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OZET

Kanser tedavisinde, kemoterapi ¢oklu ilag direncinin gelistigi hiicre tiplerinde
cogunlukla basarisiz olmakta veya kullanilan antikanser ajanin etkinligi diisiik
kalmaktadir. Son yillarda kanser hiicrelerinde olusan ¢oklu ilag direncinin etkisiz hale
getirilmesi i¢in birtakim ilag salim sistemlerine bagvurulmakta ve bu alanda yapilan

arastirmalar hiz kazanmaktadir.

Ilag salim sistemleri kullamilarak ilacin hiicre i¢inde kalis siiresi ve dolayisiyla
etkinliginin artirilmast hedeflenmektedir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar
dendrimerlerin ilag salim sistemi olarak kullaniminin etkili olabilecegi dogrultusunda

birtakim sonuglar ortaya ¢ikarmistir.

Bu arastirmada over kanser hiicrelerinde tedavi amacli sitotoksik etkinin, MDR-
1 gen ekspresyonu ile agiga c¢ikan P-glikoproteininin yarattigi ¢oklu ila¢ direncinin

asilarak artirilmasi i¢in 5.J PAMAM-Paclitaxel kompleksi olusturulmustur.

Arastirmada MDAH-2774 endometrioid over kanseri hiicre hatt1 ve Paclitaxel
ilacina diren¢ kazandirilmis MDAH-2774 endometrioid over kanseri hiicreleri

kullanilmuastir.

Paclitaxel ilact ve 5.] PAMAM-Paclitaxel kompleksi MDAH-2774 hiicrelerine
sitotoksik etki yaratmalari i¢in uygulanmigtir. MTT testi araciligiyla bu iki molekiiliin
sitotoksik etkileri belirlenmistir. 5.J PAMAM-Paclitaxel kompleksinin MDAH-2774
hiicreleri lizerinde yarattig: sitotoksik etki Paclitaxel’e gore daha diisiik bulunmustur.
Aradaki bu fark 5. PAMAM-Paclitaxel kompleksinden Paclitaxel’in salim kinetigini

anlamaya yonelik daha ayrintili bir aragtirmaya ihtiya¢ duyuldugunu desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: MDR1, Paclitaxel, PAMAM Dendrimerleri, ¢oklu ilag¢ direnci,

over kanseri



ABSTRACT

Chemotherapy is often unsuccessful in cell types developed by multidrug
resistance, or the effectiveness of the anticancer agent used remains low at cancer
treatment. In recent years, drug delivery systems have been resorted to inactivating the
multidrug resistance gene in cancer cells, and research on this area is being accelerated.

Drug release systems are aimed at increasing the duration of the drug in the
cell and therefore its efficacy. Recent research has revealed some evidence that
dendrimers can be as effective as they are in the drug system.

PAMAM G5-Paclitaxel complex was established to overcome the delayed
cytotoxic effect in cancer cells, the multidrug resistance caused by P-glycoprotein
induced by MDR-1 gene expression in this study.

MDAH-2774 endometrioid over cancer cell line and MDAH-2774
endometrioid over cancer cells resistant to paclitaxel drug were used in the study.

The paclitaxel drug and PAMAM G5-Paclitaxel complex were applied to
generate cytotoxic challenge to MDAH-2774 cells. Cytotoxic interactions of these two
molecules via MTT assay. The cytotoxic effect of the PAMAM G5-Paclitaxel complex
on MDAH-2774 cells was found to be lower than that of Paclitaxel. This difference
supports the need for more detailed investigation into the efficacy of Paclitaxel in the
PAMAM G5-Paclitaxel complex.

Keywords: MDR1, Paclitaxel, PAMAM Dendrimers, multidrug resistance, ovarian

cancer
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1. GIRIS

Over kanseri jinekolojik kanserler arasinda en 6liimciil tip olup, kanser iliskili

kadin hasta 6liimlerinde 2. sirada yer almaktadir (1).

Over kanserlerinin %70’ine ge¢ evrede tani konulabilmektedir. Geg evrede

hastalarin yalnizca % 25°1 5 yillik yasamda kalma siiresine sahiptir (2), (3).

Over kanseri ¢esitli subtiplerden meydana gelmektedir. Bunlarin arasinda
yaklasik %90 oraninda epitelyal over kanseri bulunmaktadir. Epitelyal olmayan kanser
tipleri %10 oraninda goriilen germ hiicre tiimorleri ve stromal hiicre timdrleridir (4).
Baz1 over kanserleri over disindaki bolgelerden kdken almaktadir, 6rnegin yiiksek
dereceli serdz adenokarsinomalar fallop tiiptinden kdken almaktayken bazi diger over
kanserleri peritonyumdan, endometrioid ve berrak hiicre karsinomalar1 ise uterusun
disindaki endometriyum dokusundan kokenlenmektedir (5), (6). Halihazirda over
tiimdrlerinin over yiizey epitelinde bulunan embriyonik kok hiicrelerden kdken aldig
distintilmektedir (7). Yiiksek dereceli ser6z over kanserinin olusumunda fallop tiipti
mukozasinin 6nemi over yiizey epiteli ile karsilastirildiginda tartismaya agik bir
konudur. Buna karsilik endometriozis ile orijinlenen tiimoérler endometrial kokenli
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bazi durumlarda over kanseri yerine “pelvik” veya
“peritoneal” terimlerinin kullanilmasi Onerilmektedir. Yine de literatiirdeki
karmasadan dolayi, bu hastaliklarin kdkeninin daha iyi anlasilana kadar over kanseri
olarak adlandirilmasi daha dogru olarak belirtilmektedir (8). Bu bilgilerin 1s18inda
yapilan over kanserleri siniflandirmasinda over kanserleri tubal ve ovaryan olarak iki

gruba ayrilmistir (9).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. OVER KANSERININ RiSK FAKTORLERI

Over kanserinin gelisiminde genetik faktorler, yas, postmenopozal hormon
terapisi kullanimi, infertilite ve nullipariteyi iceren ¢esitli risk faktorleri rol

oynamaktadir (4).

2.1.1. Genetik Faktorler

Over kanser ¢esitlerinde %17’lik bir oranla en ¢ok karsilasilan genetik bozukluk
esey hiicrelerindeki BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlaridir. Epitelyal over kanserlerinin
bircok subtipi, basta yiiksek dereceli ser6z over kanseri olmak tizere BRCA
mutasyonlart ile iligkilidir. BRCA mutasyonlarinin en az rastlandigi subtip miisindz
over kanseridir (5), (6), (7). Gen lizerindeki BRCA yerlesimi ve gelisen mutasyon tipi
over kanseri gelisimi riskini etkileyebilmekedir. BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarina
sahip hastalarda over kanseri gelisme riski mutasyon tipi, niikleotid pozisyonu ve
mutasyonun fonksiyonel sonucuna gore degismektedir (8). Esey hiicrelerinin DNA
onariminda gorev alan RADS51C, RAD51D, BRIP1, BARDI1 ve PALB2 genlerinde
gerceklesen mutasyonlar over kanseri gelisiminde rol oynamaktadir. DNA onariminda
gorev alan CHEK2, MREI11A, RAD50, ATM ve TP53 gibi diger bazi genlerde

bulunan kalitsal mutasyonlar da over kanseri riskinin artirmaktadir (6), (9), (10).

Lynch sendromu over kanseri gelisimini etkileyen kalitimsal bir hastaliktir. Bu
sendrom esey hiicrelerinde bulunan DNA yanlis eslesme onarim sistemindeki MLHI1,
PMS2, MSH2, MSH6 genlerinde meydana gelen degisik frekanslardaki mutasyonlar
ile karakterize edilmektedir. Lynch sendromu goriilen ortalama 48 yasindaki hastalarin
yaklasik %50’sinde 1. evre kanserle karsilagilmaktadir. Lynch sendromu hastalarinda
cogunlukla endometrioid ve berrak hiicreli over kanserlerine rastlanmaktadir (11),
(12), (13). Tim bu bilgilerle birlikte kalitimsal olarak gelisen gen mutasyonlarinin
belirli organlarda kanser gelisimine sebep olusunun mekanizmas: heniiz

bilinmemektedir (4).

2.1.2. Oral Dogum Kontrol ilac1 ve Hormon Replasman Tedavisi

BRCAL1 mutasyonu bulunan veya herhangi bir genetik bozukluk bulunmayan

kisilerde oral dogum kontrol ilac1 kullanimi1 over kanseri gelisimi riskini azaltmaktadir



(14), (15). 5584 adet over kanseri olan hasta ve 1,3 milyon adet kadinin katilim ile
gerceklesen arastirmalarin meta-analizleri sonucunda ser6z, endometrioid, berrak
hiicreli kanserlerde oral dogum kontrol ilac1 kullaniminin over kanseri riskini azalttigi,
miisinéz over kanserinde bu etkinin goriilmedigi belirlenmistir (16). Yine de diger
meta-analizler oral dogum kontrol ilaglarmin over kanseri riskini diisiiriicii veya

artiricr yonde etki ettigine yonelik yeterli kanit icermemektedir (17).

Hormon replasman terapisinin postmenopozal donemdeki kadinlarda yalnizca
Ostrojen kullaniminda over kanseri riskini %22 oraninda, Ostrojenle birlikte
progesteron kullaniminda %10 oraninda artirdigi belirlenmistir (18), (19), (20).
Bununla birlikte bir meta-analiz arastirmasinda ser6z ve endometrioid over kanserinde
hormon replasman terapisi géren postmenopozal donemdeki kadinlarin over kanserine
yakalanma riskinin yalnizca Ostrojen ya da o&strojenle birlikte progesteron

kullaniminda benzer oranlara sahip oldugu gdsterilmistir (21).

2.1.3. Reprodiiktif Faktorler

Dogum sayisi, dnceden tiibal ligasyon, salpingektomi, unilateral veya bilateral
ooforektomi (cerrahi islemle overin alinmasi) over kanseri riskini etkileyen diger
faktorlerdir (22), (23), (24). Dogum yapmis kadinlar, dogum yapmamis kadinlara gore
over kanserinin tiim subtiplerine yakalanma agisindan daha az risk tasimaktadir, bu
risk berrak hiicreli over kanserinde en aza diismektedir. Herhangi bir histolojik subtip
over kanserine 0zgii olmaksizin {inilateral ooforektomi over kanseri riskini %30
oraninda azaltmaktadir. Bilateral ooforektomi de over kanserine genetik agidan
yatkinlig1 bulunan kadinlarin over kanserine yakalanma riskini azaltmaktadir (23),
(25). Tiibal ligasyon berrak hiicreli ve endometrioid over kanserlerinin riskini
azaltirken, histerektomi berrak hiicreli over kanserinin riskini azaltmaktadir (16), (22),
(23), (24). Endometrioid ve berrak hiicreli over kanserlerinin endometriozis ile iliskili

oldugu diistiniilmektedir (16).

2.1.4. Diger Risk Faktorleri

Obezite postmenopozal kadinlarda over kanseri agisindan bir risk faktorii olarak
nitelendirilmektedir. Bir meta-analiz ¢alismasiin sonucu olarak hormon replasman
terapisi gormeyen kadinlarda 5 kg’lik kilo alimi1 over kanseri riskinin yaklagik %13
oraninda arttifin1 gostermistir (26). Obezite, yliksek dereceli serdz over kanserinden

daha c¢ok endometrioid ve miisindz over kanserlerine yakalanma agisindan risk
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arzetmektedir (27). Diizenli fiziksel aktivitenin over kanserine yakalanma riskini
azalttig1 bir meta-analiz tarafindan gosterilmistir; en aktif olan kadinlarin %30-60

arasindaki oranlarda daha az over kanserine yakalanma riski tasidigi belirtilmistir (28).

Beslenmenin over kanserinin gelisimi ile iliskisi lizerine yapilmis arastirmalar
da mevcuttur. Siit tiketimi ile over kanseri gelisimi arasinda Onemli bir iligki
bulunmamasina ragmen yag1 alinmis siit ve laktoz tiikketimi ile over kanseri olusma
riski arasinda ters bir korelasyon oldugu saptanmistir. Bu ters korelasyonun
endometrioid over kanserinde bulundugu belirtilmistir (29). Beslenmedeki vitamin ve
flavonoidlerin over kanserine yakalanma ile iliskisi de arastirilmis diger bir konudur.
Yetiskinlikte folat veya A vitamini, C vitamini veya E vitamini alimi1 ya da spesifik bir
diyet uygulanmasinin over kanserine yakalanma riskini degistirmedigi gosterilmistir
(30), (31). Daha ileri arastirmalarin gerekmesiyle birlikte, flavanoidlerin ve siyah
cayin azalmis over kanseri riski ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (32). Diger
yasam stili faktorleri de over kanseri riskini etkilemektedir; 6rnegin talk pudrasi
kullanim1, non-steroid anti-inflamatuvar ilaglar (NSAID)’ler ile tedavi ve sigara
kullanimi. Bazi arastirmalar talk pudrasi kullaniminin over kanserinin gelisimi riskini
artirdigi yoniinde (33) raporlama yaparken bazi arastirmalar over kanseri geligimi ile
talk pudrasi kullanimi1 arasinda herhangi bir iliski bulunmadigini belirtmektedir (34).
Aspirin kullanimi kisilerin yasindan bagimsiz olmak iizere her giin diisiik doz aspirin
alindiginda over kanserinin gelisimi agisindan azalmis risk iliskisi olusmaktadir; bu
durum asetaminofen i¢in gecerli degildir. Diizenli aspirin kullanim1 endometrioid ve
miisindz over kanserlerinin olugum riskini azaltirken, ser6z over kanserine yakalanma
riskini 6nemli derecede diisiirmektedir. Yine de diizenli aspirin kullaniminin over
kanserine yakalanma riskini diistirmesi ile 1ilgili yiiriitilen bir arastirma
bulunmamaktadir. Non-aspirin NSAID’lerin kullanimi, over kanseri gelisimiyle, risk
azaltma egilimini isaret eden bir iligski igerisindedir (35). Sigara kullanim1 berrak
hiicreli over kanseri gelisimi agisindan diislik risk tasiyan bir faktor olmakla birlikte,
bu risk miisindz over kanserinde artmaktadir (16). Son olarak, kalici depresyon gegiren
kadinlarin over kanserine yakalanma riskinin depresyon belirtisi gdstermeyen

kadinlara gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir (36).



2.2. OVER KANSER TiPLERI

Over kanseri terimi etiyoloji, patogenez, prognoz, patoloji ve molekiiler patoloji
Ozelliklerine gore degisen malign tiimorlerin heterojen grubunu igermektedir (10).
Diinya Saglik Orgiiti (WHO)’nun eski smiflandirmasinda epitelyal ovaryan
tiimorlerinin orijin noktasi olarak iglev gbéren over mezotelyal yiizeyi iizerine
odaklanilmistir. Yeni siniflandirma yiliksek dereceli serdz karsinomalarin tiibal

karsinogenezi tizerine tartisilarak hazirlanmistir (9).

2014 yilinda (WHO) tarafindan belirlenen over kanseri siniflandirmasi su

sekildedir:

Seroz Tumorler

Benign Tiimorler e Kistadenoma
e Adenofibroma

e Yiizey papilloma

Borderline Tiimorler e Serdéz BOT/atipik farklilasan

timor

e SBOT, mikropapiller tip/ non-
invaziv, serdz diisiik dereceli

karsinoma

Malign Tiimorler e Seroz diisiik dereceli karsinoma

e Seroz yliksek dereceli karsinoma

Miisinoz Tiimorler

Benign Tiimorler e Kistadenoma

Borderline Tiimorler (MBOT) e Miisinéz BOT/atipik farklilasan

musindz timor




Malign Ttimorler

Miisindz karsinoma

Endometrioid Tiimorler

Benign Tiimorler

Endometriosis kisti

Endometrioid kistadenoma

Endometrioid kistadenofibroma

Borderline Tiimorler (EBOT)

Endometrioid BOT/atipik

farklilasan endometrioid timor

Malign Timorler

Endometrioid karsinoma

Berrak Hiicreli Tiimorler

Benign Tiimérler

Kistadenoma

Adenofibroma

Borderline Tiimorler (BOT)

BHBOT/atipik farklilasan berrak

hiicreli timor

Malign Tiimorler

Berrak hiicreli karsinoma

Transisyonel Hiicre Tiimorleri

Benign Tiimorler

Brenner Tumor

Borderline Timorler

Borderline-Brenner Tiimor/atipik

farklilasan Brenner Tiimor

Malign Tiimorler

Malign Brenner Tiimor
Seromiisinéz Tiimdrler
Benign Tiimorler
Serémiisindz kistadenoma

Ser6miusinéz adenofibroma




o Borderline Timorler

e Seromiisindz Borderline
tiimor/atipik farklilagsan

seromusindz tuimor

e Seromisindz karsinoma

Skiiamoz epitelyal tiimorler

Karisik epitelyal tiimorler

Farklilasmamis karsinoma

Sekil 2.1. WHO over kanseri giincel siniflandirmasi. BOT: Borderline over timéri, MBOT: Miisinéz
borderline over tiimdrii, BHBOT: Berrak Hiicreli bordeline over tiimorii, SBOT: Serdz borderline over
timort

Epitelyal over tiimorleri, benign, borderline ve malignant (karsinomalar) olarak
alt smiflar1 seklinde incelenmektedir. Bu ayrim tiimorlerin davranis baglantilar
acisindan 6nemlidir (9). Borderline ovaryan tiimérler benign olanlara gére daha fazla
epitelyal cogalim ve degisken niikleer atipi gostermektedir. Borderline tiimorler
karsinomalarla karsilastirildiginda, karsinomalar gibi yikict stromal invazyon
gozlenmemekle birlikte, prognozlari karsinomalara gore daha iyidir. Stromal invazyon
olmamasina ragmen 6zellikle ekzofitik bliyiimeye sahip olan serdz borderline tlimorler
peritoneal yiizeylere implantasyon yapabilmektedir (yaklasik %10 peritoneal implant);
nadiren diisikk dereceli ser6z karsinomaya ilerlemekte ve altta bulunan dokulara

invazyonu s6z konusu olabilmektedir (11).

