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SIMGE VE KISALTMALAR
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GIRIS VE AMAC

Kanser, diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim nedenlerinden birisidir. En fazla 6liime yol
acan kanserler arasinda akciger, mide, karaciger, kalinbagirsak ve meme kanserleri yer
almaktadir (1). Kanserin her iki cinste goriilme oranin % 2-6 arasinda oldugu bilinmektedir
(2-4). Otozomal dominant gegis gosterdigi bilinmekle birlikte genetik faktorler kanserin tek
nedeni degildir (5). Meme kanseri en yaygin olarak koltukaltinda, parasternal, subklavikular,
meme alti ve vulvar yerlesimli olarak goriilmektedir (6,7). 2013 yilinda yapilan bir
aragtirmaya gore diinya ¢apinda 14,9 milyon kanser vakasi rapor edilmistir. Kadinlarda
kansere yakalanma oranlart; 1,8 milyon meme kanseri, 700000 kolorektal kanser ve 535000
akciger kanseri olarak kaydedilmistir (8). Meme kanseri lenf yolu ile yayilabilmektedir.
Kemik, beyin, akciger, karaciger ve ciltte de yayilim goéstermektedir (9). Tamoksifen,
paklitaksel, dosetaksel, doksorubisin (Adriamycin®), siklofosfamid, = metotreksat, 5-
fluorourasil, vinka Alkaloidleri- vinkristin&vinblastin, gemsitabine, epirubisin gibi pek ¢ok
kemoteropatik ajan meme kanserlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en
yaygin olarak kullanilanlardan biri Doksorubisin (DOX)’dir. Ancak DOX yan etkileri fazla
olan bir kemoterapik ajandir ve toksisitesinde oksidan hasarin 6nemli rolii vardir. Oksijen
radikalleri DOX gibi ajanlarin etkisiyle daha fazla iiretilerek hiicrelerin membranlarinda,
organellerinde ve hatta genetik materyalinde oksidan hasara yol agmaktadirlar. Bu hasarin en
iyi gostergelerinden birisi lipid peroksidasyondur. Antioksidan enzimlerden Siiperoksit
dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT) bu hasar1 engellemeye ¢alisan ve oksijen radikallerini
ortamdan uzaklastirmada o6nemli rol oynayan endojen kaynaklardir (10). DOX,
Deoksiriboniikleikasit (DNA)’e baglanarak DNA’nin replike olmasini engeller. Bu siireg

serbest oksijen radikallerinin olusmasina yol agar (11,12). Sitotoksik ilaglar, antitumor
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etkilerini, kanser hiicrelerinin spesifik hiicre yapilarin1 veya metabolik yolaklarini1 bozarak
gostermektedirler (13). Birgok arastirici tarafindan, kanser hastalarinda kemoterapiye bagl
olarak lipit peroksidasyon iiriinlerinin miktarinda artiglar oldugu, bildirilmistir (14). DOX
ayrica Topoizomeraz (TOP) 2A inhibitorii olarak rol oynar ve DNA kirilmalarina yol agar.
DNA cift ipliginde meydana gelen kirilmalar hiicreyi apoptoza gotiiren nedenlerden birisidir
(15). Meme kanseri hiicre hatlari ile yapilan ¢alismalarda Vimentin ekspresyonunun arttig
(16) ve bu artisin hiicre gocii ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir (17). Kemoterapotik
ajanlarin saglikli hiicreler tizerindeki toksik etkilerini aza indirmek amaciyla mevcut ilaglarin
gelistirilmesi yoniinde pek ¢ok c¢alisma yapilmaktadir. Aktif maddelerin kolloid lipozomlar
icine hapsedilmesi ve polietilen glikol (PEG) ile kaplanmasi bu calismalara verilebilecek
orneklerdir. PEG kapli lipozomlar, mononiikleer fagositik sistem tarafindan daha zor
taninirlar ve geleneksel lipozomlara gore kan dolasiminda daha uzun stire kalirlar (18).

Calisma kapsaminda kanser tedavisinde siklikla kullanilan, kalp ve bobrek dokulari
tizerinde toksik etkiye yol agan DOX’un kolloid lipozoma hapsedilmesinin ve kolloidal
lipozomlarin pegilasyonunun meme tiimoér dokusu iizerindeki etkilerinin arastirilmasi
amagclanmistir.

Meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan ve yan etkileri fazla olan farkli
formiilasyonlardaki DOX’un deneysel olarak olusturulan solid meme timoér modeli
tizerindeki etki mekanizmalart Vimentin, TOP2A ve antioksidan enzimler ele alinarak
degerlendirilmistir.

Bu calismada, lipoze edilmis ve lipozilasyon sonrasinda pegilasyonu yapilmig DOX
molekiiliiniin Balb-c albino farelerin sol bacaginda olusturulmus solid meme tiimor

modelindeki etkinligi incelenmistir.



