proseslerinin yapilmasinda nanoteknoloji 6zelliklerinden
etkin bir sekilde yararlanilmaktadir. Nanoteknoloji kokenli ilag¢ transfer
sistemlerinin standart terapi metodlarina kiyasla tstiinliikleri; disiik toksik etki,
yiiksek biyoyararlanma, daha az tedavi maliyeti ve hasta bireyin tedaviye
uyumunun daha fazla olmasi seklinde Soylenebilir. Nanoteknoloji esasli ilag
transfer proseslerinden tedavi amaciyla oldugu gibi teshis alanindada
yararlanilmaktadir. Bunun yani sira, gen terapisinde de bu sistemlerden
yararlanilabilecegi disliniilmektedir.

Nanoteknoloji kokenli ilag transfer proseslerden birgogu lipozomlar,
kuantum noktalar, karbon nanotiipler, miseller, dendrimerler, polimerik
vezikiiller, nanokapsiiller ve nanopartikiiller olarak belirtilmektedir (Vicent, et
al., 2006; Lee, et al., 2005). Sekil 1.7 de bu yapilarin sekilleri verilmistir.

Lipozomlar hiicre zarina benzeyen yapida, ¢ift tabakali lipid yapidan
meydana gelen ilag transfer proseslerdir. Kanser hastaligi tedavisi alaninda en
basta ve en ¢ok calisma yapilan sistemlerden olan lipozomlar PEGilasyon
prosesinden sonra "gizli" formatta yapilabilecekleri gibi, ayn1 zamanda antikor
konjugasyonu seklinde hedeflendirme amaciyla da uygulanabilirler (Mozafari, et
al., 2008,2010; Allen,1998).
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Kat lipit NP Lipozom K Altin NP

Kuantum Noktalan Karbon nanotapler Dendrimer Demir oksit NP

Seryum oksit NP Nanojeller

Sekil 1.7 Nanoteknoloji temelli baz ilag tasiyici sistemler (Bharali, D.J., et al., 2009).

Miseller kendi kendine meydana gelen blok ko-polimerlerdir. Sulu ¢6zelti
igerisinde dis tarafta hidrofilik tabaka, i¢ tarafta hidrofobik ¢ekirdek bulunacak
sbigimde yapilanirlar (Mozafari, et al., 2007).

Dendrimer kelimesi olarak Yunan'cada aga¢ benzeri anlaminda olan
“dendra” kelimesinden meydana gelmektedir. Temeli diisiiniildiiglinde
dendrimerler  aga¢  dallanmasi  benzer yapida  bulunan  kiiresel
makromolekiillerdir. Yapiyr meydana getiren tekrar eden iiniteler jenerasyon
ismiyle tanimlanmakta olup G1, G2, vs. olarak ifade edilmektedir. Boyut
bakimindan genel olarak 1-10 nm araliginda bulunan dendrimerlerde dallanim
seviyesi ylikseldikce degisik coziiciilerde ¢oziiniirliikleri farklilagmakta ve artis
gostermektedir (Bharali, et al., 2009; Mozafari, et al., 2007; Jang, 2009).

Kanser  hastaliginin  belirlenmesinde  ve  tedavi  edilmesinde
uygulanabilecek bir diger ila¢ transfer sistemide karbon nanotiiplerdir. Cap1
DNA molekiillerinin yaris1 kadar olan karbon nanotiipler 6zel olarak kanser
mutasyonlarin1 belirleme caligmalarinda kullanilmak iizere tasarlanmaktadir.
Fonksiyonel karbon nanotiipler hiicrelere toksik etki gostermez ayrica kanser
hastaliginda tedavi amach ilag, protein veya siRNA benzeri biyomolekiilleri
hiicrelere ve endositoz yontemiyle de hiicre igine iletebilirler (Alexis, et al.,
2008).

Nanokabuklar (NK), kanser hastaligi belirlenmesi ve ayrica hastaliga
yonelik tedavi amagiyla olusturulmus nano sistemlerdir. NK, merkez bolgesinde
silisyum c¢ekirdege sahip ve iist yapisi altin tabakayla kapli bir sekilde olan
kiireciklerdir. Mevcut altin tabaka kalinhig1 farklilastirilarak hedeflenen dalga
boylarindaki 1518 emilmesi miimkiin kilinabilir. Uygun dalga boyunda olan
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yakin kizil6tesi (NIR) 15181n etkisi altinda kalan NK, icerisinde mevcut oldugu
hiicreyi oldirii etki edebilecek, ancak g¢evredeki saglikli hiicrelere olumsuz
etkide bulunmayarak hasar vermeyecek derecede 1s1 yayar. NK ylizey bolgesine
ilgisi bulunan antikor veya antikanser etkili ilaglar konularak kanserli hiicrelere
yoneltilebilir (Singh, 2005; Dolan, 2011).

Kuantum noktalar (KN) kadmiyum selenid, kadmiyum telurid ve indiyum
fosfit benzeri yari iletkenlerden olusan, 2-10 nm ¢apinda olan nanokristallerdir.
Hastaliga tan1 koyma, hastaligin tedavisi ve goriintiilemesinde floresan problari
seklinde kullanim gosterirler ve organik floresan proteinlerine kiyasla benzersiz
optik ve de elektrik 6zelliklere sahiptirler (Dolan, 2011; Yi, et al., 2005; Biju, et
al., 2008; Juzenas, et al.,2008).

1.8 Tla¢c Hedeflendirmesinde Nanoteknoloji

llaglarin hedeflendirilmesinde amag, geleneksel tedavi yontemlerinde
goriilen olumsuz faktorleri ortadan kaldirma veya minimum seviyeye diisiirmek,
hiicresel seviyelere ulasmayi ylikseltmektir. Bunun yaninda ilaglarin, dolagim
sisteminde veya farkli biyolojik sivilarda mevcut olan konsantrasyonun ve
salimmin  kinetik  ozelliklerinin ~ optimizasyonunu  saglamak, ilaglarin
farmakokinetik-farmakodinamik &zelliklerinde degisiklik meydana getirmek,
diisilk veya yiiksek miktarda uygulanan dozajlarda etkili ve gilivenlir tedavi
imkan1 saglamak, toksik etki ve immiinojenik faktorleri yok etmek veya
minimum seviyeye diislirmek, ilaglarin kararliligini artig saglamak ve viicudun
farkli bolgelerinde herhangi bir sekilde zararli etkilesime sebebiyet vermeden
hedeflenen bolge kapsaminda elde edilmesi amaglanan seviyeye sahip
farmakolojik cevap saglayabilmektir (Dougles, et al., 1987; Hitzman, et al.,
2006).

Farmasoétik Dayanaksiz olmasi
Cozanarluk sorunu olmasi

Biyofarmasotik Absorpsiyonun dusik olmasi

Membrana fazla baglanmasi

Farmakokinetik Yarilanma émrundn kisa olmasi

Farmakodinamik Dagilma hacminin buyilk olmasi

Klinik Terapaétik indeksin disuk olmasi
Anatomik/huicresel engellerin bulunusu

Ticari llacin hasta ve hekime yeni sekilde
Sunulmasi

Cizelge 1.3 Ilaglarin hedeflendirilme nedenleri ( Moghimi, et al. , 2001).
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Hedeflendirme ¢alismalarinda "Sihirli formiil" kavram olarak 1981
senesinde Paul Ehrlich vasitasiyla ila¢ hedeflendirme diisiincesinin tanimi ortaya

cikmistir (Bosch and Rosich 2008).