Borderline tiimorler ayni hiicre tipine sahip benign tiimorlerden biyolojik
davranig agisindan belli bir sekilde ayrilmaktadir. %1-3’ten daha az bir oranla invaziv
karsinomaya ilerleyis “borderline tiimor” terimini dogrulamaktadir. Spesifik
olmadiklarindan dolay1 “atipik ¢ogalan” gibi terimler tavsiye edilmemektedir. Tiim
benign olmayan epitelyal tiimorlerin (borderline ve karsinoma) niikleer atipi
sergileyenleri, gogalan neoplazmalar olarak tanimlanmaktadir. “Atipik ¢cogalan” terimi
malignant potansiyeli bulunan kii¢iik ama 6nemli miktarda tiimorii saf dig1 birakmakta

ve takibini engellemektedir (11), (12). “Borderline tiimor” terimi belirsiz durumlarda



kullanim1 tavsiye edilen, neoplazmalarin biyolojik 6zellikleri ve histolojilerinden
kusku duyuldugu durumlarda kullanilabilen uygun bir terimdir. Son birka¢ yildir,
WHO tarafindan “borderline tiimor” teriminin kullanimi tavsiye edilmektedir (9). Bu
tip timorlerin ¢cogu olumlu prognoz ile iliskilidir ve “diisiik malignant potansiyele

sahip tiimor” olarak nitelendirilmesi artik tavsiye edilmemektedir (8).

Ovaryan tiimor patolojisinde en ¢ok karsilasilan sorunlardan biri borderline
tiimorler ile karsinomalar arasindaki ayrimdir, 6zellikle tanisal 6zellikleri ve tedavileri
acgisindan borderline tiimorlerin literatiiriinde bir karisiklik hakimdir. Skuamoz hiicre
tiimorleri hari¢ diger tiim timor ¢esitlerinde borderline konsepti gegerlidir. Bununla
birlikte literatiir, en ¢ok karsilasilan iki tip olan ve klinikopatolojik farliliklar gdsteren

intestinal ser6z ve miisindz kategorilerine atifta bulunmaktadir (8).

2.2.1. Seroz ve Miisinoz Borderline Tumorler

Serdz borderline tiimdrler (SBOT) over serdz tiimorlerinin yaklasik %5-10"unu
olusturmaktadir, ortalama 42 yasinda meydana gelmektedir. 1. evre tanisi bir veya her
iki overde tutunmus tiimorler igin, 2. evre tanisi pelvis i¢inde kalan tiimérler igin, 3.
evre tanisi iist karina yayilmis tiimorler i¢in konulmaktadir. 1. evre tiimoérlerinin 1/3°1
bilateraldir (13), (9). Makroskopik olarak SBOT’ler bir veya daha fazla kist
bulundurmaktadir; kistler ¢ok yakin paketlenmis (endofitik biiyiime) papiller veya
normalden fazla biiyliyen polipoidler seklinde siralanmis durumdadir. SBOT lerin
neredeyse yarisinda papiller biiylime overin dis yiizeyini kapsamaktadir (ekzofitik
biiyiime). SBOT’lerin mikroskobik gozleminde fallop tlipii hiicrelerine benzeyen
kiiboid, kolon seklinde ve silier hiicrelerin siralanmasi ile olusan stromal polipler,

bezler ve papiller goriiliir (8).

Miisindz borderline timorler (MBOT) iki farkli klinikopatolojik grupta
incelenmektedir. En yaygin form (%85-90) gastrointestinal tip epitelyumdan
(gastrointestinal tip MBOT), daha az goriilen tip, endoservikal tip epitelden
(endoservikal tip MBOT) olusmaktadir (14). Endoservikal benzeri MBOT ayni
zamanda Miillerian tip MBOT’ler olarak adlandirilmaktadir ve MBOT ’nin %10-15’ini
olusturmaktadir (14), (15), (16). Bu tiimoérler bir¢ok agidan intestinal MBOT den
ayrilmaktadir. Endoservikal MBOT ortalama 40 yasinda goriilmektedir ve %35-50
oraninda endometriozis ile iliskili olarak ortaya ¢ikmaktadir. Tanida, ¢ogu tiimor over

sinirlart i¢erisindedir, yaklasik olarak %20’si peritonyum ya da bolgesel lenf nodlarina
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yayilmaktadir (14). Endoservikal tip MBOT’Nin prognozu kusursuz ve SBOT’Ye
benzemektedir. Son arastirmalar, intraepitelyal karsinoma (IEK) kiimelerinin ya da
mikroinvazyonun prognozu etkilemedigini raporlamistir (16). Bu tip tiimorler 6liime
yol agmamaktadir (14), (15), (16). Ovaryan miisindz tiiméorlerin %10-15’ini olusturan
intestinal tip MBOT serdz benzerlerine gore son 20 yilda daha gok goriilen tip olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (9). %80-90 oraninda 1. evrededir, sadece %5’i bilateraldir
(17), (18), (19), (20), (21). Overdeki metastatik miisinéz tiimorler, genellikle primer
ovaryan miisinéz neoplazmalari, kismen pankreas ve kalin  bagirsak
adenokarsinomalarini andirmaktadir (22). 2. ve 3. evre MBOT tiimorlerinin neredeyse
hepsi pseudomyxoma peritonei ile iliskilidir ve bu hastalarda over tiimorii her zaman
aslinda primer apendiks tiimoriinden sekondere evrilmektedir (9). MBOT
makroskopik olarak ortalama 19 cm capinda, genellikle kistik ve multiokiilerdir,
miisindz sivi igermektedir, mikroskobik olarak gastrik pilorik tip atipik epitelden
olusan kist ve bezlerden olusmaktadir. Kistler tipik olarak ince ve dallanmis papiller
icerebilmektedir. Etrafi kaplayan epitelyum hemen hemen her zaman goblet hiicreleri
barindirmaktadir, arjirofil hiicreleri ve nadiren Paneth hiicreleri icerebilmektedir.
Epitel hiicreleri genellikle iki ve ii¢ katmanlidir, niikleer atipi hafif ile orta derecede ve
mitotik hiicreler az ya da ¢ok goriilebilmektedir. Yiiksek dereceli niikleer vasiflari
bulunmamakla birlikte, stromal invazyon gézlenmemektedir (8). Intestinal tip MBOT
4 ya da daha fazla tabakada epitel hiicre ¢ogalimi sergileyen alanlara sahiptir,
kribriform veya stromasiz papiler yap1 kiimeleri dagilmis, orta derecede (2. derece)
veya siddetli atipik (3. derece) nukleus bulundurmaktadir. Bir¢ok arastirma bu
timorlerin her zaman klinik olarak benign oldugunu gostermistir (17), (18), (19), (20),
(23), siniflandiriimalarmin IEK’li MBOT olarak yapilmasi tavsiye edilmektedir (9).

Genellikle homojen olan serdz tiimérlere karsin, miisindz intestinal timorler
heterojendir. Belli bir neoplazmada benign goriinliimlii, borderline ve invaziv yapilar
birarada bulunabilmektedir. Bu devamlilik hali, kistadenoma ve borderline tiimorden,
invaziv olmayan, mikroinvaziv ve invaziv karsinomaya ilerleme oldugu izlenimini
yaratmaktadir (9), (20). Bu durumun miisindz ovaryan timdr olusumunun erken

doneminde gelistigi K-RAS mutasyonu arastirmalari ile desteklenmektedir (24).



2.2.2. Over Karsinomalar

Over kanserlerinde tiim hiicre tipleri ovaryan orijinli degillerdir. Epitelyal
kokenli kanserlerde serdz, endometrioid, berrak hiicre, miisindz, transisyonel hiicre
tiplerine rastlanmaktadir (58). Bu hiicreler over yiizey epitelinden tiirevlenen ovaryan
epitelyum karsinomalarin morfolojik subtipleridir. Histopatolojik, molekiiler ve
genetik arastirmalar sonucunda ovaryan karsinogenezis i¢in iki temel siniflandirma
kategorisi belirlenmistir: overdeki prekiirsor lezyonlarin belli bir sekilde agiklandigi
tip 1 kategorisi ve tubal ve/veya ovaryan yiizey epitelinden de novo gelisen tiimorler
ve belli bir sekilde agiklanamayan lezyonlarin olusturdugu tip 2 kategorisi (59), (60).
Tip 1 kategorisinde diisiik dereceli seréz, miisindz, endometrioid, berrak hiicre ve
transisyonel hiicre karsinomalar1 bulunurken, tip 2 kategorisinde yiiksek dereceli seréz
karsinomalar, farklilasmamis karsinomalar, karsinosarkomalar bulunmaktadir. Tip 1
ovaryan kanserler, gelisimi diisiik hizda seyreden indolent neoplazmalar iken tip 2

ovaryan kanserler, gelisimi yiiksek hizda gergeklesen agresif neoplazmalardir (61).

Heterojen neoplazmalar olarak hiicre tipine goére yapilan diger bir
smiflandirmada ise ser0z, miisindz, endometrioid, berrak hiicre, transisyonel ve
skiiamoz hiicre timorleri bulunmaktadir. Yiiksek dereceli seréz karsinomalar %70,
endometrioid karsinomalar %10, berrak hiicreli karsinomalar %10, miisindz

karsinomalar %3, diisiik dereceli karsinomalar yaklasik %5 oraninda goriilmektedir
(62), (63).

2.2.2.1. Seroz Tiimorler

Disiik derceli seréz karsinomalar (DDSK) ve yiiksek dereceli ser6z
karsinomalar (YDSK) temel olarak birbirinden farkli tiimér tipleri oldugundan iki
farkl1 hastalik olarak degerlendirilmektedir (25). DDSK, ¢ogu vakada seréz borderline
bir boliim icermektedir, K-RAS ve B-RAF mutasyonlari tasimaktadir, TP53 ve BRCA
anormallikleri ile ilintileri bulunmamaktadir (26). YDSK, serdéz borderline timdrler

ile iliskili degildir, TP53 mutasyonu ve BRCA anormallikleri gostermektedir.

2.2.2.1.1. Yiiksek Dereceli Seroz Karsinoma
YDSK en cok karsilagilan over kanseridir ve ¢ogu hasta (yaklasik %80)

hastaligin ilerlemis diizeyindedir. Tanida tiimorler nadiren (%10) overle kisithidir.
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Mikroskopik olarak YDSK yarik benzeri glandiiler liimenlerle papiler ve solid
biiyiime gostermektedir. Tiimor hiicreleri orta boyuttadir, belirgin ¢ekirdekg¢ik yapisi
sergilemekle birlikte, hiicreler dev boyutta tuhaf goriinlimli c¢ekirdege sahiptir.
DDSK’nin aksine YDSK’de bulunan hiicreler niikleer biiyiikliik agisindan ii¢ kattan
fazla farklilik gostermektedir (27). Yiiksek dereceli ve serdz faklilasma gosteren solid
karsinomalar ve hatta tiimdriin azinlikta kalan kism1 YDSK olarak siiflandirilmalidir

(28).

Cogu YDSK p53, BRCA1, WT1 ve pl6 i¢in immun reaksiyon vermektedir, Ki-
67’nin yiiksek niikleer ekspresyonu ile belirlenen yiiksek cogalim indeksi de
sergilemektedir. Sadece giicli ve difiize p53 ve pl6 reaksiyonu anormal olarak
degerlendirilmektedir. Niikleer WT1 reaksiyonu YDSK ve DDSK’de yaklagik %80
oraninda gerceklesmektedir, ancak diger over karsinomalarinda %5 ten diisiik oranda
goriilmektedir (29), (30). Ostrojen reseptérii ekspresyonu, YDSK vakalarmin yaklasik
2/3’iinde ve DDSK ve endometrioid karsinomada goriilmekte iken berrak hiicreli

karsinoma ve miisindz karsinomada negatiftir (30).

BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarina sahip kadinlarda 70 yasinda %30-70 oranla
cogunlukla YDSK olmak iizere over kanseri gelisme riski bulunmaktadir (31). TP53
mutasyonlart gibi, BRCA inaktivasyonu YDSK’nin genetik degisimi olarak
goriinmektedir. Germ hiicre mutasyonu yanisira, BRCA yolundaki inaktivasyon,
BRCA1 ve BRCA2’deki somatik mutasyon sonucu (32) ya da BRCA1’deki promotor
hipermetilasyonu sonucu olusabilmektedir (33). BRCA mutasyonuna sahip veya aile
Oykiistinde over kanseri bulunan kadinlarda risk azaltma i¢in kullanilan salpingo-
ooforektomi drneklerinde, serdz tiibal intraepitelyal karsinomanin (STIK) kesfi, pelvik
ser0z karsinogenezde, fallopi tiipli rolliniin kapsamli olarak arastirilmasina yol
agmustir (5) ,(34), (35), (36), (37). ik yapilan arastirmalar, histolojik agidan yaygin
olarak normal fallopi epitelyumunda, p53 immunoreaktif hiicrelerin kii¢iik odaklar
halinde bulundugunu ortaya c¢ikarmistir (36). Fallop tiipliniin distal bolimiinde
agirlikli olarak bulunan bu odaklar, “p53 isareti” olarak adlandirilmaktadir. STIK deki
gibi, p53 isaretleri sekretuar hiicrelerin ¢ogunda (en az ardisik 12 immunoreaktif
hiicre) gortilmektedir ve ¢ogunlugu gama-H2AX icin immunoreaksiyon yoluyla DNA
hasar1 sergilemektedir (36), (37). STIK bulunan tiiplerde p53 isaretleri daha yogun ve
cok odakli sekilde bulunmaktadir, bazi durumlarda STIK ile dogrudan devamlilik
gostermektedir. p53 isaretlerinin %57’si TP53 mutasyonu tasimaktadir (36); yine de
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Ki-67 ¢cogalim endeksi (%3 ortalama ile) diisiiktiir. pS3 isaretleri, neoplastik cogalim
yoklugunda muhtemelen erken klonal yayilimi temsil etmektedir (38) ve sasirtici bir
sekilde hem BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu bulunan hem de bulunmayan kadinlarda
hemen hemen ayni siklikta gériilmektedir (sirasiyla, %10-38’¢ karsin %17-33) (36).
TP53 mutasyonu YDSK olusumunun erken doneminde gelisen bir olaydir, distal
fallopi tiipiinde p53 isaretlerini olusturur ve STIK e dnciiliik eder. BRCA1 mutasyonu

ayn1 zamanda 6ncelikli olarak STIK’i sonrasinda TP53 mutasyonunu olusturur (38).

Distal fallop tiiplinde olusan epitelyal degisiklikler su sekilde siireklilik
gostermektedir: Normal fallop tiipii epitelyumu, p53 ekspresyonunun artmasi, STIK,
son olarak invaziv serdz karsinoma. Tubal epitelyumun sekretuar hiicreleri diisiik
DNA ¢ift zincir kirig1 onarim yetenegine sahiptir, DNA hasarindan sonra gama-H2AX
immunoreaksiyon odaklar1 olugsmamasi ile bu yetenegin sinirlt oldugu goriilmektedir
(39). Bu durum ayni zamanda bu dokunun BRCA inaktivasyonuna sebep olan

mutasyonlara neden 6zellikle hassas oldugunu gostermektedir (8).

YDSK’nin patogenetik modeli, erken donemde BRCA kaybini takiben p53
kaybini, ¢ift zincir kirigindaki homolog rekombinasyon onarimi bozuklugundan ileri
gelen kromozomal instabilite ile yaygin kopya sayist degisimini ileri stirmektedir.
TP53 ve BRCA inaktivasyonu ile kromozomal instabilite gelismektedir, YDSK

gelisiminin en 6nemli bileseni olusan gen kopya sayisinin degisimidir (38).