GENEL BIiLGILER

DOKSORUBISIN

Tedavi amaciyla dogal {irlinlerin kullanilmasi biyoaktif maddelerin izolasyon ve
karakterizasyon g¢alismalari devam etmektedir (19-22). Giiniimiizde kemoteropotik ajanlarin
yarisindan fazlasi bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan iiretilmekte ve umut vaat eden
sonuglar elde edilmektedir (23,24). izole edilmis molekiillerin bir ¢ogu, tedavi igin uygun
olmasa da yeni yapilarin iiretilmesinde ve kullanilabilir ilaglarin gelistirilmesinde 6neme
sahiptirler (25). Fitokimyasallarin antikanser aktivitesi kanser hiicrelerinin apoptoza
ugramasinda veya hiicre siklusunun diizenlenmesi asamalarinda destekleyici olarak karsimiza
cikmaktadir (26-28). DOX, solid ve likit tiimor tedavisinde siklikla kullanilan antrasiklin
grubuna ait bir kemoterapotik ajandir (Sekil 1), (29,30). Genis bir kullanim alanma sahip
olmasma ragmen sitotoksik ozelligine dair kesin bir veri bulunmamaktadir. Antrasiklinin
yiiksliz formu, pasif difiizyon ile plazma membranini gegerek sitosole taginmaktadir. DOX’un
membrandan gecisi, asidik pH gradienti ve ilag konsantrasyon gradienti ile ger¢eklesmektedir.
DOX, hiicrede, asidik organellerde, intraseliiler membranlara ve niikleik asitlere baglanarak
birikim yapmaktadir. DOX un major hedefinin DNA oldugu bilinmektedir (31).
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Sekil 1. Doksorubisin yapisi (32)

Nukleus zarindan gegen DOX, DNA c¢ift ipligindeki tetrasiklik bdlgeye baglanir ve
yapty1 modifiye eder (33). Bu modifikasyon DNA’nin mekanik ¢esitliligindeki degisikliklere
onciiliik eder. Hasarlara karst DNA’nin duyarlilig: arttirir ve biyolojik aktivitesini durdurur.
Antrasiklinlerin insan eritrosit hiicreleri ile iliskili oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur.
Bu galigmalar, DOX’un eritrositlere hizlica baglanabildigini géstermektedir. Membrandan
gecisinden sonra sitoplazmada, spektrine de etki ettigini gosteren galismalar mevcuttur (34,
35,36). DOX, nukleusu olmayan hiicrelerde difiizyona ugradiginda, zamana bagli olarak artan
bir toksisite ortaya ¢ikarmaktadir (37).

Doksorubisin tedavisinin, tiimér baskilayici bir protein olan  p53’iin kanser
hiicrelerinde hiicre i¢i konsantrasyonunda azalmaya sebep oldugu ifade edilmektedir.
DOX’un DNA hasari olusturmasi i¢in p53°tin destek¢i hedef genlerle etkilesime gegmesini
geretirir. Bu hedef genler, inhibitor proteinlerle negatif etkiye sebep olan genlerdir. Eger bu
yapisal modiiller degisiklige ugrarsa, mutasyon ya da baska bir sebeple fonksiyonu
bozulabilmekte ve bu durum tiim molekiiliin biyolojik fonksiyonunun bozulmasina sebep
olmaktadir. Bir ¢ok ¢alisma, DOX uygulamasma bagl olarak p21 miktarinin arttirdigi ve
saperonlarin hiicre disina salinnminda azalmaya sebep oldugu vurgulanmistir. Ekstraseliiler
saperonlarin farklr hiiceler, dokular ve organlar arasindaki iletisimi sagladiklar1 bilinmektedir
(38). Bunlarla birlikte DOX’un, DNA ile etkilesime gegerek TOP2A enziminin fonksiyonunu
inhibe ettigi ifade edilmistir (39).

1982°de Tritton ve ark. antrasiklinlerle yaptiklart calismalarda antrasiklinlerin
sitotoksik etkilerini, hiicre igine girmeden de gosterdiklerini gézlemlemislerdir. Hiicre
membran kopozisyonu sadece fosfolipit tabakadan olugsmamakta, membran yapisinda ayni

zamanda membrana gomiilii halde bulunan integral proteinler de bulunmaktadir. Hiicrenin
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membran yapist hiicrenin hayatta kalmasi, farklilagmasi, hiicre 6liimii ve bunun gibi bir ¢ok
aktiviteyi icerisinde barindirmaktadir. Bu sebeple genel lipit organizasyonu ve yapisindaki
kemoterapotik bilesimlerin artis1 gibi degisiklikler, sitotoksik etki gostererek apoptozu
baslatabilmektedir. Antikanser ila¢larin, membran lipitleri ile gii¢lii ve tahminen elektrostatik
bir etkilesim icerisinde oldugu sdylenebilir. Ayrica DOX molekiilii plazma membraninin tek
katmani iizerinde kolesterol ile yarismaktadir. Kolesteroliin bulunmadigi mebran yiizeylerinde
ise DOX un fosfolipitlerle etkilesiminin daha kolay oldugu ifade edilmektedir (40).