Ilaglarm hedeflendirmesinde amag uygun ve dogru siirede, dogru ve uygun
konsantrasyonda ve ayni sekilde dogru hedefe ilacin iletilmesidir. Aktifligin
ifade edilmesine yardimci olan kimyasal bilesim, molekiiler yap1 ve boyut,
hidrofilisite ve de proteine baglama gibi ilag molekiiliiniin sahip oldugu spesifik
nitelikler olduk¢a kompleks sistemlerdir. Ilaclar1 hedeflendirmek amaciyla
uygulanan metodlar igerisinde; ilaglarin endojen bilesiklerle beraber kimyasal
modifikasiyonu saglanarak konjugatlarin olusturulmasi, hedef ile biiyiik degerde
etkilesim gosterecek Ozellikte olan natiirel veya yapay hedeflendirme amagl
kullanilan molekiillerin direk ilag¢ yapisina ya da nanopartikiiler tasiyici yapisina
kovalent bag yapmasi olarak siralanabilir (Mao et al., 2005; Seyfoddin et al.,
2010). Ilag hedeflendirme sistemlerinin &nem gosteren diger bir sebebi de
geleneksel, biyoteknoloji ve gen kokenli ilaglarin veya teshis materyallerinin
viicudun spesifik bolgesine segici bir sekilde iletilebilmesidir (El-Sherbiny et al.,
2010; Kumari et al., 2010; Rao et al., 2010; Hans and Lowman, 2002). ila¢
hedeflendirmenin diger nedenleri ¢izelge 1.3 te verilmistir.

Biitiin terapotik 6zellik gosteren siniflar i¢in nanoteknoloji esasl aktif ilag
transfer sistemlerinin arastirilip gelistirilmesine yonelik ihtiyaglar bulunmakta ve
bununla birlikte solunum, merkezi sinir sistemi, kalp, damar ve kan dolasimi
sistemi ile iliskili hastaliklarda transfer sistemlerinin arastirilip gelistirilmesi
finansi, teshis ve tedavi acisindan yiiksek diizeyde onem gdstermektedir. Buna
yani sira, geleneksel uygulama metodlarina kiyasla ilag tasima sistemlerinin
daha fazla giivenlir ve daha iyi sonuglar géstermesinden 6tiirii, antikanser ilaglar,
hormonlar ve asilar diisiiniildiigiinde bu etken maddeler i¢in hizli bir sekilde
gelisim meydana getirmeleri beklenilmektedir (Panyam and Labhasetwar, 2003;
Kumari, et al., 2010; Lamprecth, et al., 2001).

[lag tasmim uygulama sistemlerinde nanoteknoloji, biitiin bakimindan
ilaglar igin uygun 6zellik gdstermeyebilir. Ozellikle aktifligi az, yiiksek dozdaki
maddeler ilag transfer sisteminin boyutunda artisa sebep olur ve bu etkide
uygulama prosesini zorlastiric etki eder. (Cheng et al., 2007; Han et al.,2007;
Bhirde et al.; 2009; Namdeo et al., 2008; Yallapu et al., 2010). Ilaglar:
hedeflendirmede uygulanan sistemlerden bir kism1 asagidaki sekilde belirtilebilir
(Bhirde, A.A., et al., 2009).

1.8.1 Pasif hedeflendirme

Ilag transfer proseslerin ya da ilacin biyofizikokimyasal ve farmokolojik
etkenlere bagli olarak belirli bir alanda birikmesine pasif hedeflendirme denir.
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Pasif hedeflendirme yontemi ilag¢ ve ilag transfer sistemlerin patofizyolojik ve
anotomik imkanlarindan yararlanilarak yapilir.

Pasif hedefleme, belirli 6l¢tideki nanopartikiiller ve tiimorlerin biiytimesi
ile ilgili bilgiler, gecirgenlik 6zelliklerinde artis ve tutulum etkisiyle timor
mikrogevresinindeki 6zellikleri esas alinarak uygulanir.

1.8.2 Aktif hedeflendirme

Pasif hedeflendirmenin simirlayic1 6zelliklere sahip olmasi, ilag transfer
sistemleri alaninda aktif hedeflendirmeye egilimin daha fazla olmasim
saglamstir. Ilag tasiyic1 sistemin hedef hiicreler arasindaki etkilesimleri, spesifik
dokulara ya da organlara yonlendirilebilir olmasi aktif hedeflendirmenin
temelini olusturur. Tasiyic1 sisteme ligand baglanmasi kullanilan ilaglarin
hedeflenen bolgeye tasinmasindaki yontemlerden biri olarak diistiniilmektedir.
Bir ¢ok ligand, yalnizca bir antijenik determinanta karsi reaksiyon gosteren
antikorlar ve peptidleri ihtiva etmektedir. (Yong, et al., 2009). Ideal ligandin
tercih edilebilmesi icin tercih edilecek ligandin hedeflendirilmesi diisiiniilen
hiicrelerdeki seciligi, kararliligi, uygulanabilirligi ve spesifikligi gibi 6zelliklere
dikkat edilmesi gerekmektedir (Bhirde, et al., 2009; Namde, et al., 2008; Yallapu
et al., 2010; Yong, et al. 2009; Cheng, et al., 2005). Sekil 1.8 de farkli ligandlar
kullanilarak  aktif  hedeflendirmede  kullanilmak  iizere tasarlanmis
nanopartikiilere bir 6rnek verilmistir.

Bu nedenle ilag hedeflendirmesi, mevcut olan farkli reseptorlerin ve
bolgelerin, hiicre zarinda bulunan antijen - proteinler ve lipid bilesenleri
yardimiyla meydana gelmektedir. Reseptorlerden bazilart ve ylizey antijenleri
saglkli hiicrelere kiyasla sagliksiz hiicrelerin yiizeyinde daha fazla miktarda
mevcutturlar. (Emerich and Thanos, 2007; Swain, et al., 2007).

Korena(Das tabaka)

Etkin madde 28

PEG
(polictilen glikol)

Sekil 1.8 Cesitli ligandlar takilarak aktif hedeflendirmede kullanilmak {izere tasarlanmis
nanopartikiiler ilag tagiyici sistem (Yong, et al., 2009).
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Aktif hedeflendirme manyetik o6zellikli, ultrasonik ozellikli ve ligand-
reseptor aracili olarak ii¢ ana baslik altinda incelenebilir.

1.8.2.1 Manyetik hedeflendirme

Manyetik hedeflendirme, tedavi edilmek iizere elde edilen manyetik
partikiillerin se¢ilen alana gonderim islemi tamamlandiktan sonra disaridan
manyetik alan uygulanarak partikiillerin hedeflendirilmesi ve ayrica manyetik
alan etkisiyle ilacin transfer prosesinde dagilimimin denetlenmesini esas alan
hedeflendirme metottur (Namdeo, et al., 2008; Zhang, J. and R.D. Misra, 2007).

Kanser tedavisinde kemoterapdtik yaklagimlarin ana dezavantaji  ¢ogunun
non-spesifik olmasidir. Genellikle sitotoksik terapotik ilaglar sistemik dagilima
direkt intravendz olarak verilmektedir. Bu teknigin non-spesifik olmasi
sebebiyle ilaglarin sitotoksik etkilerinin hem hedeflenen hem de saglikli dokuda
gozlemlendigi iyi bilinmektedir. Bu dezavantaji azaltmak icin manyetik
nanopartikiiller kullanilabilmektedir. Tiimor tedavisinde nanopartikiiller 3 farkl
yolla kullanilabilirler.

1. Ilgili reseptdre baglanmasi ve tiimdr biiyiimesini
yavaslatmak amaciyla manyetik nanopartikiiller spesifik antikorlarla
konjuge edilebilirler.

2. Tiimor terapisi amaciyla manyetik nanopartikiillerin
hipertermiya 6zelligi kullanilabilir.

3. Hedefli terapi icin manyetik nanopartikiillere ilag

yiiklemesi yapilabilir.