BRCA-pozitif asemptomatik kadmlarin %5-10"u erken YDSK’ye sahiptir,
%80’i STIK ile baglantilidir (40). YDSK lerin tiimiiniin fallop tiipiinden orijinledigi
sonug olarak bir spekiilasyon konusudur. Yine de YDSK patogenezi daha kompleks
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Gelismis YDSK’lerin yalmzca %401 STIK
gostermektedir (40), SET (solid, pseudo- endometrioid ve transisyonel) morfolojisine
sahip YDSK’lerin yalmizca %8’i STIK gdstermektedir, SET morfolojisine sahip
YDSK’ler, BRCA-pozitif olma egilimindedir, hastalar daha gen¢ ve ¢iktilar daha
lyidir (41). YDSK (BRCA-pozitif veya BRCA-negatif) homojen bir hastalik degildir.
Yas, histotip, STIK +/- ve hasta ¢iktisini igeren cesitli degiskenler iki timor grubunun
olusturulmasina izin vermektedir: geng, BRCA-pozitif, STIK bulundurmayan ve daha
iyi ¢iktiya sahip grup ile yasli, BRCA-negatif, STIK bulunduran, kétii prognoza sahip
grup (40). En son yapilan arastirmalar, YDSK’nin en az iki farkli orijine sahip

oldugunu 6ne siirmektedir: over ylizey epiteli ve tiibal epitelyum (8).
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2.2.2.1.2. Diisiik Dereceli Seroz Karsinoma

DDSK tiim over kanserlerinin %5’inden az bir boliimiinii olusturmaktadir (79).
DDSK ’ler siklikla non-invaziv SBOT bilesenine sahiptir, SBOT gelisimine benzer bir
gelisim sergilemektedir. Bir over borderline timdriinde kiigiik DDSK odagi bulunmasi
Iyl bir prognozla ilgilidir, yine de ilerlemis evre hastalarinda hastalik genellikle

nispeten tedbirsiz bir seyir izlemektedir (43).

Mikroskobik olarak DDSKler kiiciik papillere sahip tiimor hiicreleridir, siklikla
psammoma cisimcikleri igeren degisen miktardaki hyalinize stromalarla tekdiize
kiiciik ¢ekirdekler sergilemektedir. Cekirdekteki tekdiizelik DDSK ve YDSK
ayriminin yapilmasinda baslica kriter olarak kullanilmaktadir (57), (70). DDSK
nadiren YDSK’ye gelisim gdstermektedir (43).

DDSK ’nin biyobelirte¢ profili yliksek dereceli ile benzerlik gostermektedir ama
ortalama Ki-67 isaretleme endeksi YDSK’de %22,4 iken DDSK’de %2,5’ tir (66).
BRAF ve KRAS mutasyonlar1 DDSK’de bir arastirmada sirastyla %30 ve %35 iken
(65), diger bir arastirmada sirasiyla %5 ve %40 olarak bildirilmistir (80). DDSK’de
kromozomal instabilite goriilmemektedir., komplek genetik anormallikler YDSK’de

goriilmektedir. DDSK, BRCA germ hiicre mutasyonlari ile iligkili degildir (43)

Tan1 asamasinda DDSK ve SBOT ayrimi yapilmasi i¢in tiimoriin invaziv
boliimiine dikkat edilmektedir. Invaziv béliim 10 mm?’den daha dar bir alan kapliyorsa
timOr mikroinvazyonla borderline olarak degerlendirilmektedir (81). Tiimdriin
kapladig1 alan daha biiyilkse DDSK olarak degerlendirilmektedir. Yine de invaziv
peritoneal implantlar ile DDSK histolojik olarak aynidir, ama hastaligin ilerleyis hizi
ve tiimdr hacmi aym degildir. Invaziv implantlar mikroskobik ya da 1-2 cm’ den daha
az makroskopik boyutlarda erken ylizeyel lezyonlar seklindedir, DDSK siklikla
yigmsal bir hastaliktir (82). Invaziv peritoneal implantlarm bagimsiz orijininin
ovaryan SBOT ile iligkili oldugu tamamen istisna olarak kabul edilmemesine ragmen,
tanimlayict BRAF ve KRAS mutasyonlar1 kadar tanimlayici kromozomal heterojenite
kayb1 ovaryan SBOT ve invaziv implantlar i¢in tekrarlar halinde goriilmektedir. Bu tip
bulgular bu tliimdrlerin monoklonal orijinini ve implantlarin sekonder dogasini

desteklemektedir (83).
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2.2.2.2. Miisinoz Over Karsinomasi

Primer ovaryan tiimorlerinin %10-15’ini miisinéz over karsinomalart (MOK)
olusturmaktadir; buna ragmen %80’inin benign timdrler ve geri kalan kismin
cogunlunu borderline tiimorler olusturmaktadir. Eger overe metastaz gelisiyorsa,
kismi olarak gastrointestinal sistemden dikkatlice dislanabilmektedir, sadece %3-4’liik
oranda over karsinomalarinin ¢esidi miisinézdiir. MOK hiicreleri gastrik pilorus, ince
bagirsak veya endoserviks hiicreleri ile benzerlik gostermektedir (9). Yine de bu tip
timorlerin ¢ogunlugu gastrointestinal farklilasma gostermektedir. Bu tiimorlerin
kokenleri bilinmemektedir. 13 cm’den biiyiik boyut ve unilaterallik primer MOK’yi
acikca belirlemektdir, metastaz sirasinda tipik olarak daha kiiciik ve bilateraldir.
Primer MOK genellikle pseudomiksoma peritonei veya ovaryan yiizey gelisimi

olmaksizin overle sinirli kalmaktadir.

Malignant MOK genellikle heterojendir. Benign goriiniimlii, borderline, invaziv
olmayan komponentler her bir tiimdrde birarada bulunmaktadir, bu durum timor
gelisimini  benignden  borderline’a, borderline’dan  karsinomaya  seklinde
onermektedir. Bununla birlikte, histolojik analizler i¢in kapsamli bir Srnekleme
gerekmektedir (20). IEK’li MBOT kategorisi, belli stromal invazyonun olmadig 10
mm?lik alana yayilmus, tiimor hiicrelerinin sitolojik goriiniimleri agik¢a malignant
oldugu yerlerde kullanilmaktadir (42). IEK’li MBOT c¢ok diisiik bir tekrar etme
oranina sahiptir (%5) (43).

MOK iki kategoriye ayrilmaktadir: acik stromal invazyonla yayilan, minimal
veya stromaya miidahil olmayan arka arkaya veya kompleks malignant bezler, 10
mm?’lik alan1 asan (iki boyutta 3 mm’den daha biiyiik) yayilan tip MOK ve bez, hiicre
toplulugu veya tek tek hiicreler seklinde belli stromal invazyon gosteren, stormadan
karmagik bir sekilde sizan ve sik sik desmoplastikstromal reaksiyon ile iliskili sizan
tip MOK. Yayilan tipe sahip model ayn1 zamanda invaziv olmayan seklinde de
anilmaktadir ve prognozu sizan tip MOK’ye gore daha tercih edilir 6zellige sahiptir.
Miisindz tlimorleri anaplastik karsinomdan veya yliksek dereceli sarkomadan ayiran
essiz histopatolojik 6zelligi nadiren goriilen mural nodiillerdir. Bu tip nodiiller riiptiire
olmamis bir kistin duvarinda bulundugunda, prognoz daha tercih edilebilir olabilir,

ancak bu tip tiimorler tekrar edebilir ve anaplastik komponent olarak davranabilir (43),
(44).
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MOK’nin gen ekspresyon profilleri serdz, endometrioid ve berrak hiicreli
olanlarma gore farklilik gostermektedir. Miisindz timor olusumunda KRAS
mutasyonlart erken evrede gelismektedir. MOK’nin %43,6’st ve  MBOT’nin
%78,8’inde rastlanmaktadir (45). Aksine HER2 yiiksek ekspresyonu/amplifikasyonu
MOK’de %18,8 ve MBOT’de %6,2 olarak bulunmustur (45). KRAS mutasyonlari
ilging bir sekilde HER2 amplifikasyonu ile goriilmektedir. Yaklasik olarak MOK’nin
%341 ne HER2 amplifikasyonu ne de KRAS mutasyonuna sahiptir, bu vakalar
tiimordeki her iki genetik degisimden ziyade daha ¢ok hastaligin tekrarlamasi ve
oliimle iliskilidir. Yiksek hassasliktaki sonraki jenerasyon sekanslama, KRAS
mutasyonlarmin  MOK’deki (%64,9) ve MBOT’deki (%92,3) sik Kkarsilagilan
degisimlerden kaldigin1 gostermektedir (46). TP53 mutasyonlarina borderline
timorlerden (%20) ¢ok karsinomalarda (%68) rastlanilmaktadir (46).

Primer ovaryan miisindz tiimdrler ¢ogunlukla her zaman (%80’den fazla)
sitokeratin ~ 7’ye  (CK7) karsi  immiinoreaktiftir, metastatik  kolorektal
adenokarsinomalar genellikle CK7 negatiftir (47). Ovaryan MOK vakalarinin %651
CK20’ye immiinoreaktiftir, ancak reaktivite olduk¢a zayif ve merkezidir; CDX-2
boyama (niikkleer —immiinoreaksiyon) benzerdir (47). Aksine kolorektal
adenokarsinomalar CK20 ve CDX-2 igin diflize ve ¢ok giclii reaktiflik
sergilemektedir. Primer MOK’den overe serviks yoluyla metasaz yapan MOK
ayrimin1 yapabilmek i¢in insan papilloma viriisi DNA degerlendirmesi yapmak
yardimct olabilmektedir. P16 ekspresyonu insan papilloma virlisii markorii yerine
kullanilabilmektedir (48). MOK endometrioid (ER+) ve ser6z (ER+ ve WTI+)

karsinomalara karsilik, ER ve WT1’ e esit oranda negatiftir.

FIGO diizeyi tek ve en 6nemli prognostik faktordiir ve 1. diizeydeki MOK ¢ok
1yi bir prognoza sahiptir, ancak over dis1 yayilima sahip vakalarda prognoz zayiftir

(42), (20).
2.2.2.3. Berrak Hiicreli Over Karsinomasi

BHOK diger tiim over karsinomalar1 arasinda %10 siklikla karsilasilan tiptir ve
bu kanser tiirlindeki hastalar genellikle 1 veya 2. diizeydedir. Tiimorler genellikle
bilateraldir. Gelismis diizeyde hastaligin prognozu iyi seyretmemektedir (49).
Endometriozis ile yakindan iliskilidir ve endometriozis ile iliskili oldugunda prognozu

daha iyi seyretmektedir (50).
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Berrak hiicrelerin bulunmasi berrak hiicreli over tiimoérlerinin tanisi igin yeterli
olamamaktadir, YDSK ve endometrioid karsinomalarin (EOK)’nin hiicrelerinde de
berrak sitoplazmali hiicrelere rastlanmaktadir. (BHOK)’nin tanisi igin histolojik
Ozelliklere de dikkat edilmektedir. Coklu kompleks papilla, papillanin merkezini
ayiran yogun hyalin bazli membran materyali ve vaalrin %25’ inde gézlemlenen hyalin
cisimcikleri histolojik bulgular arasinda yer almaktadir. Diger over karsinomalarina
gore daha diisiik mitoz frekansi goze carpmaktadir. BHOK’de BRCA anormallikleri,
YDSK kompleks karyotipleri, kromozomal instabilite bulunmamktadir. YDSK ’lerde
cokca karsilasilan TP53 mutasyonlart gemellikle BHOK’de goriilmemektedir. Bu
durum BHOK’de diger anti-apoptotik mekanizmalarin isledigini gostermektedir.
Erken fazdaki BHOK’de PTEN ekspresyonu kaybi %40 diizeyinde goriilmektedir,
vakalarin %8’inde mutasyonlar inaktive edilmektedir. Buna karsilik PIK3CA’daki
mutasyonlar vakalarin %33’iinde aktiflesmektedir (51), (52). Son aragtirmalar
BHK’nin %46-57’sinde ARIDIA mutasyonu nedeniyle BAF250 proteinin
bulunmadigini gostermistir. ARIDIA mutasyonu endometriosisin erken malignant
transformasyonunda meydana gelmektedir (53). BHK ’nin %90’indan fazlas1 HNF1-
beta bakimindan pozitif ve %95’inden fazlas1t ER ve WT1 bakimindan negatiftir.
KRAS mutasyonlarit BHOK’de goriilmekle birlikte frekanslari diistiktiir (29), (30).

Vakalarin %15’inden fazlasinda mikrosatelit instabilitesi goriilebilmektedir.

Benign, borderline ve malign BHOK’de HNF1-beta regiilasyonu artmistir (54).
HNF1-beta c¢esitli spesifik genler {izerinde diizenleyici etkiye sahiptir: Dipeptidil
peptidaz 1V (glikojen sentezi), osteopontin ( progesteronla diizenlenen endometriyal
sekretuar protein), anjiyotensin-doniistiiriici enzim 2 (ferritin indiiksiyonu, demir
depozisyonu, antiapoptoz), anneksin 4 (Paclitaxel direnci), UGT1Al
(detoksifikasyon) (55). HNF1-beta BHOK 'nin prognozunda ve davraniginda énemli

bir rol oynamaktadir.

2.2.2.4. Endometrioid Over Karsinomasi

EOK, over kanserleri arasinda en ¢ok goriilen ikinci kanser tipidir. Olgularin
%10-20’sini olusturmaktadir (28). EOK, spesifik gen mutasyonlari ile karakterizedir.
Olgularin %38-%50’si CTNNBI mutasyonu, %20’si PTEN mutasyonu, %19u
mikrosatelit instabilitesi seklindeki spesifik mutasyonlara sahiptir. Borderline

endometrioid neoplazmlarin  %90’mda CTNNBI1 mutasyonunun bulundugu
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kanitlanmistir. Bu durum EOK’nin patogenezinin erken donemindeki genetik
degisimleri gozler oniine sermektedir. Endometriozisde goriilen PTEN mutasyonu ve
heterozigositede 10g23 kaybi EOK ile iliskilidir ve erken doénemdeki onkolojik
olaylar1 sergilemektedir (28). CTNNBI1 ve PTEN gen mutasyonlari ile mikrosatelit
instabilitesi endometriozis veya borderline tiimdrlerden asamali bigimde koken alan
diisiik dereceli erken donem EOK’de bulunmaktadir. Zayif prognozlu yiiksek dereceli
EOK’nin de novo gelisiminde p53 overekspresyonu veya mutasyonu goriilmektedir
(56).

Cogu EOK diisiik dereceli adenokarsinomalar olup endometriotik Kistlerden
koken  aldigi  diisiiniilmektedir  (47).  Endometriotik  kistlerin =~ %52’si
endometrioid/berrak hiicre kanserlerinde goriiliirken, seréz karsinomalarda %20
civarinda endometriotik kiste rastlanmaktadir (57). Buna karsin yiiksek dereceli
endometrioid adenokarsinomalar YDSK’den morfolojik olarak ayirt edilemez ve
siklikla WT1 eksprese eder. Gen ekspresyon profili benzerdir, farklilig1 ¢cok belirgin
bir tiimor tipi degildir.

EOK gelisiminde onkogenik K-RAS ekspresyonunun indiiklenmesi ve
kromozom 10’da fosfataz ve tensin homologu tiimor siipresor genin yok olmasi rol
almaktadir (58), (59). EOK’de KRAS ve BRAF mutasyonlariyla yaklasik olarak %10
oranla karsilasilmaktadir (26), (60), (61), (62), (63), (64).

Beta-katenin (B-katenin) ve fosfataz tensin homologu tiimor supresoér genin
somatik mutasyonu ovaryan endometrioid karsinomalarda en fazla karsilasilan genetik
anormalliklerdir (59), (65), (66).

EOK’nin olasi orijinin menstriial geri dondiirme ile overe gecen endometrial kok

hiicreler oldugu diistiniilmektedir (8).

2.2.2.4.1. Endometrioid Over Karsinomu Tedavi Yontemleri
Over kanserlerinin tedavisi genellikle cerrahi islemi takiben platin ve taksan
iceren kemoterapidir (96). Kanser tipi ve evresine gore cerrahiyi kemoterapi,

radyoterapi veya ikisinin kombinasyonu takip etmektedir (97), (98).

Kemoterapi silirecinin basarisizliga ugramasinin en 6nemli sebebi ¢oklu ilag
direnci (CID)’ dir (96), (99). Coklu ilag direnci geni (multi drug resistance 1) MDR1
ekspresyonu ile P-glikoprotein (P-gp) tiretimi meydana gelmektedir. P-gp, ATP
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hidrolizinden agiga ¢ikan enerjiyi kullanarak fonksiyonel ve yapisal ilgisi bulunmayan
ilaglarin hiicre disina transportunu gerceklestirmektedir (100). CID’i asmak icin P-gp

inhibisyonunu saglayan molekiiller {izerine arastirmalar yapilmaktadir.

2.2.2.4.2. Epitelyal Over Karsinomalarma Yonelik Gelistirilen Kemoterapotik
Tedavi Yontemleri

Birgok kanser ¢esidinin tedavi edilmesinde g¢ogunlukla uygulanan tedavi
secenekleri mevcuttur. Taksanlar (Paclitaxel, Docetaxel ve Cabazitaxel) over
kanserlerinin tedavisinde c¢ogunlukla kullanilmaktadir. Taksanlarin bir¢ok formu
enjekte edilebilir formda ticarilesmistir ve ototoksisite, norotoksiste, kellik gibi
birtakim yan etkilere sahiptir; bu etkilerin ¢ogu ilacin ¢6ziinmesi i¢in kullanilan toksik
coziciilerle 1ilgili olarak gelismektedir. Toksik ¢oziicii bulunduran ticari
formiilasyonlarin yanisira ilacin ¢oziinmesini saglayan yeni ila¢ tasiyici sistemler
(YITS) gelistirilmektedir. Bu sistemler, ¢oziicii-bazli alisilageldik formiilasyonlarla
antikanser akivite, terapotik indeks, stabilite, biyouyumluluk, doku ve organ
hedefleme, enkapsiilasyon kapasitesi, doku gecirgenligi, oral biyobulunurluk, azalmig
toksisite, anormal reaksiyonlarin azalmis insidansi, siirekli ve kontrolli salim

sonuglari rapor edilerek karsilastirilmaktadir (67).

Taksanlar, 1971 yilinda dogal kaynagi olan, Taxus cinsi bitkiden elde
edildiginde kesfedilmistir (68). Amerika Birlesik Devletleri (ABD) — Gida ve llag
Dairesi (FDA) tarafindan paclitaxel, docetaxel ve cabazitaxelin enjekte edilebilir
formlar1 sirasiyla, 1992, 1996, 2010 willarinda kullanima uygun goriilmiis ve
onaylanmustir (69). Kardiyovaskiiler ajanlardan sonra diinya iizerinde en biiyiik Pazar
payt taksanlara aittir (67). Taksanlar mikrotiibiil stabilizasyonu engelleme,
depolimerizasyonu artirarak tiibiilin proteinin polimerizasyonunu azaltma, hiicre
dongiistiinde sentrozomal bozulmay1 engelleme, anormal i ip1 fonksiyonunu artirma,
181 ipi mikrotiibiil dinamiklerini bozma, hiicre boliinme evrelerini durdurma etkisi
yaratarak etkinlik gostermektedir (70). Taksanlar hiicre dongiisiiniin G2/M fazini
bloke ederek, hiicreyi apoptoza gotiirmektedir (71).

Taksanlarin  kemoterapide kullanimi birtakim sorunlar1  beraberinde
getirmektedir. Oral biyobulunurluklart %10 seviyesinin altinda diisiiktiir, suda
¢oziiniirliikleri 0,01 mg/ml’den az olmakla birlikte oldukga kisithdir, CID’in gelistigi

bir ilag grubudur, invaziv yolla uygulanabilmektedir, biyolojik yari-Omiirleri kisadir,
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dokularin taksanlara gegirgenlikleri diigiiktiir, hasta uyumu yoktur, beyinden
gecirgenlikleri azdir, hipersensitif reaksiyonlar gerceklestirmektedirler, nefro- ve
noro-toksisite gelistirmektedirler, yiiksek fermentasyon maliyeti nedeniyle ticari
tretimleri kisitlidir, vazodilasyon, rehavet ve hipotansiyon etkileri yaratmaktadir,
atesli nétropeniye sebep olmaktadirlar, doz uygulamasi siireklilik arzetmektedir (72),
(73), (74), (75), (76). Taksanlan ticari enjekte edilebilir formlar1 bazi siirfaktanlar
icermekte ve bu sekilde misel benzeri yapilar seklini almaktadir, bundan dolay1
hipersensitif reaksiyonlar ger¢eklesmektedir (77). Taksanlarin ila¢ tasima sistemleri
ile konjugasyonu arastirmalar1 sadece fizikokimyasal engelleri agsma agisindan degil,

ilag etkinligi performansinin iyilestirilmesi agisindan biiyiik 5nem arzetmektedir (67).

Herhangi bir ana ilacin daha etkili bir formda kullanilmasi i¢in hazirlanan
organizmaya verilmeden Once aktif olmayan, etkinligini organizmaya verildikten
sonra kazandig1 formlarini hazirlama evresi karmasiktir; bu formlar diisiik stabilite ve
yiiksek maliyete sahiptir (78). Hidrofobik ilaglarin tasinmasinda hidrofobik merkez ve
hidrofilik kabuga sahip miselli formiilasyonlar yaygin sekilde ¢alisilmaktadir (79).
Paclitaxel’in miselli formiilasyonlar1 yalnizca ¢06ziiniirlik problemini ortadan
kaldirmamaktadir (80), ayn1 zamanda polimerik misellerin yilizeyinde olusturulan
birtakim modifikasyonlar araciligiyla elde edilen retansiyon ve permeabilite etkisi ile
tiimdre hedeflenebilmesi saglanmaktadir (79), (81), (82). Ilag tasima sistemlerinin
olusturulmasinda basvurulan diger bir yaklasim nanotasiyici sistemlerin kullanimidir.
Bu sistemler de ilaca c¢oOziiniirliik kazandirmakla birlikte tiimor bdlgesine
hedeflenebilmektedir. Ornegin albiimin bagl Paclitaxel nanopargacigi formiilasyonu,
ABD’ de FDA tarafindan onkolojide nanodiizeyde ila¢ tasiyici sistem olarak 2005°te
onaylanmustir (83).

Polimer Nanotasiyicilar

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) biyobozunur ve biyouyumlu bir
polimerdir. PLGA kullanomi ABD-FDA tarafindan onaylanmistir. PLGA
nanopargaciklari ilaca diisiik bir ¢oziiniirliikle baglanan, iyilestirilmis retansiyon ve
permeabilite etkisi ile tiimor damar sistemine dogrudan gegebilen ozelliktedir (84).
Kitosanla modifiye edilmig Paclitaxel yiiklii PLGA nanopargaciklari ortalama 200-300
nm ¢apa sahiptir ve oldukga diisiik sitotoksik etki gostermektedir. Bu kompleks

ozellikle akciger kanserine spesifik toksisite sergilemektedir, akciger kanser hiicreleri
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tarafindan akciger kapillerlerinden bu kompleksin alimi artmistir (85). Kanser
hiicrelerinin PLGA’y1 alimi kitosanin PLGA yiizeyindeki negatif yiikii pozitife
doniistiirmesi  ile saglanmaktadir. Paclitaxel salimi iki ayr1 evre seklinde
gerceklesmektedir; ilk evrede kompleks yiizeyindeki Paclitaxel molekiillerinin hizlica
salimi1 ve ardindan polimer iginde yerlesmis Paclitaxelin ikinci evrede daha yavas
salim1 gergeklesmektedir. Bunun disinda kitosanla modifiye edilmis Paclitaxel yiikli
PLGA kompleksinin, Paclitaxel’in kanser hiicreleri tizerinde %50 azalmaya neden
olan inhibitor konsantrasyonunu (ICsp) diisiirdiigii bildirilmistir (86). Diisiik dozdaki
kitosan- PLGA konjugati oral uygulama ile tiimdr inhibisyonunda etki gostermektedir.
Farmakokinetik arastirmalar sonucu kompleksin intakt formunun kana ulagabildigi
sonrasin  paclitaxel saliminin  gergeklestigi  gOsterilmistir  (87). Didodesil
dimetilamonyum bromid ile stabilize edilmis PLGA nanoparcaciklarinin in vivo oral
uygulamasi siirfaktan kremofor EL i¢inde ¢oziinmiis konvansiyonel Paclitaxel’e gore
timor inhibisyonu agisindan daha etkili oldugu gosterilmistir (88). Kanser
kemoterap6tiginin hiicre disina atilmasina neden olan P-gp proteinin ekspresyonunun
artist ile gelisen ilag direncini asmaya yonelik PLGA nanoparcaciklarina biyotinle
fonksiyonellik kazandirilarak P-gp proteini inhibitorii tariquidar ve Paclitaxel, PLGA
icine enkapsiile edilmistir. In vitro arastirmada ila¢ direnci gelisen hiicrelerde bu
formun hiicre i¢ine aliminin konvansiyonel Paclitaxel’e gore daha yiiksek oldugu
gorlilmiigtiir, in vivo timor modelinde biyotinle fonksiyon kazandirilmig PLGA-
tariquidar-Paclitaxel kompleksinin yiiksek tiimor inhibisyonu sagladigi gosterilmistir
(89). Epidermal biiylime faktor reseptorii (EGFR)-hedeflenmis nanopargacik poli
(D,L-laktid-ko-glikolid)/poli (etilen glikol) (PLGA/PEG/EGFR peptidi) ilag tagimimi
icin tasarlanmistir. Bu nanoparcaciklar EGFR reseptor ifadesinin yiiksek oldugu
hiicreleri  hedeflemektedir. Nanotasiyicidan 1ilag parcaciklart siirekli olarak
salinmaktadir. Bu sistem ilacin tiimor hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin
artmasini saglamaktadir (90). Arjinil-glisil-aspartik asit peptidiyle bagli PEGillenmis
PLGA bazli nanopargaciklarin Paclitaxel’le komplekslerinin timér endotelyum
dokusuna hedeflendigi ve yiiksek anti-timor etkinlige sahip oldugu raporlanmistir
(91). Polimer bazli nanotasiyicilar hidrofobik ilaglarin tasinmasi ve salimi agisindan
biyobozunur materyaller olarak tercih edilme potansiyeli tasimaktadir, yine de
uygulama sonrast izlemlerinin zor olmasi bir dezavantaj niteligindedir. Polimer bazl

nanotagtyicilarin  diger nanomateryaller kullanilarak  ylizey  6zelliklerinde
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gerceklestirilen degisikliklerle kullanimi miimkiin olabilir. Farkli nanomateryallerin

birlesmis kompleks hali her iki materyalin avantajlarini tasiyabilmektedir (92).

Karbon nanomateryalleri, ilag tasiyici sistemler olarak her gegen giin daha fazla
dikkat ¢cekmektedir (93), (94). Karbon nanotiiplerin (KNT) kimyasal kompozisyonu
inerttir, bu a¢idan giivenli malzemeler olarak nitelendirilmektedir. Raman ve
liiminesanst da igeren spektroskopik o6zellikleri in vivo ilag tasima davranislarinin
anlasilmasi igin izleme, saptama, goriintiileme imkani sunabilmektedir. KNT’lerin
geometrisi ve yilizey Ozellikleri toksisitelerini etkilemektedir. Yiizeyde yapilan
fonksiyon kazandiran islemler hem in vitro (91) hem in vivo diisiik toksisite ile
sonuglanmustir (95), (96). Amfifilik fulleren (AF-1) iceren suda ¢6ziinebilen 100-200
nm ¢apa sahip Buckysome kiiresel nanoyapisinin pacliatxel ile yiiklendiginde, MCF-
7 meme kanseri hiicre hattinda in vitro terapotik etki gosterdigi bildirilmistir (97).
Buckysome’larin hidrofobik kisimlar1 hidrofobik ilaglarin enkapsiilasyonu i¢in
idealdir. Ticari olarak bulunan Abraxane (Paclitaxel’in albiimin bagli Cremophor®
icermeyen formu) ile karsilagtirildiginda Paclitaxel gomiilii Buckysome’lar benzer
hiicre yasama etkinliginin sergilenmesini saglamaktadir, Buckysome’lar tek basina
sitotoksik etki gostermemektedir. Bu bulgular Buckysome’larin Paclitaxel gibi
hidrofobik o6zellikteki ilaglar i¢in uygun bir ilag tasima sistemi oldugunu
gostermektedir (98). Suda ¢oziinebilen tek duvarli karbon nanotiipler (TDKNT) ile
Paclitaxel kompleksi kopabilen ester baglar1 araciligiyla polietilen glikol ile bag
kurabilmektedir (99). Olusan TDKNT-Paclitaxel kompleksi, sigangillerde olusturulan
meme kanseri tiimor modelinde, diisiik dozlarda uygulandiginda, ticari olarak bulunan
Taxol® ile karsilastirildiginda daha yiiksek timor baskilayici etki gostermistir.
SWNT-Paclitaxel kompleksinin Taxol® ve PEG-Paclitaxel ile karsilastirildiginda kan
dolagimindaki yari Omriiniin 10 kat daha uzun oldugu saptanmigti. TDKNT-
Paclitaxel’in selektif alimi normal organlar igin kismi olarak toksik etki gosterirken,
timor dokusu i¢in oldukca yiiksek inhibiyon etkisi sergilemektedir. TDKNT-
Paclitaxel, Paclitaxel retikuloendotelyal sisteme tagimakta, burada kirilan ester baglari
ile Paclitaxel salinmakta, kayda deger bir toksiste goriilmeden atilmaktadir (99). Diger
bir ilag tasima sistemi, hidrofilik karbon kiimeleri (HKK) olarak isimlendirilen, stabil,
Paclitaxel’in etkili bir sekilde tasinmasini saglayan platformlar olarak tasarlanmistir
(100). Bu tagima sistemi, paclitaxelin PEGillenmis HKK (PEG/HKK) karistirilmasiyla
olusturulmustur (Paclitaxel/PEG-HKK) ve stabilitesini en az 20 hafta koruyabilen bir
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formiilasyondur. Birgok kanser hiicre hattinda Paclitaxel/Cremophor ile benzer etki
gostermektedir. Sicangillerde yapilan arastirmada Paclitaxel/PEG-HKK’ nin timor
baskilama agisindan paclitaxel kadar etki gosterdigi kanitlanmistir. PEG-HKK’nin
dalak ve karacigerde biriktigi ve akut toksisiteye neden olmadigi belirlenmistir (100).
Ayrica iki modifiye KNT daha iiretilmistir: PEG-bagli tek duvarli KNT’ler (PEG-g-
CDKNT), PEG-bagli ¢ok duvarli KNT’ler (PEG-g-CDKNT). Bu KNT’ler Hela ve
MCF-7 hiicre halarinda diisiik toksisite gostermistir. Her iki modifiye KNT Paclitaxel
ile hidrofobik etkilesim yoluyla baglanmistir. PEG-g-CDKNT’lerin PEG-g-
TDKNT’lere gore daha yiiksek bir yiikleme kapasitesine sahip oldugu anlasilmistir.
Her iki Paclitaxel yiikli CNT’nin 24., 48. ve 72. saatlerde Olgiilen ICso
konsatrasyonlarmin daha diisiik seviyelerde oldugu gosterilmistir. Yani kanser
hiicrelerini 6ldiirme etkinliklerinin paclitaxele gére daha yiliksek oldugu sonucuna
varilmigtir. Kiigiik agregatlar halinde PEG-g-KNT’lere yiliklenen paclitaxelin serbest
paclitaxele gore salim hizinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Solusyon pH’1
paclitaxel salimini etkilemistir. pH:7’de PEG-g-TDKNT’ler PEG-g-CDKNT lere
gore daha yliksek bir salim hizi sergilemistir; ¢linkii TDKNT ler daha biiyiik bir yiizey
alanina sahiptir ve paclitaxel’in kiigiik ¢apa sahip agregatlari ile kurulan hidrofobik
etkilesimler daha zayiftir. pH:5 oldugundaysa, paclitaxelin PEG-g-CDKNT’lerden
salim hiz1 artmis, PEG-g-TDKNT’lerden salim hizi azalmistir (101).

Poli (laktik ko-glikolik asit) (PLGA) ile modifiye edilmis KNT’ler kuantum
dotlarla (KD) konjuge edildiginde giiglii liiminesans sergiledigi farkedilmistir,
boylelikle kanserin erken tespiti ve tedavisi i¢in in vivo goriintiilenme niteligi
tagimaktadir. Non-kovalent adsorpsiyon yoluyla PLGA ile modifiye KNT
pargaciklarina 112,5+5,8 pg/mg Paclitaxel molekiilii yiiklemesi yapilabilmektedir.
Serbest Paclitaxel’in insan prostat kanseri PC-3 hiicreleri tizerindeki ICso degeri 5
ng/mL iken PLGA modifiye KNT’lere yiiklenmis paclitaxelin ICso degeri 100
ng/mL’dir ve Paclitaxel molekiillerinin %50’si 96 saatlik periyod igerisinde
salinmigtir. KNT-KD kompleksi bir farenin kuyruk veninden enjekte edildikten sonra,
karaciger, bobrek, mide ve barsak tarafindan alinmistir, KNT-KD’nin liiminesans
ozelligi 6. giinde de devam etmesi KNT-KD’nin stabilitesinin hala devam ettigini
gostermistir. KNT-KD’nin avantaji timor iyilestiren ilaglar1 tasiyabilmesi ve ilag

dagilimini izleme imkani sunmasidir (102).
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TDKNT ilag molekiillerini yalnizca yiizeylerinden degil ayn1 zamanda i¢
bolgelerinden de salimlamaktadir (103). Biotin-TDKNT-taksoid tiimor hedefli ilag
tasiyic1 sistemlerde bulunan biotinin kanser hiicrelerindeki biotin reseptorleri
tarafindan taninip hiicrelerdeki biotin reseptorii ekspresyonunun artisina sebep oldugu

rapor edilmistir (104).