Ilag yiiklii manyetik nanopartikiiller ilgili bolgede disaridan uygulanan
manyetik alan yardimiyla hedef bolgede konsantre bir sekilde birikirler.
Ardindan hedef bolgede farkli yollarla nanopartikiil iizerinde yiiklii olan ilaglar
salimir. 4 um’den daha kii¢lik partikiiller hiicrelerde retikiiloendotelyal sistem
(RES) tarafindan elimine edilir, ¢ogunlukla karacigerde (%60-90) ve dalakta
(%3-10) bu proses ger¢eklesmektedir. Partikiil boyutu 200 nm’den biiyiik olan
partikiiller genellikle dalakta filtrelenir, boyutu 100 nm’ye kadar olan
nanopartikiiller ise karaciger hiicreleri tarafindan fagositoza ugratilir. Genellikle

partikiil boyutu ne kadar biiylirse plazmadaki yar1 omiirleri o kadar kisa olur
(Jana, et al., 2010).
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Hedefli kanser terapisi gibi biyomedikal alanlarda manyetik
nanopartikiillerin etkili kullanim1 partikiiliin boyutu ve manyetizasyon derecesi
gibi birkag parametreye baglidir. Bu yontemin etkinligini ilag yiiklii manyetik
nanopartikiiliin  fizikokimyasal 06zellikleri, manyetik alanin kuvveti ve
geometrisi, hedef dokunun derinligi, kan akis hizinin orani ve kas Kkitlesi gibi

parametreler oldukga etkilemektedir (Jana, et al., 2010).

Manyetik alan kuvvetini artirmak ila¢ dagilimimi kolaylastiran bir
avantajdir. Nanopartikiillerin siiperparamanyetik 6zellik gostermeleri igin
oldukca kiiclik olmalar1 gerekmektedir ki manyetik alan ortadan kaldirildiginda
karaciger ve immiin sistem gibi viicudun filtre sistemleri tarafindan ortadan

kaldirilmadan ve dagilma olmadan sistemik dolasimda kalabilsinler (Jana, et al.,
2010).

Nanopartikiil ylizey
Prekiirsorler Siiperparamanyetik partikiil modifikasyonu

i hazirlama Polimerler
iorliner Presipitasyon SiO,
Organometaller Sok-jel Au
Karbonatlar Termal dekompozisyon Organik bilesikler
Siirfaktanlar
Hedefli tedavi Biyoaktif molekiiller ile
Timér bilyiimesinin durmasi fonksiyonellestirme
Hipertermi Proteinler
Hedefli ilag tedavisi Peptidler

Gen génderimi Niikleik asitler

Sekil 1.9 Manyetik nanopartikiil hazirlanmasi ve kullanim sekilleri (Jana, et al., 2010).

1.8.2.2 Ultrasonik hedeflendirme

Dis bolgeden uygulanan ultrasonik dalgalar yardimiyla ilacin hedeflenen
alanda birikmesi ve dagilimini kontrol altina alan proseslerdir (Lavon and Kost,
1998; White, et al., 2006). Dalga frekans1 > 20kHz olan seslerle hedeflendirme
yapilmaktadir. Ultrasonik hedeflendirme proseslerinde biyolojik olarak asinan
ya da asinmayan polimerler ilag tasiyicist olarak kullanilir ve hedeflendirilirler.

1.8.2.3 Ligand-Reseptor aracili hedeflendirme

Ligant — reseptor aracili hedeflendirmede, cesitli yapida ligantlar
kullanilmaktadir. Bu noktada, transfer sistemleri hiicre yiizeyindeki 6zglin
reseptorlere yonlendirilerek hiicre i¢ine alinma ligandin ve reseptoriin yapisina

bagli olarak reseptor aracili endositoz ya da transitozla meydana gelmektedir.



23

Ligand-reseptdr aracili hedeflendirmede yaygin olarak kullanilan ligandlar
arasinda lektinler, monoklonal antikor-enzim konjugatlari, vitaminler, sitokinler,
peptid yapidaki biiylime faktorleri, glikoproteinler, toksinler, apolipoproteinler,
hiicre adezyon ve glikoaminoglikanlar olarak sayilabilir (Su, et al., 2010).

Ligand direk olarak ilaca, polimer-ila¢ konjugatina kovalan baglanabildigi
gibi, lipozomal transferde lipozom zarina ya da yiizey alaninda kapl bir sekilde
mevcut polimerin dis ucu ile de bag yapabilmektedir (Choi, et al., 2012).

Hiicre membranlarinda var olan folat reseptorlerinin gorevi, folat ve
metotreksat benzeri folat analoglariin hiicre igine alimasin1 saglamaktir. Folat
ve antifolat bilesikler (metotreksat vb.), folat reseptoriine yiiksek affiniteyle bag
yapar bu nedenle folat reseptor pozitif hiicrelerde yogunlasabilir (Okarvi ve
Jammaz, 2006). Folat reseptorleri over, meme bezi, kolon, akciger, prostat,
burun, bogaz ve beyin kanser epitel hiicrelerinde fazla miktarda sentezlenir.
Folat bagli yapilarin reseptor aracili endositoz ile hiicre igine girisi birkag
adimdan meydana gelmektedir. ilk olarak konjugat reseptdre baglanir, membran
cokiintiisii olusur ve endositik vezikiil olusturmak {izere sitoplazmaya girer.
Endozomal kompartmaninda asidifikasyon (pH ~5) gerceklesir ve reseptdriin
konformasyon degistirmesiyle folat bagli konjugat reseptorden ayrilir,
bilinmeyen bir mekanizma ile konjugat sitoplazmaya gecer. Reseptdr membrana
dogru yeniden kullanilmak {izere yol alir. Diisiik molekiil kiitlesi (441 g/mol),
cesitli solventlere, pH ve 1siya olan dayanikliligi, konjugasyonunun kolay
olmasi, immunojenitesinin olmamas1 ve reseptoriine olan ilgisinin yliksek olusu
folik asiti ila¢ hedeflemede 6nemli bir ligand yapar (Ak, 2010).
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Sekil 1.10. Folat-ilag konjugatinin reseptor aracili endositoz ile hiicre i¢ine girisi.

Kanser terapilerinde ¢ogunlukla, kemoterapiye izin veren damara veya
kanala sokulabilen tiiplerin kullanilmasini igeren uygulamasi zor olan islemleri
kapsar. Son zamanlarda yapilan arastirma alanlar1 incelendiginde, farkli yollar
izlenerek ilag transfer proseslerin kullanilmasma Kkolayca izin verecek
tagiyicilarin - gelistirilmesini igermektedir. Giinlimiizde kullanilan yeni ilag
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transfer sistemleri, kanser hastaligina yakalanan bireylerin Omiirlerini uzatmak
ve yasam kalitelerini arttirmak amaciyla tasarlanmaktadir. Tiimore aktif edilen
on-ilag tedavisi, ilagla tiimore 6zgii molekiiliin konjugasyonunun yapildig1 bir
kullanimdir. Bu konjugat tiimore iletilene kadar aktif degildir (Murakami, et al.,
2010). Bu prosesler uygun kosullarda, normal hiicrelerde bulunmayan kanserli
hiicrelerin yiizeyinde mevcut reseptorler ile etkilesilir. Birgok baglayici, aside
kars1 dayaniklilik gostemez ya da peptidaz ile pargalanabilir ve istenen klinik
cevaplarin  alinabilmesi i¢in in vivo ortamda yeterli seviyede kararlh
olmayabilirler. Hedefleme i¢in baglanma tam olarak gergeklesmedigine ya da
hiicre i¢inde konjugatla yapilan mevcut bagin kopmamasi durumunda aktifligi
diiser ya da kaybolur. Enzimatik etkiyle kopabilen peptid zincirler vasitasiyla,
poli(etilen glikol) (PEG) ile konjuge edilmis adriamsin iizerinde yapilan son
caligmalarda, kopmanin tiimér hiicrelerinde daha c¢ok segici davrandig
izlenimine varilmistir (Sinha, et al., 2006).