KNT bazli ilag tasiyicilart Raman ve optik 6zellikleri goriintiileme teknikleri
ile kolayca belirlenebilmektedir. ilag salimi yiizey modifikasyonlar1 ile kontrol
edilebilmektedir. Yine de karbon nanomateryallerin insanda uzun vadeli kullaniminda

bozunma ve atilimlari ile ilgili arastirma yapilmasi gerekmektedir (92).
Magnetik Nanotasiyicilar

Biyobozunur dogasi, biyouyumlulugu, magnetik rezonans goriintiilleme (MRI)
kontrast ajam1 olarak siiperparamagnetik etkisi geregi demir oksidi yogunlukla
kullanilan bir magnetik materyaldir (105). Klinik uygulamalarda MRI’da
siiperparamagnetik demir oksidi (SPIO) ve ¢ok-kiiciik SPIO nanoparcaciklarinin
kullanimi1 olduk¢a yaygindir. Magnetik nanopargaciklar (MNP) dis magnetik alanda
degisiklilkler meydana getirerek mekanik etki yoluyla ila¢ salimini artirmakta ve
kanser hiicrelerini &ldiirebilmektedir (106). ilag tasima sistemi olarak, MNP,
dogasinda bulunan goriintiileme 6zellikleri ile in vivo ilag salimini es zamanli olarak
goriintiileme imkani sunmaktadir (107), (108), (109). Ila¢ tasima uygulamalarinda
MNP’nin  hidrofilik polimerlerle kaplanmas1 bir¢ok avantaji  beraberinde
getirmektedir. Bu nanoparcaciklar yiiksek yiikleme kapasitesine, iyi dagilabilme ve
yiksek biyouyumluluk &zelligine sahiptir (110), (111), (112). Biyouyumlu ve
biyobozunur ¢ok-fonksiyonlu siiperparamagnetik demir oksidi nanopargaciklari poli
(akrilik asit) (PAA) ile kaplanarak bir ¢esit ilag tasima sistemi sentezlenmistir (113).
Polimerik matriks icerisine Paclitaxel ve kiziltesi boya (Dil veya DiR) enkapsiile
edilmistir. Hedefleme molekiilii olarak folat yiiksek selektivitesi olan 1,3-dipolar
siklo-ekleme tepkimesi ile baglanmistir. Nanopargaciklar tiimor dokusuna hedefleme
ve ilag salimi islemini gerceklestirmekle birlikte, floresan ve MRI goriintiilenebilme
niteligi tagimaktadir. Dil boyasi hiicre 6liimiinii artiran hedeflenmis nanopargacigin

icine yerlesmekte ve floresan 6zelligi ile hiicre 6liimiinii belirleyebilmektedir (114).

Bir termal stabil Fe304 tizerine poli [anilin-ko-sodyum N-(1-bir-biitirik asit)

anilin] (SPAnNa) kaplanmis nanoparcaciklar MNP Paclitaxel tasiyicist olarak
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davranmaktadir. 37°C’de serbest Paclitaxel’e gore SPAnNa-MNP bagh Paclitaxel
daha stabildir. Bu yiiksek termal stabilite insan viicudunda Paclitaxel’in daha fazla
dolasimini artirmaktadir. Paclitaxel konjugati serbest Paclitaxele gore daha diisiik ICso
degerine sahiptir, magnetik alan uygulamasi ile ICso degeri bazi karsinoma
hiicrelerinde diismektedir. Magnetik alan, konjugat belli bir anatomik bolgede
uygulandiginda viicuttaki diger bdlgelerin konjugatin oldiiriicti etkisine maruz
kalmamasini saglamaktadir (115). Polimer bazli Paclitaxel yiiklenmis bir MNP ilag
tasima sistemi olarak gelistirilmistir. Paclitaxel yiikliit MNP in vitro si¢an aortik diiz
kas hiicreleri iizerinde serbest Paclitaxel ile ayni diizeyde ¢cogalmay1 engelleyen etki
gostermisgtir. MNP’nin etkileri magnetik alan ile artirilabilmektedir. MNP’den
Paclitaxel salimi dikkate degerdir (48 saatte %88) (116).

Stiperparamagnetik Fe-NP’ler paclitaxeli tasimak iizere tasarlanmistir.
Paclitaxel-Fe-NP konjugatinin serbest Paclitaxel’e gore suda ¢oziiniirliigii 780 kat
daha fazladir. Fofodiesteraz fosfodiester baglarini kirarak paclitaxelin salinmasina
neden olabilmektedir. Arastirmalar paclitaxel-Fe-NP’nin ICso degerinin serbest

Paclitaxel 1Cso degerine gore yaklasik 1000 kat diisiikk oldugunu gostermistir (117).

Oleik asit kapli ve pluronik-stabilize MNPIer sentezlenmistir. Bu MNP ye anti-
kanser Doxorubicin ve Paclitaxel ilaglar1 birlikte yiiklenmistir (118). Bu iki ilag
MNP’nin hiicre cogalmasini engelleme etkisi iizerinde sinerjistik bir etki yaratmistir.
Farelerde MRI sinyal yogunlugu izlenebilmistir ve sirkiilasyon zamaninin arttigi

gozlenmistir (119).

Biyobozunur poli (D,L-laktid) mikrokiire magemit nanopargaciklarinin
birlesimi ile magnetik bir Paclitaxel tastyicis1 hazirlanmistir. Salinimli magnetik alan
Paclitaxel salimini artirmistir, termal enerji salim davramslarini etkilememistir. Tlag
salimini iyilestirmek iizere nanopargaciklarin farkli hareketlerinin saglanmasi igin
farkli magnetik kuvvet uygulamasi yapilmistir. Dis magnetik alan vasitasiyla

MNP’nin tedavi i¢in belli bir bélgeye giidiimlii hedeflenmesi saglanmigtir (105).

Hem floresan hem de MRI goriintiilleme 6zelliklerinin kazandirilmasi igin
QD’ler yiizeyi karboksilatla fonksiyonlandirilmis FesO4 nanaopargaciklari ile konjuge
edilmistir. MNP nin termal 6zellikleri ayn1 zamanda kanser hiicresi baskilanmasini
saglayan ilag¢ salimini artiran hipertermiyi indiiklemistir. Paclitaxel MNP nin yiizeyine

Paclitaxel’i asamali salan ince bir PLGA tabaka ile yiiklenmistir. Paclitaxel-PLGA-

24



KD-MNP’ler insan prostat kanser hiicreleri PC3mm?2 tizerinde doz bagimli sitotoksik
etki gostermigtir. Paclitaxel-PLGA-KD-MNP {izerine hedefleme amacli spesifik
membran antijeni (anti-PSMA) baglanmistir. Anti-PSMA- Paclitaxel-PLGA-KD-
MNP pargaciklart anti-PSMA ifadesi bulunan insan prostat kanseri LNCaP hiicreleri
tizerinde etki gozterirken anti-PSMA-negatif olan yani anti-PSMA ifadesi
bulunmayan PC3mm?2 hiicreleri {izerinde etki gostermemistir. KD’den kaynaklanan
floresan oOzelligi ile in vivo olarak anti-PSMA-Paclitaxel-PLGA-KD-MNP’nin

yogunlastig1 timor bolgelerinde belirlenmesi miimkiin olmustur (120).

2.3. Poli (amidoamin) (PAMAM) Dendrimerleri

2.3.1. PAMAM Dendrimerlerinin Yapisi ve Fizikokimyasal Ozellikleri

Tiim dendrimerler 3 adet yapisal bilesen i¢ermektedir. Bu bilesenlerden bir
tanesi diamin merkezidir. Diamin merkezin amin kollarina bagh terminaller perifer
yapilanmalar ger¢eklesmektedir (121). En ¢ok kullanilan terminaller karboksilik asit
gruplari, hidroksil gruplart ve amin gruplaridir. Bu yapilanma uygun pH kosullarini,
negatif, pozitif ve notral yiikleri gerektirmektedir. PAMAM molekiillerin aga¢ benzeri
dallanmis yapisinda olusan bosluklar, olasilikla farkli molekiillerin PAMAM
dendrimerleri ile birlesmesine olanak saglayabilmektedir. pH-pKa dengesi hangi ilag
molekiillerinin PAMAM’1n iyonize veya notral formlarinda baglanti kurabilecegini
belirlemektedir. Merkezdeki amin gruplariin pKa’ s1 7,0-9,0 arasinda olmakla birlikte
tiglincii derece aminlerin pKa degerleri 3,0-6,0 araliginda bulunmaktadir (122), (123),
(124), (125), (126). Fizyolojik pH olan 7,4’te ¢ogu primer amin protonlanmig olarak
bulunmaktadir ve ti¢ilincii derece aminlerin hepsi pH: 5’ te protonlanmis durumdadir.
Bu nedenle PAMAM dendrimerlerinin protonlanma diizeyleri i¢inde bulunduklari
cozeltinin pH degerine gore degiskenlik gdstermektedir. Amin protonlanma derecesi
PAMAM’m diger molekiiller ile kuracagi baglarin olusabilmesi i¢in 6nemli bir

etkendir (127).

Dendrimerler baslangigta miselli yapiya sahip molekiiller gibi goriinmektedir,
yine de solid yapilar1 kovalent baglar olusturmalarina olanak vererek spesifik bir ortam
icerisinde spesifik bir kritik misel konsantrasyonu ile amfifilik misel olusumunun
kendiliginden gelisimini saglamaktadir. Yine de PAMAM lar pH-pKa dengesine bagl
protonlanma 6zellikleri dolayisiyla alisilageldik misel 6zellikleri arasinda bulunmayan
fonksiyonel grup iyonizasyon potansiyeli tasimaktadir (128), (129).
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Diisiik jenerasyon PAMAM dendrimerlerinin (3. jenerasyona kadar) ¢cogunlukla
diizlemsel bir yap1 sergiledikleri kabul edilmektedir. Jenerasyon 3,0 ve 4,0 arasindaki
ve daha {iist jenerasyon PAMAM’larin globiiler bir yapiya sahip olduklar
bilinmektedir (130), (131), (132). Periferal terminal gruplarin agiga ¢ikmasini ve
yapmin igerisine diger molekiillerin yerlesmesini saglayan bosluklarin bulunmasini
diizlemsel ve globiiler yapiya sahip olma nitelikleri etkilemektedir. Jenerasyon 5 ve
daha ytiksek jenerasyonlu PAMAM’larin iizerinde bulunan bosluk hacminin daha
yiksek oldugu goézlemlenebilmektedir, bu yilksek bosluk hacmine sahip
PAMAM’ larin diger kiigciik PAMAM’larla karsilastirildiginda gen transfeksiyonunda
kullanilan niikleik asit gibi biiyiik molekiilleri, bosluk yiikleme hacimlerinin ytliksek
olmasi nedeniyle, yapilarina kabul edebilmekedir. pH etkisi dendrimer boyutlarini
etkilemektedir. pH: 10,0 ve daha yiiksek pH’ larda protonlanmamis PAMAM’larin
protonlanmis PAMAM’lara gore daha diisiik bosluk yiikleme hacmine sahip oldugu
gosterilmistir (133).

2.3.2. PAMAM Dendrimerlerinin Coziiniirlestirme Mekanizmasi

Spesifik bir ila¢ tasiyicisina ilacin yliklenmesi olayinin gerceklesmesi klasik
¢Oziiniirlestirme teorisi ile agiklanmaktadir. Cevresel etmenlerden dolayi ilag, tasiyici
gbrevi goren dendrimer yapisina katilabilir ya da katilmayabilir. Ilag molekiiliiniin su
icerisinde c¢oziiniirligli diisiikse, dendrimer daha yiiksek bir hidrofobik c¢evre

sunuyorsa, ilag dendrimer yapisina yerlesmeye egilimli olmaktadir (134).

Cogu hidrofobik ilag, hidrofobik baglanma giiciine gerek duyulmadan
hidrofobik etkilesim gergeklesebiliyor olsa da sudan kagma egilimi gostermektedir,
sudan kagabildikleri cevrelerde kendi baslarina hareket etme egilimindedir. PAMAM
dendrimerlerinin noétral hallerinde noétral ilag molekiilleri dendrimer {izerindeki
bosluklarin igerisine yerlesmeyi tercih etmektedir. Hidrofobik steroidler, 6rnegin
testosteron, PAMAM dendrimerlerinin kollarinin arasinda bulunan bosluklara

hidrofobik ekilesim araciligiyla yerlesmektedir (127).

Dendrimer dallar1 arasindaki bosluklarin sayisina baghi olarak ilag
molekiillerinin bir kismi dendrimer yapisina katilabilmektedir. Diger ilag-polimer
baglanmalarinda da karsilasilan bu kisit, sinirli yiikleme kapasitesi olarak
nitelendirilmekedir. ilag molekiillerinin dendrimer igerisinde yerlesimi ilag

molekiillerinin birarada iken barindirdiklart kohezivlik (birbirine yapiskanlik)
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ozelliklerinde azalmaya neden olmaktadir. Dendrimer i¢erigindeki “kritik’” miktardaki
ilag molekiillerinin ¢oziiniirliigii artmaktadir. Oncelikli olarak ilag molekiilleri
dendrimer dis yiizeyine baglanmaktadir, koheziv 6zellikleri bu sekilde azalmaya
baslamaktadir, ilag molekiillerinin belli bir baglanma sayisin1 agmalari durumunda
olusan termodinamik ¢6ziinme dengesi sonucu tekrar kohezivlik 6zelliklerinde artig

meydana gelmektedir (127).

Benzer bir kisitlamaya yiikli molekiillerin yiiklenme kapasitesinde de
karsilagilmaktadir. Bir dendrimer ¢ogunlukla perifer kollarinda yiiklii molekiiller ile
etkilesime girebilme Ozelligine sahip belli sayida yiikli gruplar icermektedir.
Dendrimer yiizeyindeki yiiklii gruplarin molar limiti asildiginda bu alanlarla bag
olusturabilme 6zelligindeki yiikli ilag molekiillerinin daha fazla baglant1 yapabilmesi

miimkiin olmamaktadir (127).

pH etkisine bagli olarak PAMAM dendrimerleri ve ila¢ molekiilleri arasinda
onemli derecede degiskenlik gbsteren pKa degerleri bulunmaktadir, bu degiskenlik
farkl1 iyonizasyon derecelerinin goriilmesine neden olmaktadir. Oyleki, ilag PAMAM
dendrimeri {izerine yiiklenirken, yiikleme ortaminda 6nemli pH degisimleri meydana
gelebilmektedir (135). Yiikleme tamamlandiginda hidrofobik etkilesimlerin
gerceklesmesini  saglamak  amaciyla  yikleme ortamimin  pH’1t  tekrar
ayarlanabilmektedir. Yine de fizyolojik kosullarda hem PAMAM hem de ilag
molekiilleri tamamen iyonlagabilmektedir. Ayni zamanda yilikleme oraninda
dendrimer bosluklarina yerlesebilen ila¢ molekiillerinin miktar1 ile fizyolojik
kosullarda yerlesebilen ilag molekiilii miktar1 arasinda farkliliklar bulunabilmektedir.
Bu durum ayn1 zamanda elektrostatik etkilesimler gibi baz1 etkilesimlerin dendrimere
ila¢ molekiillerinin yiiklemesi sirasinda degil sadece ilag molekiillerinin dendrimerden

salimu sirasinda gergeklestigini agiklamaktadir (127).

2.3.3. PAMAM Dendrimerlerin Toksisitesi ve Biyodagilimi

Tim diger ilag tagiyici polimer sistemlerinde oldugu gibi, dendrimerlerde de bir
dereceye kadar toksisite ile karsilasilmaktadir. Katyonik dendrimerlerde yiizeyde
bulunan yiiklerin yogunlugu nedeniyle ve dendrimer yapisinin negatif yiiklii
membranlarla etkilesimi ve bozunmasi dolayisiyla toksisite goriilmektedir (136),
(137), (138), (139).
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Amin terminalli PAMAM’larin yiizeyindeki yiik yogunlugu sahip olduklari
jenerasyona gore degisiklik gostermektedir (140). Bu bilgiden yola ¢ikilarak daha
fazla terminal grup iceren katyonik PAMAM dendrimerlerin negatif yiikli
membranlarla daha fazla etkilesim kurup bu etkilesimleri yok edebilecegi agiklamasi
yapilabilmektedir (141), (142).

Kiiciik boyuttaki dendrimerler membran katmanlari tarafindan daha kolay
absorbe edilmektedir. Ornegin 2. jenerasyon PAMAM dendrimeri 6. jenerasyon

PAMAM dendrimerine gére membran tarafindan daha kolay absorblanmaktadir (143).

Bu gozlemler genellikle in vitro sistemlerde elde edilmistir, in vivo modeller in
vitro sistemlere gore daha gergekgi bir sitotoksisite degerlendirmesi yapmaya olanak
verebilmektedir, ¢linkii in vitro sistemler toksik etkilere biitiinciil bir organizmaya gére
daha hassastir (144). CD-1 fare tiiriinde yapilan bir arastirmada anyonik PAMAM
dendrimerlerin oral dozlarin1 katyonik PAMAM dendrimerlere gore 10 kat daha ¢cok
tolere edebildigi gosterilmistir (145). Hemotoksisite, PAMAM dendrimerlerinde
karsilagilan istenmeyen bir toksisite ¢esididir. Bu tip bir toksisiteye deneysel kosullar
ve modeller de neden olabilmektedir. Katyonik PAMAM dendrimerlerinin kanda
platelet akivasyonu vasitasiyla protrombotik etki yarattigi belirlenmistir (146). 3. ve 4.
jenerasyon PAMAM dendrimerlerinin vaskiiler endotelyal lezyonlar olusturmaya

yatkin oldugu ve kanin pihtilagsmasini destekledigi gosterilmistir (127).

Notral hidroksil- veya biyobozunabilir ester- merkezli dendrimerlere (147) ve
negatif yiiklii karboksilat merkezli dendrimerlere (148) gore yiizeyi kimyasal
modifikasyona ugramis negatif veya notral yiiklii merkeze sahip dendrimerler daha az
sitotoksisite sergilemektedir. PAMAM dendrimerlerine karsi tolerans, kitosan ve

akrilat polimerleri gibi diger polimerlere gelisen toleransa oranla daha fazladir (149),
(150).

PAMAM dendrimerlerin toksik 6zelliklerinin azaltilmasi igin PEGilasyon
(polietilenglukolasyon)  prosesinden  faydalanilmaktadir. Notral PAMAM
dendrimerler, hiicreleri, yiiklii amin terminallerine maruz birakmadiklar1 i¢in daha

diisiik toksik etki yaratma egilimindedir (151).

Diger bir potansiyel toksisite tipi, PAMAM dendrimerlerinin in vivo

uygulanmasindan sonra spesifik olmayan bir yolla c¢esitli organ ve dokularda
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birikmesidir. Hem pozitif hem de negatif yiikli PAMAM dendrimerlerinin intravendz
uygulamasindan  sonra  kandan hemen hemen hepsinin  temizlendigi
gozlemlenmektedir. Sicanlarda gadolinyum-PAMAM kontrast ajani igin tiim
PAMAM dendrimerlerinin karacigerde biriktigi ¢ok az bir kisminin bobreklerle
atildigi goriilmiistiir (152). Insanlarda PAMAM fetal membrandan dorgrudan
gecebilmektedir. PAMAM-ilag konjugatlarinin, topikal intravajinal uygulamasi
sirasinda, fetiise transportun engellenmemesi durumunda plasental membrandan
gecebildigi  gosterilmistir (153). PAMAM dendrimerlerinin farelerde intranazal
uygulamasindan sonra beyinde biriktigi gosterilmistir (154). Genel olarak modifiye
edilmemeis ve 5. jenerasyona kadar olan kiicik PAMAM dendrimerleri diger
PAMAM dendrimerlerine gore daha diistik toksisteye sahiptir, 6. jenerasyondan daha
bliyik PAMAM molekiilleri jenerasyon numarasi arttikca artan toksisite dzellikleri
sergilemektedir (136), (155). Negatif ve notral PAMAM dendrimer se¢imi neredeyse
non-toksik olduklar1 ispatlandigi i¢in daha gilivencelidir (136), (156). PAMAM
dendrimerleri, su ve yagda ¢oziinebilme 6zelligi nedeniyle ¢evre kirliligine yol agma
potansiyeli tasimaktadir, oksidasyon reaksiyonlar1 ve irradyasyona maruz kalma
sonucu olusan ikincil PAMAM dendrimerlerinin, ana PAMAM dendrimerlerine gore

daha toksik oldugu gosterilmistir (157).

PAMAM dendrimerleri ile ilgili gelinen son noktada in vitro ¢alismalar igin
birgok patent bulunmaktadir. In vivo ve insan arastirmalari igin heniiz PAMAM patenti
bulunmamaktadir. PAMAM ila¢ tasima sistemlerinin farmasotik formlar1 heniiz
yaymlanmaya baglanmistir. Ticari liretimleri olduk¢a diisiik olmasiyla birlikte,
PAMAM dendrimerlerinin biiyiik 6lgekli tiretimi ile ilgili ¢alismalarin ilk adimlar
atilmistir. Kilogram bazinda PAMAM iiretimi Amerika (Dendritech Inc.) ve Asya
(Weihai CY  Dendrimer  Technology) kokenli iki firma tarafindan
gerseklestirilebilmektedir. PAMAM dendrimeri ticari {iretim kapasitesinin artmakta
oldugu gozlemlenmektedir. Farmasotik yardimer maddelerin diisiik maliyetli, fazla
miktarda {retilebilen, kanitlanmis giivenlik kayilart bulunan, istenen teknolojik
Ozelliklere sahip olmalar1 tercih edilmelerini saglamaktadir. Henliz PAMAM
dendrimerlerinin bu ozelliklere sahip formlar1 gelistirilememistir. Cesitli kosullar
altinda birgok tibbi ajanin ¢dziinmesi agisindan PAMAM dendrimerleri yiiksek bir
kapasite sergilemektedir. Yine de yaklasik olarak 30 yildir varligi bilinen bu
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molekiillerin farmas6tik yardimer madde olarak gelistirilmesi icin kisa bir siireg

gecmistir.

PAMAM dendrimerlerinin biyodagilimi ve organizmadan atilimi siireglerinin
daha iyi anlasilabilemsi i¢in en az 1 yillik gozlem yapilmasina olanak saglayan
caligmalarin gergeklestirilmesi gerekmektedir. Bu sekilde toksisite etkilerinin daha iyi
anlasilabilmesi olanagi bulunacaktir (158). Ozellikle katyonik PAMAM’lar basta
olmak iizere PAMAM dendrimerleri sitotoksik etki gostermektedir. Hiicre i¢ine ve
niikleus igerisine girebilen polikatyonik peptidler goz 6niinde bulunduruldugunda bu
molekiillerin hiicre i¢i terapotik ajan saliminda kullanildig1 ve bu peptid zincirleirinin
de diger bircok katyonik molekiil gibi toksik etki sergiledikleri gézlemlenmektedir
(159), (160). PAMAM dendrimerlerinin bazi dozlarinin tolere edilebilir toksik etki

yaratmasi 0zel salim sistemi olarak kullanimi olanagini giindeme getirmektedir.

Katyonik dendrimerlerin toksisitesinin diistiriilmesi i¢in yapilan aragtirmalarda
cesitli modifikasyonlar denenmistir. Bunlarin arasinda  yarim-jenerasyonlu
dendrimerlerin kullanildigi katyonik olmayan terminaller bulunmaktadir (161).
Dendrimer terminallerine PEG ve lauroil zincirleri baglantist bulunmaktadir (140).
Amin terminallerinin modifikasyonu noétral asetamid terminallerine doniistiirme ile
saglanmaktadir  (162). PAMAM dendrimerlerinin  hidroksil  gruplarinin
esterifikasyonu, KB ve HepG2 hiivrelerine gen transferinde sitotoksisteyi azaltan etki

gostermistir (163).

Gen transferinde biyobozunur esterler PAMAM-OH dendrimerlerine gore
arjinin kopmasindan sonra daha giivenli olarak degerlendirilmistir (147). Bu sebepten
dendrimer teknolojisinin gelistirilmesi evrelerinde ndtral ya da negatif yiikli PAMAM
dendrimerlerinin {istlinde durulmasinin gelecek ¢alismalar i¢in tercih sebebi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. PAMAM dendrimerlerinin PEGilasyon yontemi ile
modifikasyonu yalnizca nétral PAMAM eldesinde degil, ayn1 zamanda karaciger ve

bobrekte birikimi engellemek agisindan faydali goziikmektedir (164).

Kovalent modifikasyonla olusturulmus ve terminal uglarina ilag pargaciklarinin
baglanmasi saglanmis PAMAM dendrimerleri dispersif ve elektrostatik etkilesimli
pasif enkapsiilasyon sistemlerine gore ila¢ salim1 agisindan daha etkili sistemleridir.
Bu yiizden ilag-dendrimer konjugatlarinin yeni kimyasallar olarak ruhsatlandirilmasi

giindeme gelmektedir (165).
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PAMAM dendrimerlerinin heniiz farmasoétik yardimer madde olarak kullanimi
gerceklestirilememektedir, ancak bu bu dendrimerler nanotasiyict olarak altin

degerinde bir nitelige sahip olabilecegini kanitlama potansiyeline sahiptir (127).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Calismada Kullanilan Gerecler ve Kimyasallar

Tablo 3.1. Tez projesi kapsaminda kullanilan gereglerin adlari, marka ve modelleri.

Gereg Marka-Model
Otomatik 100-1000 pl Brand
Pipetler 10-100 pl Gilson
1-30 pl Gilson
Buzdolabi (+4 °C) Arcelik
Derin dondurucu (-20 °C) Arcelik

Derin Dondurucu (-80°C)

Thermo Scientific

Analitik Terazi

Scaltec SBC31

Santrifiij Thermo Scientific Heraeus Labofuge
400
Inkiibator Thermo Electron Corporation’s Class

100

Laminar Akim Kabini

Esco Class I, Biological SAfety
Cabinets

Isik Mikroskobu

Olympus-CH30

Inverted mikroskop

Olympus-CKX41

Nicolet™ iS50 FTIR Spektrofotometresi

Thermo Scientific

HPLC

Agilent 1100 Serisi

HPLC Kolonu

ACE C18-300 A

HPLC Guard Kolonu

ACE C18

Elektrokimyasal Dedektor

HP 1049A

Izokratik Pompa (G1310A)

Agilent 1100 Serisi

Manuel Enjektor Blogu G1328A 77251

Rheodyne LLC

Kolon Firini

Agilent 1100 Serisi

Kromatografik Veri Isleyicisi

HP ChemStation for LC Rev A
06.03C509
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Tablo 3.2. Tez projesi kapsaminda kullanilan kimyasallarin adlari, marka ve modelleri.

Membran (8-10 kDA

Kimyasal Adi Katalog Numarasi Marka
5. generation PAMAM 536709 Sigma
CAS No: 163442-68-0
N-(3- E6383 Sigma
Dimetilaminopropil)- CAS N0:25952-53-8
N'-etilcarbodiimid
hidroklorid, (EDC)
Asetik anhidrid 242845 Sigma
CAS No:108-24-7
3-(4,5-dimetil-2- M2128 Sigma
thiazoli)-2,5-difenil- CAS No0:298-93-1
2Htetrazolyum
bromid (MTT)
Folik Asit F7876 Sigma
CAS No0:59-30-3
Dimetil stlfoksit D2650 Sigma
CAS No: 67-68-5
Paclitaxel T7402 Sigma
CAS No0:33069-62-4
Trietilamin 121-44-8 Sigma
Sodyum Dihidrojen 331988 Sigma
Fosfat CAS No:7558-80-7
Asetonitril 271004 Sigma
CAS No:75-05-8
Metanol 34860 Sigma
CAS No0:67-56-1
Tipan Mavisi 03-102-1B Biological Industries
Seliiloz Diyaliz 131264 Spectrum
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molecular weight cut
off)
DMEM (High Glucose) DMEM-HPSTA Capricorn Scientific
Penisilin-streptomisin PS-B Capricorn Scientific
L-glutamin GLN-B Capricorn Scientific
3.2. Yontem

Deneysel olan bu arastirma in vitro kosullarda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali ve Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya

Anabilim Dal1 laboratuvarlarinin imkanlari kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.1. 5. PAMAM-Paclitaxel Komplekslerinin Olusturulmasi

PAMAM -Paclitaxel Konjugasyonunun Olusturulmasi Igin izlenen Yontem

5,6 uL PAMAM, 5 ml Dimetilsiilfoksid (DMSO), 27,5 pL Trietilamin cam tiip
icerisinde karistirilarak 1 numarali ¢ozelti olusturuldu. 13 pL asetikanhidrit ile 5 ml
DMSO cam tiip igerisinde karistirilarak 2 numarali ¢ozelti olusturuldu. 2 numarali
¢ozelti damla damla 1 numarali ¢ozeltiye eklendi. Ekleme iglemi sirasinda her
damlatmay1 takiben 1 numarali ¢ozelti ¢alkalandi. Olusan son ¢ozelti 25°C’de 24 saat

boyunca su banyosunda bekletildi. Bu sekilde PAMAM modifikasyonu elde edildi.

3,5 mg folik asit, 13,5 mg N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide
hydrochloride (EDC), 6 ml DMSO cam tiip igerisinde ve 25°C’de 3 saat boyunca
karistirildi. Elde edilen bu ¢6zelti PAMAM modifikasyonuna damlatilarak karistirildi.

Paclitaxel olusan son iirlin ile karistirlldi. PAMAM-Paclitaxel konjugati elde

edildi.

Kullanilan tiim kimyasallarin ve olusturulan ¢ozeltiler icerisinde elde edilen
reaksiyon {lriinlerinin FTIR o6l¢limii ile, yan gruplarinda olusan ve kopan baglar

degerlendirildi.

PAMAM-Paclitaxel kompleksi konsantrasyonlari hiicre kiiltiirinde MTT

sitotoksisite analizine tabi tutuldu.
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3.2.2. Fourier Transform Infrared Spektrumu (FTIR) ile Ol¢ciim

5.JPAMAM’la baslayip 5. PAMAM-Paclitaxel kompleksinin olusumuna kadar
izlenen her basamakta alinan 10 uL’lik 6rneklerde olusan ve kirilan baglar FTIR cihaz1

ile 6l¢iilmiistiir.
Olgiimler 15-27,000 cm™* spektral aralikta yapilmistir.

3.2.3. In vitro Salim Kinetigi Ol¢iimii

In vitro salim kinetigi olgiimii icin HPLC cihazi kullanilmistir. Molekiiler
bliytikliik sinirlamasi1 10000 olan diyaliz membranin i¢ine elde edilen 5.J PAMAM-
Paclitaxel kompleksi fosfat tamponunda ¢ozdiirtilerek konmustur. Diyaliz membran
pH:7.,4 olan 15 ml fosfat tamponu ortamina birakilmistir. Bu ortam 37°C’ye ayarli su
banyosunda bekletilmistir. Her saat basi fosfat tamponu ortamindan 3 ml 6rnek alinmis
ve bu miktarin yerine yine 3 ml fosfat tamponu beslemesi yapilmistir. Alinan

orneklerdeki Paclitaxel konsantrasyonu HPLC metodu ile dl¢lilmiistiir.

Olgiimler fosfat tamponu icerisinde ¢dken Paclitaxel konsantrasyonunun HPLC

yontemiyle belirlenmesiyle gergeklestirilmistir.

Fosfat tampon ortami 37°C’deki su banyosunda tutulmustur. 10mg/mL
DMSO’da ¢6ziinmiis Paclitaxel ve 5.J PAMAM-Paclitaxel kompleksi ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden 20 pL/mL olacak sekilde 1 ml’lik fosfat tamponu
cozeltileri elde edilmistir. Cozeltiler 37°C’de karistirilmistir. Onceden belirlenen
zaman araliklarinda cozeltiler 300 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Siipernatantlar,
presipitatlarin uzaklastirilmasi i¢in son olarak 10000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir.
Presipitatlarin uzaklastirilmasi ile elde edilen ¢ozeltilerden alinan 6rnekler HPLC
Olgtimiinde kullanilmigtir. In vitro salim kinetigi ortam1 olarak 1 ml fosfat tamponu
kullanilmistir. Onceden belirlenen zaman araliklarinda 10000 rpm’de 10 dk santrifiij
islemi uygulanmistir. 0,8 mL siipernatant 6rnek olarak alinip ayni1 miktardaki taze
ortam fosfat tamponu i¢ine eklenmistir. Salim kinetigi ¢aligsmasi sonlandiktan sonra
orneklerdeki 5.J PAMAM-Paclitaxel kompleksi igerigindeki salinmamis Paclitaxel

konsantrasyonu HPLC ydntemi ile belirlenmistir.
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3.2.4. Hiicre Kiiltiirii

MDAH 2774 hiicre hatt1, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi Biyoloji Anabilim
Dali 6gretim iiyesi Prof. Dr. Cumhur Giindiiz’iin olusturdugu hiicre hatti

koleksiyonundan temin edilmistir.

Tablo 3.3: MDAH 2774 Hiicre Hatt1 Ozellikleri

Organizma Homo sapiens (insan)

Morfoloji Epitel

Kaynak Over

Hastalik Ovaryan endometrioid adenokarsinoma
Cinsiyet Kadin

Kategori Kanser hiicre hatti

MDAH 2774 endometrioid over adenokarsinoma hiicreleri, igeriginde %10 FBS,
%1 I-glutamin, %1 penisilin-streptomisin bulunan DMEM-High Glucose besi

ortaminda kiiltiire edilmistir.

Hiicrelerin kiiltiirii 25 cm?’lik flasklarda gerceklestirilmistir. I¢ ortam olarak %35
CO2, %95 hava ortam1 ve nem igeren 37°C sabit sicakliga sahip inkiibatorde tutuldu.
Hiicrelerin ¢ogalma durumlari go6z 6niinde bulundurularak taze besi ortami eklenmesi

haftada ortalama 3 kez gergeklestirilmistir.

Hiicre ¢ozdiirme, pasajlama ve dondurma islemleri laminar akim kabinde, hiicre
kiiltiirii mikroskobik incelemesi inverted mikroskop ile, canli hiicre sayisini belirleme
islemi 151k mikroskobunda Tripan Mavisi boyasiyla boyama iglemi ile, hiicre stogu

saklama ve depolama islemleri -80°C’deki buzdolabinda gergeklestirilmistir.

Hiicre ¢6zdiirme islemi -80°C’de bulunan kriyoviyal tiip igerisindeki hiicre
stogunun buz lizerinde kriuoviyal tiip igerisine taze besi ortami eklenerek yavas yavas
¢ozdiiriilmesi ile baglamistir. Buz parcaciklar1 yok olana kadar otomatik pipet aleti ve
filtreli steril pipet uslar1 kullanilarak nazikge pipetleme islemi gerceklestirilmistir.
Cozilinen hiicreler icinde 5 ml taze besi ortami bulunan 15 ml’lik santrifiij tiipiine
aktarilmistir ve tekrar pipetlendikten sonra tiip 1200 rpm’de 5 dk santrifiyj edilmis,
siipernatant uzaklastirildiktan sonra santrifiij islem aynm1 kosullarda tekrar

gerceklestirilmistir.
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Hiicre pasajlama islemi hiicre siyiricilart vasitast ile gerceklestirilmistir.
Pasajlama yapmadan Once canli hiicre sayist belirleme islemi gerceklestirilmistir.
Canl1 hiicre sayisinin 1 ml basina 10°-10° araliginda bulunmasia dikkat edilmistir.
Flaskta ylizeyi kaplamis durumdaki hiicreler kullanilmis besi ortami1 uzaklastirildiktan
sonra 2 ml fosfat tamponu ile yikanmistir. Sml serumsuz besi ortami flask igine
konulup hiicreler hiicre siyiricisi vasitasiyla yiizeyden kaldirilmistir. Flask icerigindeki
hiicre-serumsuz besi ortami karisimi 15 ml’lik santrifiij tlipii icerisine alimip 1200
rpm’de 5 dk santrfiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra 15 ml taze besi
ortami eklenmis ve nazik¢e pipetleme islemi yapilmistir. Bu karisimdan 50 pl
ayrilarak geri kalan kisim iki ayr flaska aktarilmistir. Ayrilan 50 pl’lik kisim hiicre

canlilik testinde kullanilmustir.