Hedeflendirilmis konjugatin hedef hiicre ile bag yaptiktan sonra hiicre
icine ulagip ulagmadigi, ideal hedeflendirme ligandinin tercihinde Onemli bir
oOlgiittiir. Hiicre icine ulasim ¢ogunlukla reseptdr aracili endositozla meydana
gelir. Nanopartikiil iizerinde bulunan timoér 6zgii ligandlar ya da antikorlar,
hiicre yiizeyindeki reseptorlerle bag yaparlar, bu da nanopartikiillerin hiicre
icindeki endozoma alinmasina yol acar.

Endozomun ig¢ tarafinda pH asidik hale gelir. Bu da, ilag nanopartikiillerde
salinimi baglatir. ilag yiiklii nanopartikiiller aktif akis pompas: bulunan P-
glikoprotein sayesinde taninamadiklari i¢in bu noktaya ugramadan hiicre i¢ine
girmis olurlar, bu sekilde hiicre icerisinde ilacin konsantrasyonunda artis
gozlenebilir (Kim, et al., 2010).

Aktif ve pasif her iki tiirdeki hedeflendirilme metodlarinda kullanilan
nanopartikiiller, normal hiicrelerde toksik etkiye yol agmadan ilacin tiimor
hiicreleri igerisindeki konsantrasyonunu yiiksek seviyelere ulagmasini amaglar.
Bunun disinda, nanopartikiiller 6zgiin reseptorler ile bag yapip hiicre icine
varirlar ve endozomlar tarafindan sarlirlar, bdylelik esas ilag direng
mekanizmalarindan olan P-glikoproteinler tarafindan taninmazlar (Mukerjee,
Ranjan, and Vishwanatha, 2012).

1.9 IVIS Spektrum Cihaz

IVIS spektrum cihazi yiiksek hassasiyete ve diisiik giiriiltiiye sahipin vivo
ve in vitro goriintiileme cihazidir. 1VIS spektrum cihaz1 organizmaya miidahale
edilmeden goriintiileme, canli organizmalarda hiicresel ve genetik aktiviteler
izlenebilme imkani saglamaktadir. Ayn1 zamanda goriintiileme floresans veya
biyoliiminesans 151k kaynaklar1 kullanilarak yapilmaktadir. Sekil 1. 11° de Ivis
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spektrum cihazinin boliimleri goriilmektedir. Sekilde de gortildiigl gibi goriinti
alim1 esnasinda anestezi yapilabilmektedir. (Poussard, et al.,2012).

KAMERA SISTEMI

OZEL LENS

TARAYICI MONTAJ LAZER

GORUNTULEME ALANI

ANESTEZI BOLUMU

KAMERA BILESENLERI

Sekil 1. 11 Ivis Spektrum cihazinin boliimleri.

Kanser ilaclarinin ¢ogu floresans 6zellige sahiptir. Bu gruplarin arasinda
yer alan DOX ilaci, kirmizi-floresans oOzelligine sahiptir. VIS spectrum
cihazinda DOXilacinin floresans ozelligi kullanilarak, isaretleme yapilmadan
kolaylikla in vivo goriintiileme yapilabilmektedir.
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2.MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

Kullanilan FeCls, Glukoz, NaOH, N(gaz1) , izopropanol, monokloro asetik
asit, hidrazin hidrat, EDC ve NHS Ege Universitesi Biyokimya Béliimii’'nden
temin edildi. Diger kimyasallar analitik safliktadir. Caligmada kullanilan
cihazlar; santrifiijj (Beckman microfuge E), orbital karistirict (Yellow line), su
banyosu (Memmert), spektrofotometre (Perkin Elmer Lambda 35 UV/VIS
Spectrometer), hassas terazi (Denver Instrument, SI-234A), manyetik karistirict
(IKA, RCT basic) (Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyokimya Bé&liimii),
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) (Phillips XL-30S FEG ve FEI Quanta 250
FEG, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Malzeme Arastirma Merkezi).FTIR
analizleri Ege Universitesi Kimya Béliimiinde yapildi. IVIS goriintiileme Ege
Universitesi ARGE-FAR Faz 6ncesi arastirma biriminde gergeklestirildi.

2.2 Metod

Bu c¢alismada over kanserinin tedavisinde terapdtik ajan olarak
kullanilabilirligini arastirmak amaciyla glukoz kapli manyetik nanopartikiiller
sentezlendi. Nanopartikiiller glukoz ve FeCl; den ¢ikilarak olusturuldu ve
yontemde glukoz yaninda olusan glukonik asid nedeniyle COOH uglarindan
DOX ilacinin baglandigi sentez reaksiyonu gergeklestirildi. Sentezlenen
nanopartikiillere kimyasal bag ile over kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilan doksorubisin ilact baglandiktan sonra in vivo denemeler yapildi.

2.2.1 Glukoz kaph manyetik nanopartikiillerin sentezi

Yaptigimiz c¢alismada glukoz kapli manyetik nanopartikiiller redoks
tepkimesine dayanarak sentezlendi. Sentez i¢in ilk olarak 200 mL 0,06 M FeCl3
80°C 2000 rpm de Ny gazi altinda biiyiik hacimli karistiricida dagitildi. Bu
asamadan sonra 40 mL 0,05 M Glukoz ¢ozeltisi eklendi. Bu karisim 80 °C,
2000 rpm de N, gaz altinda 30 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi
sonunda sicaklik 60 °C ye disirildi ve 5 M 15 mL NaOH damla damla
eklenerek pH 10 a ayarlandi ve 1 saat inkiibasyona birakildi. 2000 rpm de
kuvvetlice karistirma islemi sonucunda sentezlenen iiriin santrifiijlendi ve gece
boyu 60 °C de kurutuldu.Sentezlenen glukoz kapli manyetik nanopartikiillerin
karakterizasyonu FTIR ile yapildi. Sekil 2.1 de glukoz kapli manyetik
nanopartikiillerin (G-MNP) sentezi gorsel olarak verilmistir.
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Sekil 2.1 Glukoz kapli manyetik nanopartikiillerin sentezi.

2.2.2 Glukoz kaph manyetik nanopartikiillerin
karboksimetilasyonu

500 mg glukoz kapli manyetik nanopartikiiller (G-MNP) 100 mL
su:izopropanol (5:95) ¢ozeltisinde 70 °C’ de sicak su banyosunda dagitildi ve
tizerine 10 M 13,5 mL NaOH eklendi. 70 °C’ de 15 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresinin ardindan 12,75 g monokloroasetik asit eklendi. Bu
agamadan sonra 70 °C de sicak su banyosunda 700 rpm de karistirma yapilarak
2, 4 ve 6 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda alinan orneklere FTIR
analizleri yapildi. Analizlerin sonuglar1 karsilagtirilarak optimum inkiibasyon
zamani belirlendi. Optimum inkiibasyon siiresinde sentezlenen iiriin
santrifiijlendi ve gece boyu 60 °C’ de etiivde kurutuldu. Karboksillenmis G-
MNP lerin karakterizasyonu FTIR ile yapildi.