Hiicre dondurma islemi hiicre kiiltiirii ilk pasajindan sonra, direngli hiicre
gelistirme isleminin her asamasinda gerceklestirilmistir. Flask igerisinde hiicreler
yiizeyi en az %80 oraninda kapladiginda hiicreler tarafindan kullanilmis besi ortami
uzaklagtirllmistir. Hiicreler 2 ml fosfat tamponu ile yikanmistir. Flaska 5 ml serumsuz
besi ortami eklenip hiicre styiricisi vasitasiyla hiicreler kaldirilmistir, Elde edilen bu
karisim 15 ml’lik santrifiij tiipline aktarilarak 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Stipernatant uzaklastirilmistir. Buz iizerine alinan hiicre pelleti tizerine 900 pl taze-
soguk %10 serumlu besi ortami konmustur, hiicre canlilik testi i¢cin 50 pl bu
karisimdan ayrilmistir, hiicre-besi ortami karigimina igeriginde 1:9 oraninda DMSO
bulunan FBS’den 800 ul eklenmis ve kriyoviyal tiipe aktarilmistir. Kriyoviyal tiipler
tizerine hiicre hatt1 ad1, pasaj sayisi ve tarih yazilip, oncelikle 1 saat -20°C dondurucuda

bekletilmistir, sonra -80°C dondurucuya aktarilarak muhafaza edilmistir.

Hiicre canlilik testi-canli hiicre sayisini belirleme islemi pasajlama ve dondurma
islemi sirasinda elde edilen 50 pl’lik hiicre siispansiyounun iizerine 50 pl Tripan
Mavisi eklenip Neubauer lamina aktarilarak 151k mikroskobunda gerceklestirilmistir.
Lam tizerindeki 16 kareden 4 tanesi secilerek alan {izerindeki boyanmamis hiicreler
sayllmistir ve ortalamalar1 hesaplanmistir. Bulunan ortalama seyreltme faktori ile

2*10* ile carpilarak 1 ml’deki canli hiicre sayis1 belirlenmistir.

Hiicrelerde direng gelistirme islemi MDAH 2774 hiicrelerinde Paclitaxel i¢in
hesaplanan ICso dozunun uygulanmasi ile 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda

gerceklestirilmistir. ICso dozu uygulandiktan 1 gilin sonra kullanilmis besi ortami
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cekilerek yerine Paclitaxel icermeyen taze besi ortami eklenmistir. Canli kalan
hiicreler kuyucuklar igerisinde koloniler olusturmustur. Elde edilen kolonilerin
pasajlama islemi gerceklestirilmistir, hiicreler kuyucuk yiizeyinin en az %80’ini
kapladiktan sonra ICsp dozu uygulanmistir. Her pasajlama islemi yaklasik 4-5 giin
sonra yapilmistir. Direng kazanan hiicreler 1Cso dozu uygulandiginda mikroskobik
gozlem yapildiginda koloni olusturmaksizin hiicre kiiltiir kab1 yiizeyini kaplamaya
basladiklarinda uygulanan Paclitaxel dozu artirilmistir. Her doz artirimi asamasinda
hiicre dondurma islemi gergeklestirilmis ve hiicrelerdeki MDR1 gen ekspresyonu

diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Toplam direng gelistirme siiresi 8 hafta stirmiistiir.

3.2.4.1. Paclitaxel’in MDAH 2774 hiicreleri iizerinde %50 dldiiriicii etki yaratan
dozunun (I1Cso) belirlenmesi

ICs0 dozunun belirlenmesi icin MTT testi uygulanmistir. Sar1 renkli MTT
maddesi yasayan hiicrelerdeki mitokondri i¢erisinde mor renkli formazan kristallerine
indirgenmektedir. Spektrofotometrik  6lgim  yontemi kullanilarak formazan
kristallerinin olusturdugu absorbanslar 570 nm dalgaboyunda 6l¢iilmiistiir. Istatistiksel
anlaml1 bir 6l¢iim gergeklestirmek igin hiicreler 3’1t gruplar halinde 96 kuyucuklu
kiiltiir kaplarina her kuyucuga kuyucuk basina 9000 hiicre diisecek sekilde 100 pl
hacminde ekilmistir. 10uM ile 1 nM araligindaki Paclitaxel konsantrasyonlarinda ilag
uygulandiktan sonraki 24., 48. ve 72. saatler i¢in 10ul’lik MTT eklenerek ilk 30 dakika
ile 4 saat arasindaki her yarim saatte bir 6l¢lim gergeklestirilerek absorbans degerleri
kaydedilmistir. 24., 48. ve 72. saatler igin ICso degerleri belirlenmistir. Ilacin

uygulanmadig1 son siradaki hiicre grubu kontrol grubu olarak kullanilmagtir.

Asagida ICsp dozu belirlenirken 96 kuyucuklu kiiltiir kabinda Paclitaxel,
PAMAM, 5.J PAMAM-Paclitaxel i¢in olusturulan gruplar gdsterilmektedir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

10uM Paclitaxel PAMAM 5.J PAMAM-Paclitaxel
1uM

100nM

10nM

1nM

Kontro | ——

IO ™Moo ®>

Sekil 3.1. IC50 dozu belirleme testinde olusturulan deney gruplarinin 96 kuyucuklu kiiltiir

kabindaki yerlesimi
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4. BULGULAR

4.1. Reaksiyon Uriinlerinin FTIR Sonuclar

Gergeklestirilen asamali reaksiyonlar sonusunda 5.) PAMAM asetillenmesi,
folik asit baglanmasi ve Paclitaxel ile kompleks olusumu gerceklesmistir. Sekil 4.1.’de
5.J PAMAM’a folik asit baglanmasi i¢in gerceklestirilen bir dizi reaksiyon sonucu

olusan baglarin dalga numaralarina gore transmitans verileri gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. Reaksiyon iirlinlerinin FTIR sonuglari

Sekil 4.2.°de 5.0 PAMAM-Paclitaxel kompleksinin olusmasi ile elde edilen
baglarin dalga numaralarina goére transmitans degerleri goriilmektedir. Baglarin
transmitans verileri 5.J PAMAM ile Paclitaxel arasinda non-spesifik baglar

olustugunun kanitidir.
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Sekil 4.2. Reaksiyon iiriinlerine Paclitaxel baglanmasi ile elde edilen FTIR sonuglar

4.2. In vitro Salim Kinetigi Ol¢iimii

in vitro Salim Kinetigi Grafigi
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Sekil 4.3. Serbest Paclitaxel ve 5.J PAMAM-Paclitaxel kompleksi i¢in in vitro salim kinetigi
sonuglari
4.3. MDR1 Gen Ekspresyon Diizeyleri

MDRI1 gen ekspresyonunun artirilmas: ve diren¢ olugmasi planlanan hiicre
grubunda 7 hafta boyunca Paclitaxel uygulamasi sonucu herhangi bir uygulamaya
maruz birakilmamis MDAH 2774 hiicrelerinde goriilmeyen MDR1 gen ekspresyonu
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olugmustur. Sekil 4.1°’de direng olusturulan hiicrelerde MDR1 gen ekspresyonundaki
farklilik gosterilmektedir.

& LightCycler® 480 Software release 1.5.0 5P3

Instrument:  LCAB0I1 / Standby (WWP loaded) Datal R h DB [XDMS_R] (R

Window: IMDRzﬁuﬂznn by j User: System Admin
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Editor
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Chart | Pairing |  Sample Name | Targets References | MeanCp | MeanCp | TargetRef | Normalized |Status|
G4/ He direncli mdah MDR E-LETIN 37.09 16.58 6.69E-7
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Relative Quantification Results
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Result set
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Template (ofl) 4 Quant
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A\ Warning 8/25/2017 4:13:03 PM Experiment New Experiment contains no acquisitions. 9032 ;‘
distart| & (2} |F Lightcyclers 480 [0 7q.txt - Notepad « B 4z3pm

Sekil 4.4. MDAH 2774 direngli ve direngsiz hiicre hatlarindaki MDR-1 gen ekspresyonu gostergeleri

Sekil 4.4.°de gosterilen sonuglar direng gelistirilmeye ¢alisilan hatta yaklasik
6/1000000 diizeyinde direng gelistigini gostermektedir.

4.4. Sitotoksiste Testi

Sitotoksiste testi yapmak i¢in paclitaxel etken maddesinin MDAH 2774
hiicreleri lizerindeki etkisi MTT testi uygulanmistir. 96 kuyucuklu hiicre kiltiirii
plaklarinda gerceklestirilen reaksiyon Olclimleri spektrofotometrik yontemle
gerceklestirilmistir. 30 dk-4 saat arasi her yarim saatte spektrofotometrik 6lgiim ile

elde edilen absorbans degerleri kaydedilmistir.
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Sekil 4.5. 24. Saatte hiicre kiiltiiriinde Paclitaxel ve 5.0 PAMAM-Paclitaxel kompleksi

uygulamasinin hiicre canlilig1 {izerine etkisi
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Sekil 4.6. 48. Saatte hiicre kiiltiriinde Paclitaxel ve 5.J PAMAM-Paclitaxel kompleksi

uygulamasinin hiicre canliligi lizerine etkisi

42



125

100
=
(=]
=
1
s
= & .MDAH 2774-Padlitaxel 72. Saat (P=09822)
a2
=
@ Ll MDAH 2774-5 TPAMAM-Paclitaxel 72_ saat (r=09777)
e
= 50
‘s & J— o 2
S Direngli MDAH 2774-Paclitaxel 72. Saat (r*=0,9868)
- ¥
25 Direngli MDAH 2774-5.T PAMAM-Paclitaxel 72. Saat (P=0.9669)
[]
0 T T T T T 1
1010 109 10¢ 107 106 10 104

Log (M)

Sekil 4.7. 72. Saatte hiicre kiiltiiriinde Paclitaxel ve 5. PAMAM-Paclitaxel kompleksi

uygulamasinin hiicre canliligi tizerine etkisi
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Sekil 4.8. 24. Saatte hiicre kiiltiirlinde 5. PAMAM uygulamasinin hiicre canlilig1 tizerine etkisi
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Sekil 4.10. 72. Saatte hiicre kiiltiiriinde 5.J PAMAM uygulamasinin hiicre canlilig1 izerine etkisi

Tablo 4.1. Spektrofotometrik 6l¢iim sonucu elde edilen absorbanslara gore uygulanan dozlarin %50

inhibitdr konsantrasyonlari

MDAH 2774 Hiicre Hatt1

MDAH 2774 Direncli Hiicre Hatti

Paclitaxel | 5.J PAMAM Paclitaxel | 5.J PAMAM
PAMAM- PAMAM-
Paclitaxel Paclitaxel
24. saat | 5,632 uM 1,99 uM 16,93 uM 5276 uM | 5,038 uM | 3,33 uM
1C50
48. saat | 1,15nM 29,82 nM 34,68 uM 0,78 nM 41,91nM 23,53 uM
1C50
72. saat | 0,39 nM 21,45 nM 2470 yM | 0,01 nM 36,62 nM 10.82 uM
1C50
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Tablo 4.1.’deki verilere gore yalnica 5.J PAMAM uygulanarak olusturulan
kontrol grubunda calisilan konsantrasyon araliginin daha iistiinde ICso degerleri elde

edilmistir.

Bu durum, arastirmamizda ¢alisilan konsantrasyon araliginda 5.J PAMAM’1n
sitotoksik etkisinin bulunmadigini gostermektedir. 48. ve 72. saat verileri Paclitaxel
ve 5.) PAMAM-Paclitaxel agisindan galisilan konsantrasyon araliginda 24.saatteki
verilere gore daha diisiik ICso degerleri elde etmemizi saglamistir. 5.J PAMAM-
Paclitaxel kompleksinin olusturdugu sitotoksik etki i¢in gerekli dozlar hem direngsiz
hem diren¢li hiicre hattinda daha yiiksek bulunmustur. Direngli hiicre hattinda
Paclitaxel 1Cso dozu direngsiz hiicre hattina gore daha diisiik bulunmustur. Direngli
hiicre hattinda 5.J PAMAM-Paclitaxel ICso dozu direngsiz hiicre hattindaki doza gore
daha ytiksek ol¢iilmiistiir.
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5. TARTISMA

Over kanseri jinekolojik kanserler arasinda en dliimciil tip olup kanser iligkili
kadin hasta oliimlerinde 2. sirada yer almaktadir (1). Over kanserlerinin tedavisi

genellikle cerrahi igslemi takiben platin ve taksan igeren kemoterapidir (96).

Bir¢ok kanser ¢esidinin ve over kanserinin kemoterapi yoluyla tedavi
edilmesinde ¢cogunlukla taksanlar kullanilmaktadir. Taksanlarin bir¢ok formu enjekte
edilebilir formda ticarilesmistir ve ototoksisite, ndrotoksiste, kellik gibi birtakim yan
etkilere sahiptir; bu etkilerin ¢ogu ilacin ¢éziinmesi i¢in kullanilan toksik ¢oziictilerle
ilgili olarak gelismektedir. Toksik ¢oziicii bulunduran ticari formiilasyonlarin yanisira
ilacin ¢oziinmesini saglayan YITS gelistirilmektedir. Bu sistemler, ¢dziicii-bazl
alisilageldik formiilasyonlarla antikanser akivite, terapotik indeks, stabilite, biyo-
uyumluluk, doku ve organ hedefleme, enkapsiilasyon kapasitesi, doku gegirgenligi,
oral biyo-bulunurluk, azalmig toksisite, anormal reaksiyonlarin azalmis insidansi,

stirekli ve kontrollii salim sonuglar rapor edilerek karsilastiriimaktadir (67).

ABD-FDA tarafindan Paclitaxel, Docetaxel ve Cabazitaxel’in enjekte
edilebilir formlar sirasiyla, 1992, 1996, 2010 yillarinda kullanima uygun goriilmiis ve
onaylanmistir (69). Kardiyovaskiiler ajanlardan sonra diinya tizerinde en biiylik pazar
payr taksanlara aittir (67). Taksanlar mikrotiibiil stabilizasyonu engelleme,
depolimerizasyonu artirarak tiibiilin proteinin polimerizasyonunu azaltma, hiicre
dongiisiinde sentrozomal bozulmay1 engelleme, anormal i ipi fonksiyonunu artirma,
1§ ip1 mikrotiibiil dinamiklerini bozma, hiicre boliinme evrelerini durdurma etkisi
yaratarak etkinlik gostermektedir (70). Taksanlar hiicre dongiisiiniin G2/M fazini

bloke ederek, hiicreyi apoptoza gotiirmektedir (71).

Taksanlarin  kemoterapide kullanimi  birtakim  sorunlar1  beraberinde
getirmektedir. Oral biyo-bulunurluklart %10 seviyesinin altindadir; bu oran g¢ok
diisiiktiir. Taksanlarin suda ¢oziiniirlikleri 0,01 mg/ml’den az olup bu oran oldukga
diisiiktiir. Invaziv yolla uygulanan taksanlar ¢oklu ilag¢ direncinin gelistigi bir ilag
grubudur. biyolojik yariOmiirleri kisadir, dokularin taksanlara gegirgenlikleri
diistiktiir, hasta uyumu yoktur, beyinden gecirgenlikleri azdir, hipersensitif
reaksiyonlar gerceklestirmektedirler, nefro- ve norotoksisite gelistirmektedirler,
yiiksek fermentasyon maliyeti nedeniyle ticari iiretimleri kisithdir, vazodilasyon,

rehavet ve hipotansiyon etkileri yaratmaktadir, atesli nétropeniye sebep olmaktadirlar,
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doz uygulamas siireklilik arzetmektedir (72), (73), (74), (75), (76). Taksanlarin ticari
enjekte edilebilir formlar1 bazi siirfaktanlar1 icermekte ve bu sekilde misel benzeri
yapilar seklini almaktadir, bundan dolay1 hipersensitif reaksiyonlar ger¢eklesmektedir
(77). Taksanlarin ilag tasima sistemleri ile konjugasyonu arastirmalari sadece
fizikokimyasal engelleri asma agisindan degil, ila¢ etkinligi performansinin

Iyilestirilmesi agisindan biiyiik onem arzetmektedir (67).