2.2.3 Karboksimetillenmis glukoz kaph manyetik
nanopartikiillerin hidrazinlenmesi

Karboksimetillenmis G-MNP ler sentezlendikten sonra 100 mg
karboksillenmis G-MNP 10 mL azottan gecirilmis distile su igerisinde oda
sicakliginda 400 rpm ¢alkalama hizinda dagitildi. Uzerine 2,875 g 1-Etil-3-[3-
dimetilaminopropil] karbodiimid (EDC), 1,870 g N-hidroksi-suksiniimid (NHS)
ve 1 uL hidrazin hidrat sirastyla eklendi. Ardindan 400 rpm ¢alkalama hizinda 4
saat inkiibasyona birakildi. Sentezlenen ornekler 3 kez 30’ ar dakika
santrifiijlendi. Elde edilen iiriin liyofilizatorde kurutuldu. Bu islemin ardindan
sentezlenen bilesigin karakterizasyonu FTIR ile yapildi.
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2.2.4 Hidrazinlenmis glukoz kaph manyetik nanopartikiillerine
doksorubisin baglanmasi

Doksorubisinin hidrazinlenmis nanopartikiillere baglanma asamasinda 20
mg hidrazinlenmis GNP 7 mL pH 5,6 250 mM asetat tamponunda ultrasonik
banyo (Elma Sonic) kullanilarak disperse edildi. Nanopartikiil soliisyonu iizerine
3 mL hacimde doksorubisin ¢6zeltisi eklendi. Orbital ¢alkalayicida 320 rpm
karigtirma hizinda ve oda sicaklifinda 48 saat inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda ila¢ bagli olan nanopartikiiller 13000 rpm de santrifiijlenerek
¢oktiiriildii ve ardindan su ile yikama yapildi. Ust faz ve yikama sularinda
doksorubisinin maksimum absorbans verdigi dalga boyu olan 486 nm ‘de
spektrofotometrik (Perkin Elmer Lambda 35) olarak tayinleri gergeklestirildi.
Doksorubisinin suda ¢oziiniirliigii diisiik oldugundan 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4 mg/ml
lik ilag ¢ozeltileri ile ¢alisildi.

Reaksiyon sonunda asagida belirtilen formiillere gore nanopartikiillere
doksorubisinin baglanma miktari (1) ve ylizdesi (2) hesaplanda.

[lag baglanma miktar1 = (Baslangi¢ ilag miktar1 (mg) — Baglanmayan ilag
miktar1 (mg)/ Nanopartikiillerin agirligi (mg) (1)

[lag baglanma yiizdesi = [(Baslangi¢ ilag miktar1 (mg) — Baglanmayan ilag
miktar1 (mg) / Baslangi¢ ila¢ miktar1 (mg)] x 100 (2)

2.2.5 Doksorubisin bagh G-MNP”’ lerin in vivo ¢calismalar:

Arastirmamizda hazirlanacak olan manyetik doksorubisin tasiyict
sisteminin biyodagilimi1 IVIS goriintiileme cihazi kullanilarak incelendi. VIS
goriintiileme ARGE-FAR Faz oOncesi arastirma biriminde gergeklestirildi.
Serbest doksorubisin, ilag igeren manyetik nanopartikiil belirlenen dozlarda 3” er
adet sicanin kuyruk veninden verildi. Bir grup siganin yumurtalik bolgesine
manyetik alan uygulandi. Enjeksiyondan sonraki 60. 120. ve 180. dakikalarda
IVIS spectrum cihazinda anestezi altinda siganlar goriintiilendi ve floresan
ozellikteki ilag tasiyici sistemlerin yeri belirlendi. DOX ilaci kirmizi-floresans
ozellige sahiptir. DOX’ un bu 6zelligi kullanilarak goriintiileme gerceklestirildi.
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3. SONUCLAR VE YORUM
3.1 Glukoz Kaph Manyetik Nanopartikiillerin Sentezi

Monosakkaritler indirgeme 6zelligi olan maddelerdir. Monosakkaritlerin
yapisindaki karbonil grubu bakir, demir, bizmut gibi iyonlar1 indirger ve sonucta
monosakkaritin kendisi de oksitlenerek aldonik asiti meydana getirir. Sun ve
arkadaglarinin 2009 yilinda yayinladiklar1 ¢alismalarinda siikroz ve FeCl;
kullanarak glukoz ve glukonik asit kapli manyetik nanopartikiiller hazirlanmigtir
(Sun, et al., 2009). Glukoz kapli manyetik nanopartikiiller bu metottan yola
cikilarak sentezlendi. Glukoz kapli manyetik nanopartikiillerin sentezi Sekil
3.1’de FeCl3’ e D-glukoz eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Glukozun ve
sentezlenen glukoz kapli manyetik nanopartikiillerin FTIR sonuglar1 Sekil 3.2 ve
3.3’ te verilmigtir. Etrafi glukoz ve glukonik asit kapli manyetik nanopartikiiliin
sekil 3.3° teki FTIR spektrumlarina gore 3307 cm™ hidroksil, v 1590 cm™
karbonil, 624 cm™ Fe-O fonksiyonel gruplarm varligi literatiir verileri ile
karsilastirilarak ~ degerlendirildiginde ilgili reaksiyonun gergeklestirildigi
anlasilmaktadir. Glukozun Sekil 3.2° deki FTIR spektrumlarina gére 3700-2700
cm™ bolgesindeki pikler genellikle H titresimlerinden kaynaklanmaktadir. C-H
baglarini, 1600-1400 cm™ de gozlenmektedir. Bu aralikta bulunan goklu pikler
ise C=C baglarin1 gostermektedir.

Felh + ; ( DR R0, 4 /Y\/\/ q' '|/I

- £ o )
D-Glukoz Glukonik Asit D-Glukoz

Sekil 3.1 G-MNP lerin sentez reaksiyonu.
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Sekil 3.4 G-MNP’lerin SEM goriintiisil.

Sentezlenen nanopartikiillerin SEM ile boyut analizi yapilmistir. Yapilan
SEM analizine gore sentezlenen nanopartikiiller kiireseldir. Partikiil boyutu
yaklagik 60 nm civarinda olup biyobozunur nanopartikiillerin ilag iletim
sistemlerinde kullaniminin avantajlart vardir. Nanopartikiiller kilcal damarlara
girebilirler ve ilacin hedef bolgede daha fazla akiimiile olmasini saglayabilirler.

Manyetik nanopartikiiller hazirlanilarak bir¢ok ilacin baglandig ¢aligmalar
literatiirde mevcuttur. Yapilan c¢aligmalar manyetik Gzellik gdsteren
nanopartikiillerin etkinliginin viicudun ana savunma sistemi tarafindan taninmasi
ve uzaklagtirilmasina bagli oldugunu gostermis ve sisteme takilan manyetik
nanopartikiillerin sistemde etkinliginin olamadig1 belirtilmistir. Son yillarda,
boyut ayarlamasi yapilarak yada manyetik partikiil ylizeyleri modifiye edilerek
savunma sistemine takilmayan nanopartikiiller olusturulmaya calisilmaktadir.
2009 yilinda Lartigue ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada,
magnetit nanopartikiilleri ramnoz sekeri fosfat baglayicis1 yardimiyla magnetit
yiizeyine kovalent olarak baglamislardir. Siiperparamanyetik 6zellik gosteren
nanopartikiillerin boyutu 4 nm olarak bulunmustur (Lartigue et al., 2009). Kan
dolasiminda savunma sistem tarafindan taninmadan hedef bolgeye
gonderilebilen c¢alismalar glinlimiizde de devam etmektedir.
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3.2 Glukoz Kaph Manyetik Nanopartikiillerin
Karboksimetilasyonu

2008 yilinda Lu ve arkadaslar1 tarafindan dogal bir polisakkarit olan
pullulandan pH duyarli nanopartikiil sentezlemistir. Hazirlanan nanopartikiiller
karboksimetillendikten —sonra doksorubisin ilact hidrazon bag ile
nanopartikiillere takilmigtir.

Bizim metodumuzda sentezlenen nanopartikiiller o-kloro asetik asit
kullanilarak su ve izopropil alkol karigiminda karboksimetil tiirevi
olusturuldu.Bu adimda tiirevlendirmenin yapilip yapilmadigr FTIR kullanilarak
kontrol edildi. Doksorubisinin nanopartikiillere baglanmasi igin yapilan ilk
modifikasyon karboksimetilasyon tiirevi olusturmaktir. Doksorubisin ilacinin pH
duyarli hidrazin bagiyla nanopartikiillere baglanmasi i¢in uygun ¢ézgen iginde
a-kloro asetik asit kullanilarak karboksimetil tiirevleri olusturulmustur.

Optimum karboksimetilasyon siiresini bulmak igin 3 farkli (2 saat, 4 saat
ve 6 saat) inkiibasyon siiresinde karboksimetilasyon yapildi. Sekil 3.4’ te G-
MNP’ lerin 2 saatlik karboksimetilasyonun, Sekil 3.5’ te G-MNP’ lerin 4 saatlik
karboksimetilasyonun ve sekil 3.6 da G-MNP’ lerin 6 saatlik
karboksimetilasyonun FTIR analizi verilmistir. Elde edilen 3 farkli FTIR
analizleri karsilstirildiginda 1600-1400 cm™ arasindaki pikler yapidaki C-H
baglarini, 600-700 cm™ arasindaki pikleri ise Fe-O fonksiyonel gruplarm
varligin1 gostermektedir. Her bir 6rnegin FTIR spektrumlar karsilastirildiginda
6 saatlik inkiibasyonda v 2287 cm™ de metil gruplarmin daha yogun bir sekilde
olustugu gozlendi ve bu sonuglara gére optimum siirenin 6 saat olduguna karar
verildi.
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Sekil 3.5 G-MNP’ lerin 2 saatlik karboksimetilasyonun FTIR analizi.
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Sekil 3.6 G-MNP’ lerin 4 saatlik karboksimetilasyonun FTIR analizi.
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Sekil 3.7 G-MNP’ lerin 6 saatlik karboksimetilasyonun FTIR analizi.

3.3 Karboksimetillenmis Glukoz Kaph Manyetik
Nanopartikiillerin Hidrazinlenmesi

Tiirevlendirmenin dogrulanmasinin ardindan karboksimetil
tirevlendirilmis  nanopartikiil  hidrazinhidrat ile =~ EDC  (1-Etil-3-[3-
dimetilaminopropil] karbodiimid) varliginda kondenzasyon reaksiyonuna
sokuldu ve sonucunda amit tiirevi elde edildi. Hidrazin hidratin nanopartikiillere
baglanmasi i¢in NHS , EDC iyonlastici olarak kullanildu.

Hidrazinlenmis glukoz kapli manyetil nanopatikiilleri FTIR analizi ile
karakterize edildi. Hidrazinlenmis G-MNP’ lerin FTIR analizi Sekil 3.7 de
verilmistir. FTIR spektrumarina gore v 2287 cm™ deki goriilen metil gruplarinin
hidrazinlendigi ve metil spektrumlarinin var olmadig1 gézlemlendi. N-H ve O-H
titresimleri 3600- 3000 v cm™ arasinda gozlenmektedir. O-H gruplari genis
piklerde N-H gruplar ise sivri piklerde goriilmektedir. Sekil 3.7° deki FTIR
spektrumlarinda yer alan 3390 vem™ piki sivri oldugu igin N-H gruplarinin
varlig1 gézlemlenmektedir.
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Sekil 3.8 G-MNP’ lerin hidrazinlenmesinin FTIR analizi.

3.4 Hidrazinlenmis Glukoz Kaph Manyetik Nanopartikiillerine
Doksorubisin Baglanmasi

Hidrazinlenmis nanopartikiile doksorubisinin baglanmasinin pH 5,6 ’da
hidrazon bag ile gerceklesti. Ust faz ve yikama sularinda doksorubisinin
maksimum absorbans verdigi dalga boyu olan 486 nm ‘de spektrofotometrik
(Perkin EImer Lambda 35) olarak tayinleri gerceklestirildi.

Hidrazon bag: bilindigi gibi asidik ortamda kolayca parcalanabilen bir bag
tiirtidiir ve kanser mikrogevresinin asidik 6zelligi nedeni ile ilacin yapidan kolay
ayrilabilmesi igin segilmistir. Tiimor etrafinda kan ve lenf damarlarmin normal
olmayan yapt ve islev gostermesi Sebebi ile dokulararasi sivi basincinda
yikselme goriilir ve timor damarlarinda selektivitesinin azaldigi igin
gecirgenlikte artis gozlenir. Normal olmayan metabolik ¢evreler sebebiyle
tiimorler mikro ¢evresinde hipoksi ve asidoz meydana gelir. Anaerobik glikoliz
sonucu laktik ve karbonik asitlerin meydana gelmesi ile timor ¢evresinin pH’si
oldukga diisiik degerlere sahiptir.
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Sekil 3.9 Degisen konsantrasyonlarda ilag ile yapilan reaksiyon sonucu baglanan ilag
miktar1 ve yiizdesi.

Sekil 3.9 da doksorubisinin degisen konsantrasyonlar: ile yapilan
reaksiyon sonucu baglanan ilag miktart ve yiizde grafigi verilmistir. Artan
konsantrasyonlar ile baglanan ila¢ miktar1 artmis, baglanma ylizdesi ise
diismiistiir. Hidrazinlenmis nanopartikiillere 2 mg/ml konsantrasyon ile ortalama
199 pg/mg np, 3 ve 4 mg/ml konsantrasyon ile de ortalama 280 pg/mg np
miktarindaki ila¢ yiiklenmistir. Ilag baglanma yiizdelerinde ise 3 mg/ml
konsantrasyon ile %47, 4 mg/ml konsantrasyon ile de %37 verim alinmigtir. Bu
nedenle optimum baslangi¢ ilag konsantrasyonu olarak 3 mg/ml se¢ilmistir.

3.5 Doksorubisin baghh G-MNP’ lerin in vivo ¢alismalari

Arastirmamizda hazirlanan manyetik doksorubisin tasiyicit sisteminin
biyodagilimi IVIS goriintilleme cihazi kullanilarak incelendi. Goriintiileme,
Dox’ un kirmizi-floresans Ozelliginden yararlanilarak, isaretleme yapilmadan
yapildi. Sekil 3.10° da digaridan manyetik hedefleme yapilansicanlarda DOX
bagli G-MNP tasiyict sistemin IVIS spectrum cihazi kullanilarak in vivo
gortintiilenmesine yer verildi. Goriintiiler periyodik olarak 60 dakikada bir alindi
ve en son alman siire 180. dakikadir. Sekil 3.11°de ise kontrol grubu olarak,
serbest Dox’ un IVIS spectrum cihazi kullanilarak siganda in vivo
goriintiilenmesine yer verildi. Dox bagli G-MNP’ler kontrol grubu ile
karsilastirma yapildiginda manyetik hedefleme yapilan Dox bagli G-MNP’lerin
biyodagilimi 180 dakika boyunca over ¢evresinde iken kontrol grubunun tiim
viicuda dagildig goriildii.