Hidrofobik ilaglarin tasinmasinda hidrofobik merkez ve hidrofilik kabuga sahip
miselli formiilasyonlar yaygin sekilde ¢alisilmaktadir (79). Paclitaxel’in miselli
formiilasyonlari yalnizca ¢oziiniirliik problemini ortadan kaldirmamaktadir (80), ayni
zamanda polimerik misellerin yiizeyinde olusturulan birtakim modifikasyonlar
araciliiyla elde edilen retansiyon ve permeabilite etkisi ile tiimdre hedeflenebilmesi
saglanmaktadir (79), (81), (82). ila¢ tasima sistemlerinin olusturulmasinda bagvurulan
diger bir yaklasim nanotasiyict sistemlerin kullanimidir. Bu sistemler de ilaca
¢oziiniirlik kazandirmakla birlikte tiimor bolgesine hedeflenebilmektedir. Ornegin
albiimin bagli Paclitaxel nanopargacigi formiilasyonu, ABD’de FDA tarafindan

onkolojide nanodiizeyde ilag tasiyici sistem olarak 2005°te onaylanmistir (83).

Kizil 6tesi spektrumu bir maddenin bag yapilarini ve etkilesimlerini 6lgebilen
bir yontemdir. Buna gore, IR spektrumlarinda da goriildiigii gibi 5.J PAMAM {izerine
yapilan Paclitaxel yiiklemesi FTIR grafiklerinde ayrintili olarak goriilmektedir.
Molekiiliin interkalar 6zelliginden dolay1 bag yapilar1 degismemekte fakat bag sinyal
degerleri artmaktadir. Bu ¢alismada bu sonug net bir sekilde goriilmiistiir. Sinyal
artiglart Paclitaxel’in 5.J PAMAM molekiiliine non-spesifik olarak baglandigin

gostermektedir.

Infrared piklerindeki, genlik degisimi, pik veren gruplarin yonelimlerinin
degistigini gostermektedir. SOyle ki; infrared pikleri bir molekiilde bulunan, hidroksil
grubu, hidrojen bagi, amid bagi veya karbon-karbon baglarin1 gostermektedir. Bu
baglarin olusturdugu pik spesifiktir. Bu pikler belli durumlarda degismektedir.
Ornegin molekiiliin bag ydnelimlerinde degisme olursa bu molekiiliin verdigi pikler
de degismektedir. Yaptigimiz caligmada ise pik genliklerinin degismesi de 6zellikle
interkalator maddelerin yani komplekslesmeyi, non-kovalent polar baglar olusmadan

gerceklestigini ve varligini géstermektedir.
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Sistemde hiicre kiiltiirii uygulamasi sonucu diisiik verim alinmistir. Diigiik verim
alinmasi salinimin az veya yavas oldugunu gostermektedir. Bu yavaslik, ozellikle

zaman optimizasoynu gelistirilmesi gerektigini géstermektedir.

Bu tez kapsamindaki arastirmada Paclitaxel’e karsi kanser hiicrelerinin
olusturdugu ¢oklu ilag¢ direncinin ortadan kaldirilmas1 amaglanmistir. Paclitaxel’in 5.J
PAMAM molekiiliine baglanarak teorik olarak endometrioid over kanser hiicre hatti
MDAH 2774 tarafindan ekspresyonu artirilan ¢oklu ilag¢ direnci geninin ifadesi ile
sentezi artmis P-gp proteinin Paclitaxel’i tanimasiin ve hiicre disina atilmasi igin
baslattig1 bir dizi tepkimenin engellenmesi hedeflenmistir. 5.J PAMAM molekiiliine
Paclitaxel’in yanisira folik asit de baglanmistir. Folik asit kullanilmasinin nedeni,
kanser hiicrelerinin saglikli diger hiicrelere nazaran folik asit baglayan reseptor
sayisinin oldukega fazla olmasindan kaynaklanmaktadir, bu sekilde bir nevi hedefleme

islemi yapilmistir.

Gelistirilen kompleksin MDAH 2774 hiicreleri lizerinde yarattig: sitotoksik etki
Paclitaxel’in serbest formda uygulandigi kontrollerle Kkarsilastirilarak bulgular
tizerinde yorumlama islemine geg¢ilmistir. Bizim arastirmamizda canlilik tayini igin
kullanilan deneysel konsantrasyon araliginda 5.J PAMAM molekiiliiniin toksik etkisi
bulunmamistir. Majoros ve ark.’larinin aragtirmasi da bu bulguyu destekler
niteliktedir. Majoros ve ark.’lar1 flow sitometri yontemi ile yaptiklart sitotoksisite
analizinde dendrimerden kaynaklanan onemli bir sitotoksik etki tespit etmemislerdir
(166). PAMAM’ i bizim deneysel ¢alisma konsantrasyon araligimizda sitotoksik
etkisiyle ilgili literatiir verileri kisith kalmaktadir. Bu nedenle aragtirmamizin
sonuglart PAMAM’1n sitotoksik konsantrasyonlarinin bilinmesi agisindan literatiire

onemli bir bilgi saglama potansiyeline sahiptir.

Bu tez arastirmasinda canlilik testi sonuclarinda 24., 48., ve 72. saatler i¢in 5.J
PAMAM-Paclitaxel ICso konsantrasyonu serbest Paclitaxelin 1Cso dozuna gore daha
yiiksek bulunmustur. Bu bulgu serbest Paclitaxel’in etkinliginin daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Bagka bir arastirmada folik asit reseptorlerinin yiiksek diizeyde
eksprese oldugu insan epidermoid hiicre hatt1 KB ile canlilik testi- XTT kullanilmistir.
Parsian ve ark.’nin bu arastirmasi sonucunda 5.J PAMAM-Paclitaxel kompleksinin
200 nM konsantrasyonda yarattigir oldiiriicii etkinin serbest Paclitaxel’in 800 nM

konsantrasyonda yarattigi oldiiriicii etki ile esdeger oldugu gosterilmistir (166). Bu
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bulgu bizim arastirmamizin sonuglari ile tutarlilik géstermemektedir. Literatiirde 5.J
PAMAM-Paclitaxel kompleksinin kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri
kousunda ¢ok kisith veri bulunmaktadir. Hipotezimize goére ilag tasiyict olarak
kullandigimiz 5.J PAMAM dendrimerinin Paclitaxel ile kompleks olusturdugunda
serbest Paclitaxel’e gore daha diisiik ICsp degerleri elde edilmesi ongoriilmiisti. 5.
PAMAM-Paclitaxel’in sitotoksik etkisinin serbest Paclitaxel’ e gore neden daha diisiik

oldugu sorusunun daha ayrintili bir arastirmayla belirlenmesi gerekmektedir.

Aragtirmamizda Paclitaxel’in ICsp degeri direngli hiicre hattinda direng
kazanmamis hiicre hattina gore daha diisiik bulunmustur. Arastirmamizin direng
gelistirme evrelerinde gelismis direng verileri MDR1 gen ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi ile elde edilmistir. Bu veriler sitotoksisite testleri ile kontrol edilmemistir.
MDRI1 gen ekspresyon diizeylerinin artmis olmasina ragmen Paclitaxel’e ait ICso
degerlerinin diismesi hiicrelerde heniiz P-gp aktivitesinin baslamamis olmasi veya

hiicrelerde gelisen diren¢ mekanizmasinin geri doniismiis olmasi ile agiklanmaktadir.

Aragtirmamiz ~ sirasinda  5.J PAMAM molekiiline sadece tek bir
konsantrasyonda folik asit baglama islemi gergeklestirilmistir. Glioma hiicreleri ile
yapilan bagka bir aragtirmada 5.J PAMAM’a folik asit yanisira borneol molekiilii
baglanmistir. Kemoterapdtik ajan olarak Doxorubicin kullanilmistir. Merkezi sinir
sisteminde gelisen neoplazma hiicreleri hedef alindigi i¢in kan-beyin bariyerinin
asilarak kiiciik boyuttaki, molekiillerin merkezi sinir sistemi hiicrelerine ulagsmasini
saglayan borneol molekiiliiniin kullanimi tercih edilmistir (167). Borneol molekiilii
PEG-PLGA gibi nanopartikiillerin sican beyin dokusundaki HBMEC hiicrelerine
ulagmasini saglamaktadir (168). Arastirmada HBMEC ve C6 glioma hiicreleri
tizerinde hiicre canlilig1 analizleri yapilmistir. Bu ¢alismada borneol bagli-, folik asit
bagli-, borneol-folik asit bagli-5.J PAMAM olmak fiizere 3 farkli kompleks
kullanmilmistir. Bu ¢alismada borneol baglantisinin  hiicre canliligini  azalttig
gosterilmistir. Deneysel konsantrasyon araliginda ¢alisildig: ve hiicrelerin %50’sinden
fazlas1 yasadig igin folik asit bagli- ve borneol- folik asit bagli- 5.J PAMAM’larin
sitotoksiste hesaplari yapilmamistir; her iki molekiiliin deneysel konsantrasyon
araliginda hiicre canliligin1 azaltma etkilerinde anlamli bir fark bulunmamistir. Bu
molekiillere Doxorubicin yiiklenmesi ile elde edilen 1Cso degerlerinden yola ¢ikilarak
serbest Doxorubicin molekiiliiniin inhibisyon etkisinin daha yiiksek oldugu

gosterilmigtir. Serbest Doxorubicin uygulamasi sonucu elde edilen ICso degeri 0.17
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umol/L iken PAMAM/Doxorubicin’le 0.73, borneol-PAMAM/Doxorubicin’le 6.17,
Borneol-folik asit-PAMAM/Doxorubicin’le 2.48 pmol/L 1Csp degerleri tespit
edilmistir. Bu arastirmada yapilan analizler sonucu borneol-folik asit-
PAMAM/Doxorubicin’in folik asit bagli olmayan, folik asit ve borneol bagli olmayan
komplekslere gore hiicreye girisinin dah yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu durum hiicre
yiizeyindeki folik asit reseptdr yogunlugunun fazla olmasiyla iliskilendirilmistir.
Serbest Doxorubicin molekiiliiniin kompleks formlara gore daha diisiik ICso degerine
sahip olmasi, Doxorubicin’in sitoplazmadaki tasiyic1 molekiilden stirekli olarak
salinmasi ve niikleusa sitotoksik etkisini gdstermek tlizere sonraki asamada girmesi ile
aciklanmistir. Bizim arastirmamizda da 5.0 PAMAMY/Paclitaxel kompleksinin serbest
Paclitaxel’e gore hiicreleri 6ldiirme agisindan etkinliginin diisiik olmasi gelisen ayni
fenomenle iliskili olabilecegi fikrini giiclendirmektedir. ilag salim sisteminde ilacin
ayrilmast ve niikleusa ulagsmasi ¢oklu ilag¢ direnci asilsa da farkli bir sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Boyle bir sorun ilag salim sistemlerinin dizayninda optimum
ilag salim1 diizeylerinin elde edilmesine yonelik arastirmalara ihtiya¢ duyuldugunu

gostermektedir.

Bu tez kapsaminda yiiriitiilen arastirmada folik asit baglanmayan kompleks
gelistirilmemistir. Parsian ve ark.’nin elde ettigi sonug¢lar PAMAM/Doxorubicin
komplekslerinin folik asit ile baglandiginda daha yiiksek inhibisyon oranlarinin
bulundugunu gostermistir (167). Bu sonu¢ kompleks halindeki ilag molekiiliiniin
etkinliginde hedefleme yapilmasinin o6nemli bir etken oldugu sonucunu
dogurmaktadir. Sitotoksisite acisindan degerlendirme yapilan baska bir arastirmada
5.0 PAMAM amin gruplarina hidroksil iyonlarinin baglanmasi yoluyla 5.J PAMAM-
ilag kompleksi olusturma yonteminin 5.J PAMAM yiizey o6zelliklerinde gelistirdigi
degisimden dolayi sitotoksik etkisinin azaldig1 gosterilmistir. Hidroksil baglantisinin
hiicre ylizeyindeki pozitif yiik oranini azaltmasi bu etkiye sebep olmustur. Yine ayni
arastirma sonuglarinda folik asit baglanmasi yerine hidroksil baglantisinin
kurulmasinin sitotoksisite acisindan aktif hedeflemede daha iyi etki gosterdigi
belirtilmistir (169). Ileride yapilacak ayrintili calismalarda etken madde hedefleme
isleminin hiicre canlilig1 ve etken madde aktivitesi iizerine etkisinin arastirilmasinda
fayda bulundugunu diisiinmekteyiz. Hedefleyici molekiiliin varlik ve yoklugundaki
etkinin karsilastirilmasi ve hedefleyici molekiiliin farkli yiikkleme dozlarimin etkilerinin

belirlenmesi ayrica farkli hedefleyici molekiiller kullanildiginda komplekslerin
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etkinligi acisindan karsilastirma yapilmasi Onemli bir arastirma konusu olma
potansiyelini tagimaktadir. Cilinkii boyle bir aragtirma elde edilen komplekslerin belli
bir hiicre hattinda yarattig1r yar1 yariya oldiiriicli etkiyi karsilastirma ve en uygun

kompleksi belirleyebilme sansin1 dogurabilecektir.

Bagka bir arastirmada insan epitelyal karsinoma hiicreleri Hela ve insan akciger
karsinoma hiicreleri ile yapilan 5.J PAMAM-folik asit-Baicalin kompleksinin
antikanser etkinligi arastirmasinda PAMAM ila¢ tasiyict ve folik asit kanser
hiicrelerini hedefleyici birimler olarak kullanilmistir. Bu arastirmada 5.J PAMAM’a
baglanan folik asit konsantrasyonu degistikce kompleks ile tepkime sirasinda
kullanilan ham maddelerin ayrilma oranlarinin degiskenlik gosterdigi saptanmuistir, bu
durumun suda ¢oziliniirliik iizerine etki ettigi belirlenmistir ve folik asit baglanma
oraninin arttikga suda ¢oziiniirliigiin azaldig bildirilmistir; folik asit/5.) PAMAM
oraninin 1/1 oldugu kosullarda baglanma etkinligini 1/16 oldugu tespit edilmistir. 5.
PAMAM-folik asit-Baicalin kompleksinin serbest Baicalin’ e gore daha iyi toksisite
etkinligi  gosterdigi  bildirilmistir. Bu Sonu¢ tez arastirmamizla tutarlilik
gostermektedir. Dendrimere folik asit baglanarak Hela hiicreleri lizerinde yapilan
sitotoksisite analizlerinde folik asit baglanmamis 5. PAMAM kompleksine gore daha
Iyi sitotoksisite sonuglari elde edilmistir. Ayni arastirmada farkli jenerasyonlu
PAMAM dendrimerleri ile ¢alisilmis ve toksisite etkinligi agisindan en iyi sonuglar 6.
Jenerasyon PAMAM kullanildiginda elde edilmistir (169). Bu bulgulardan farkli
jenerasyonlu PAMAM molekiilleriyle aragtirma yapilmasi gerekliligi sonucu ortaya
cikmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Coklu ilag direnci kanser tedavisinde kullanilan ajanlarin etkinligini diisiirmekle
birlikte giiniimiizde ilag tasiyici sistemlerle ilgili arastirmalar yapilarak tedavi
etkinliginin artirilmasi amaglanmaktadir. Bu arastirma ile 5.J PAMAM-Paclitaxel
kompleksinin ¢oklu ilag direncini asmaya yonelik bir strateji olarak nitelendirilmesinin
miimkiin olup olmadig1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Daha ileri aragtirmalar ile ila¢ salim
kinetigi konusunda daha ayrintili veriye ihtiya¢ duyuldugu, ila¢ tasiyici sistemin
hedefleme molekiilii olmadigindaki veya farkli ylikleme dozlarindaki davranisinin

arastirilmasi gerekliligi sonuglariyla karsi karstya kalinmistir.

Arastirmamizda bir EOK olan MDAH 2774 hiicre hattinda Paclitaxel i¢in ICsg
dozu belirlenmistir. Bu bilginin 6zgiinliigii literatiire sunuldugunda ilk kez raporlanmis
olacagi icin 6nem arzetmektedir. Olusturdugumuz kompleksle yapilmis arastirmalar
olduk¢a kisithidir. Paclitaxel’i sitotoksik ajan olarak kullandigimiz bu arastirmada
calisilan deneysel konsantrasyon araliginda PAMAM’in sitotoksik etkiye sahip

olmamasi yine literatiire ilk defa saglanacak dnemli bir bilgi niteligi tasimaktadir

5.) PAMAM-Paclitaxel kompleks etkinliginin in vitro kosullarda daha iyi
anlasilabilmesi i¢in 5.J PAMAM’a baglanan degisik folik asit konsantrasyonlari
arasinda hiicre icerisinde olusan sitotoksik etki agisindan nasil bir fark bulundugu

belirlenmesi ileri ¢alismalar agisindan fayda saglayacaktir.

Paclitaxel’in PAMAM’in tasiyict olarak kullanildigi sistemlerde farkli
jenerasyondaki PAMAM’larla sitotoksisite analizlerinin yapilmasi1 karsilagtirma

acisindan fayda saglayacaktir.

Paclitaxel ilacinin 5.J PAMAM kullanilarak tasinmasi ve hiicre igindeki
akibetinin anlasilabilmesi ve hiicre igerisinde molekiiler diizeyde zamana da bagh

olarak ne gibi degisimlere sebep oldugu ileri molekiiler tekniklerle belirlenmelidir.

Tlag salim kinetigi calismalar1 farkli jenerasyondaki PAMAM larla da kompleks

olusturularak detaylandirilmalidir.
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