Manyetik hedeflendirme yaklasimi manyetik ilag¢ tasiyicisina bagli veya
tastyictya enkapsiile edilmis bir terapdtik ajanin intravendz enjeksiyonu ve
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disaridan lokalize manyetik alan uygulamasiyla tiimdr dokusuna yonelmesini
kapsar. Kanser ilacinin hedef bolgeye manyetik hedefleme ile gonderilmesini
kapsayan g¢alismalar yillardir devam etmektedir. Mu- Yi Hua ve arkadaslarinin
yapmis oldugu caligmada, Dox ilaci sliper manyetik nano tasiyilara kovalent
olarak baglanmis ve manyetik hedefleme yapilarak mesane kanserinin
tedavisinde kullanilmasi planlanmistir. Kullanilan nano tasiyicilarin ¢ekirdek
kism1 Fe30O, iken kabuk kismi ise N-[1-1 butirik asit]-anilindir. Kovalent bag, N-
[1-1 butirik asit]-anilinde bulunan -NH, grubu ile Dox -COOH grubu arasinda
olamasi saglanmis ve bdylece Dox’ un termal stabilitesi ile manyetik hedefleme
verimi arttirilmistir.  Yapilan manyetik rezonans gorilintiileme sonucunda
manyetik hedeflemede basar1 saglanarak nano tasiyici sistemin tedavi etkinligi
artirtlmastir.( Mu-Yi Hua, et al.,2011) Nihal Elbialy ve arkadaslarinin yapmis
oldugu benzer bir calismada ise Dox ilaci manyetik altin nanopartikiillerine
yiiklenerekilag tasiyici sistem manyetik hedeflendirilmistir ve terapotik etkinligi
degerlendirilmistir. Sentezlenen manyetik altin nanopartikiilleri 22 nm
boyutlaridadir. /n vivo ¢aligmada ise Dox yiiklii altin nanopartikiiller manyetik
hedeflemenin tiimor ¢evresinde pasif hedeflendirmeye gore daha ¢ok miktarda
ilag birikimini sagladig1 kanitlanmigtir (Nihal, et al,.2015).

Hong Yeon Yoon ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada glikol
kitosan nanopartikiillerine Dox ilact enkapsiile edilerek prostat kanserinin
tedavisindeki etkileri arastirilmistir. Sentezlenen nanopartikiil sistemi 290 nm
capinda ve kiire seklinde oldugu TEM goriintiileme sistemiyle belirlenmistir.
Nanopartikiil sisteminsalim ve lokalizasyonu, IVIS Spektrumu Goriintiileme
Sistemi  kullanilarak yapilmistir. Yapilan in vivo calismada herhangi bir
hedefleme yontemi kullanilmamis olup; Dox yikli glikol kitosan
nanopartikiillerin saglikli organlarda da biriktigi tespit edilmistir. Yaptigimiz
calisma ile kiyaslandiginda manyetik hedeflemenin daha avantajli oldugu ve
saglikli organlarda birikimi engelledigi belirlenmistir ( Hong Yeon Yoon et al.,
2014).

Calismamizin sonucu olarak; Dox bagli G-MNP’ lerin over ve cevresi
disinda birikmenin olmadigi, saglikli organlara da sigramanin en aza indirildigi,
tagiyic1 sistemin biyodagilimlart ve disaridan uygulanan manyetik alan ile
yonlendirilebilir oldugu tespit edildi.
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Sekil 3.10 DOX bagli G-MNP tastyici sistemin manyetik hedefleme yapilarak IVIS spectrum
cihazinda in vivogoriintiilenmesi a-1) 0.Dk’ da alinan goriintii a-2) 60.Dk’ da alinan goértntii a-3)
120.Dk’ da alinan goriintii a-4) 180. Dk’ da alinan goriintii.

a-2

Sekil 3.11 Serbest DOX’ un IVIS spectrum cihazi kullanilarak siganda in vivo goriintiilenmesi a-
1) 0. DK’ da alinan goriintii a-2) 60.Dk’ da alinan goriintii a-3) 120.Dk’ da alinan gériintii a-4)
180. Dk’ da alinan goriintii.
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4. GENEL DEGERLENDIRME

Kanser; boliinmesi kontrolsiiz olan ve viicuttaki farkli dokulara sigrama
ozelligi bulunan normal olmayan hiicrelerin meydana getirdigi hastaliklar i¢in
kullanilanilmas1 uygun olan bir terimdir. Kanser terapisinde radyoterapi,
ameliyat ve kemoterapi benzeri metodlar uygulanmaktadir. Kemoterapi yontemi;
kanser hastaligi olan bireylerde énemli yan etkiler gostermektedir. Bu yiizden,
tiimorlii dokuya spesifik ilag transfer sistemlerine gerek duyulmaktadir. Ilacin
normal dokularda daha diisiik seviyede birikmesinin ve timdorlii bolgede tercihen
yogunlasmasinin bir sonucu olarak ilacin toksik etki seviyesi diigser. Klasik ilag
uygulama yollar1 oral ve intravendzdiir. Bu metotlarin birka¢ dezavantaji vardir.
Tablet veya kapsiillerin oral alimi metabolik yollar nedeniyle diizensiz
farmakokinetikle sonuglanir. Dolayistyla verilmesi gereken dozdan daha yiiksek
miktarda uygulamak gerekir, fakat bu durum da toksisitenin artmasina neden
olur. Intravendz uygulanan ilaglarin da spesifikliginin diisiik olmas1 ve saglikli
dokulara zarar vermesi nedeniyle problem yarattigi bilinmektedir. Kanser
kemoterapisindeki bir diger problem ila¢ diren¢ mekanizmasidir. Tek bir ilaca
kars1 ortaya ¢ikan diren¢ mekanizmasi sonrasinda hiicreler bu ilacla yapisal ve
mekanik iligkili olmayan diger ilaclara kars1 capraz direng gosterebilir.

Over kanseri kadinlarda sik goriilen neoplazmlardir. Kadin genital sistem
kanserlerinin  %30’unu olusturur. Glineydogu Asya ve Afrika gibi az gelismis
iilkelerde endometriyum ve serviks kanserlerinden sonra {igiincii sirada iken
sosyoekonomik olarak gelismis daha yiiksek oranda goriiliir.

Over kanseri kadin yumurtaliklarinda meydana gelmekte olup, yumurtalik
kanseri olarakta bilinmektedir. Yumurtaliklar kadinlarda ¢ogalma gorevi ve
hormon {iretiminden sorumludur. Uretilen hormonlar progesteron ve
ostorojendir. Normal sartlarda  viicudumuzdaki  hiicreler  boliinerek
cogalmaktadirlar ve bdylelikle 6len hiicrelerin yerine yeni cogalan hiicreler
gelerek gorev yapmasi saglanmis olur. Fakat bu normal hiicreler kanser
hiicrelerine doniistirse, boliinerek ¢ogalan hiicreler kontrollerini kaybederek daha
hizli bir sekilde anormal bigimde ¢ogalirlar ki bu da tiimor denilen, ur olarakta
bilinen kitlelerin olusmasina yardimci olur. Bu Kitleler gevrelerinde bulunan
diger organlara fiziki basi yaparak isleyislerini bozabilecekleri gibi, ana tiimor
kitlesinden ayrilan pargalarin viicudun farkli bolgelerine dagilmasiyla tipta
metastaz olarak bilinen yeni timérlerin meydana gelmesini saglayabilir.

Antrasiklin bir antibiyotik olan doksorubisin en genis kullanim alanina
sahip ve gerek tek bir ajan gerekse kombinasyonlu bi¢imde intravendz olarak
hastaya uygulanan antikanser ilaglardan biridir. Streptomyces peucetius tiirtinden
elde edilen doksorubisin meme, over, mesane, bronsogenik akciger, tiroid ve
gastrik kanseri, yumusak doku, osteogenik ve Kaposi sarkomasi, néroblastoma,
Wilms tiimérii, Hodgkin ve non-Hodgkin lenfoma ile akut myeloblastik ve akut
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lenfoblastik 16semi tedavisinde kullanilmaktadir. Doksorubisinin DNA baz
ciftleri arasina girdigi, boylece DNA sentezinin inhibisyonuna ve DNA bagimli
RNA sentezi inhibisyonuna neden oldugu bilinmektedir (Fornari F. et al., 1994).
Doksorubisinin kardiyotoksisite, myelosupresyon gibi istenmeyen bir¢ok yan
etkisi vardir, bu durum ilacin olduk¢a dar bir terapotik indekse sahip olmasina
yol acar. Agiz enflamasyonu, gastrointestinal problemler, sa¢ dokiilmesi, el ayak
sendromu (PPE) diger yan etkileri arasindadir. Nadir goriilen yan etkileri ise,
kolon {ilserasyonu ve nekrozu ile néropatidir. Istenmeyen bu etkilerin yani sira
bir diger dnemli konu ila¢ direncliligidir. Doksorubisin ilacinin viicuttaki yari
omrii 0,8 saat, klerans hizi ise 14,4 ml/dk kg’ dir. flacin yar1 dmriiniin uzamasini
ve klerans hizinin azalmasini saglayacak ayrica toksisitesini minimuma
indirecek ve ila¢ direnclilik mekanizmasini asip terapdtik indeksini artiracak
formiilasyonlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Giinlimiizde nanopartikiiler ilag tasiyici
sistemler kullanilarak daha diisiik dozda ilacin kullanilmasi ve daha az zararl
olmas1 saglanabilmektedir. Nanoteknolojide son yillarda artan gelismeler ile
birlikte kanser tedavisine yonelik nano boyutlu ilag¢ tasiyict sistemlerinin
tasarimi olduk¢a hizlanmistir. Bu amagla gesitli formiilasyonlar pek ¢ok bilim
insan1 tarafindan arastirilmaktadir. Bu sistemlere ornek olarak; nanopartikiiler
lipozomlar ve miseller verilebilir. Nanopartikiiler tasiyict ve kontrollii salim
sistemleri kullanilarak kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ajanlarinin yan
etkilerinin azaltilmast ve sadece istenilen bolgeye ilacin hedeflendirilmesi
amactyla pek cok c¢alisma gergeklestirilmektedir. Hazirlanan nanopartikiiler
sistemlerin ise biyobozunur, biyouyumlu olmalar1 ve disiik antijenik 6zellik
tasimalar1 da aranan ozellikler arasindadir (Fornari, et al., 1994).

Yaptigimiz calisgmanin ilk adimi olarak monosakkaritlerin indirgenme
ozelliginden yola ¢ikilarak glukoz kapli demir oksit nanopartikiilleri sentezlendi.
Fe3Os nano yapilart demirin oksitlenerek pasiflesmesi yiizey reaktivitesinin
azalmasi1 sonucu olusan bir yapidir. Demir bilindigi gibi sahip oldugu yiiksek
doyum miknatislanma degeri nedeni ile teknolojik pek cok alanda vazgecilmez
bir yapidir. Demir nano parcaciklart 6zellikle, karbon-karbon baglarinin
olusumu ve parcalanmasinda etkin bir rol almaktadir. Fakat nano boyutta
demirin teknolojik uygulamasinda karsilagilan en 6nemli dezavantaj, sahip
oldugu yiiksek reaktivitesidir. Su veya hava ortaminda bulundugu zaman g¢ok
hizl1 bir sekilde oksitlenerek, sahip oldugu ferromanyetik karakteristigi kaybedip
antiferromanyetik yapiya doniismektedir. Bu da, yliksek oranda oksijen igeren
veya sulu ortamlarda demirin kullanilmasini engelleyici bir etken olarak
karsimiza c¢ikiyor. Literatiirlerde bu sebeple, demirin yiizey reaktivitesinin
azaltilip, kullanilan sistem igerisinde kararli olarak uzun siireler kalabilmesi i¢in
cesitli calismalar bulunmaktadir. Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin ve
glukozun FTIR sonuglart Sekil 3.2 ve 3.3’ te verilmistir. Etrafi glukoz ve
glukonik asit kaplt manyetik nanopartikiiliin ve glukozun FTIR spektrumlarina
gore v 1590 cm™ karbonil; 624 cm™ Fe-O fonksiyonel gruplarin varlig: literatiir
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verileri  ile  karsilagtirllarak  degerlendirildiginde  ilgili  reaksiyonun
gerceklestirildigi anlasilmaktadir. Sentezlenen nanopartikiillerin SEM ile boyut
analizi yapilmistir. Partikiil boyutu yaklasik 60 nm civarinda olup biyobozunur
nanopartikiillerin ila¢ iletim sistemlerinde kullaniminin avantajlar1 vardir.
Nanopartikiiller kilcal damarlara girebilirler ve ilacin hedef bolgede daha fazla
akiimiile olmasini saglayabilirler. Bu calismada elde edilen nanopartikiillerin
boyutlart 60 nm civarinda tespit edilmis olup bu tip ilag iletim sistemlerinde
istenen ozelliklere sahip olduklart diistiniilmektedir. Bu asamadan sonra ilag
baglayabilmek icin nanopartikiillere uygun modifikasyonlar yapilmistir. ilk
olarak a-kloro asetik asit kullanilarak su ve izopropil alkol karigiminda
nanopartikiillerin karboksimetil tiirevi olusturulmasi saglanmistir. Yapilan FTIR
analizinde spektrumlar karsilastirildiginda 6 saatlik inkiibasyonda v 2287 cm™ de
metil gruplarinin daha yogun bir sekilde olustugu goézlendigi ve bu sonuglara
gore optimum silirenin 2, 4 ve 6 saatleri arasindan 6 saat olduguna karar
verilmistir. Tiirevlendirmenin dogrulanmasinin ardindan karboksimetil tiirevledi
rilmis nanopartikiil hidrazinhidrat ile EDC (1-Etil-3-[3-dimetilaminopropil]
karbodiimid hidroklorid) varliginda kondenzasyon reaksiyonuna sokuldu ve
sonucunda amit tiirevi elde edildi. Hidrazin hidratin nanopartikiillere baglanmasi
icin NHS , EDC iyonlastici olarak kullanilmistir. Sentezlenen {iriin FTIR analizi
ile karakterize edilmistir. FTIR spektrumarina gore v 2287 cm™ deki goriilen
metil gruplarmin hidrazinlendigi ve metil spektrumlarinin var olmadigi
gozlemlenmistir. Bu agamadan sonra glukoz kapli nanopartikiiller doksorubisine
baglanmaya hazir hale getirilmistir.  Hidrazinlenmis  nanopartikiile
doksorubisinin baglanmasinin pH 5,6 ’da hidrazon bagi ile ger¢eklestirilmistir.
Hidrazon bag: bilindigi gibi asidik ortamda kolayca parcalanabilen bir bag
tiirtidiir ve kanser mikrogevresinin asidik 6zelligi nedeni ile ilacin yapidan kolay
ayrilabilmesi i¢in segilmistir. Bu adimda nanopartikiil sentezi ve nanopartikiile
ila¢ baglanmas1 tamamlanmis olup Ust faz ve yikama sularida doksorubisinin
maksimum absorbans verdigi dalga boyu olan 486 nm ‘de spektrofotometrik
(Perkin Elmer Lambda 35) olarak tayinleri gergeklestirildi. Artan
konsantrasyonlar ile baglanan ila¢ miktar1 artmig, baglanma yiizdesi ise
diismiistiir. Hidrazinlenmis nanopartikiillere 2 mg/ml konsantrasyon ile ortalama
199 pg/mg np, 3 ve 4 mg/ml konsantrasyon ile de ortalama 280 pg/mg np
miktarindaki ilag yiiklenmistir. Ilag baglanma yiizdelerinde ise 3 mg/ml
konsantrasyon ile %47, 4 mg/ml konsantrasyon ile de %37 verim alinmistir. Bu
nedenle optimum baslangi¢ ilag konsantrasyonu olarak 3 mg/ml se¢ilmistir.

Gergeklestirilecek calisma kapsaminda doksorubisin yiiklii, glukoz kapli
manyetik nanopartikiiller sentezlenmistir. Formiilasyonun bu asamasinda elde
edilen triin, disardan uygulanan manyetik alanla viicudun istenilen bolgesinde
birikme potansiyeline sahip oldugu yapilan in vivo ¢alismalarla belirlenmistir.
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