Kemoterapotik ilaglar tedavideki biiylik etkinliklerine ragmen toksisite gibi siddetli
yan etkiler gostermektedir (39). Sitotoksik kemoterapi, kanser tedavisinde kullanilan en
onemli kose tagidir. Fakat sitotoksik kemoterapotik ajanlar, dar teropotik indeksleri, tiimorlii
dokuya ¢ok az ulagsmalar1 ve yan etki limitleri sebebiyle tedavinin etkinlik diizeyi {izerinde
olumsuzluk yaratmaktadir. Bu olumsuzluklarin ortadan kaldirilabilmesi amaciyla
nanopartikiillerin tasarimi giindeme getirilmistir (41).

Bu giin kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra oliimlerinin ikinci yaygin
nedenidir (42). Bu durum kanserin tedavisinin 6énemli oldugunu ortaya koymaktadir ve bu
sebeple gilinlimiizde radyoterapi, kemoterapi ve cerrahiyi igerisinde barindiran tedavi
yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemlerle birlikte son on yilda yakalamis oldugumuz
tedavi avantajlarina ragmen ilaca karsi direng, tedavi verimliligini etkilemektedir. Kanser
hiicrelerinin besin aliminin artmasi, birbirleriyle olan etkilesimleri, enerji ve biyosentez
gereksinimlerinin karsilanmasi gibi metabolik adaptasyonlarla desteklenmesiyle ortaya konan
karakterizasyonlari, hizli hiicre boliinmesini ve biiyiimesini desteklemektedir (43,44). Genetik
kararsizlikla ortaya ¢ikan metabolik tekrar programlama, inflamasyon ve immiin sistemden
kaginma gibi nedenlerin kanserin olusmasina ortam hazirladig1 diistiniilmektedir (44). Son
yillarda yapilan ¢alismalarda, ilag direncinin olusum asamasinda diizensiz metabolizmanin da
roliniin oldugu dogrulanmistir (45,46,47). Bu konuyla ilgili yapilan bazi ¢alismalarin
15181nda, hedeflemenin ila¢ direnci ile miicadelede avantaj saglayabilecegi diisiiniilmektedir
(48).

Doksorubisin, 16semi, lenfoma ve meme tiimorii gibi kanser tiirlerinde yaygin olarak
kullanilan antitlimoér ajan olmasina ragmen klinik kullaniminda doz bagimli olarak ventrikiiler
disfonksiyon, kardiyomiyopati ve gesitli kalp bozukluklariyla sonuclanan kardiyotoksisiteye
sebebiyet vermektedir (49). Taksanlarin DOX’la yapilan kombinasyonlari, metastatik meme
kanseri ve diger kanser tiirlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ilaglar yiliksek etki

gostermekte, ¢apraz dirence neden olmamakta ve diisiik toksisite profili sergilemektedirler



(50). Kanser tedavisinde kullanilan ilaglara karsi kanser hiicresinin gelistirmis oldugu direng,
astlmas1 gereken en 6nemli faktdrlerden birisidir. Nano ilaglar bu direnci kirma konusunda
umut vaat etmektedir. In vivo calismalarda yetersiz timor hedefleme, diisiik timor
penetrasyonu, zayif seliiler ge¢is ve yetersiz ila¢ salinimi konusunda belirli limitlerin {izerine
cikilmistir. Bu beklentilerle, baz1 ¢alismalarda, polipeptid—-DOX’un, hizlanmis hiicresel alimi
gozlenmis, DOX’a direncli hiicrelerde sitotoksik etki yaptigi rapor edilmistir. Bunun yaninda
nanotasiyicilara da coklu ilag yiiklemesi yapilarak ilaglarin yan etki potansiyellerinin
minimize edilmesi saglanabilmektedir. Son donemlerde nanokristaller, karbon nanotiipler,
polimerik nanopartikiiller, lipozomlar, lipid nanopartikiiller ve inorganik nanopartikiiller gibi
nanotastyicilar kullanilarak, ilaclarin viicut savunma sistemi tarafindan taninmalari
engellenerek, kanser hiicrelerine endositozla girisleri saglanarak, hedefleme c¢aligsmalari

yapilmaktadir. Ancak in vivo terapotik etkileri sinirlandirmaktadir (51).

Doksorubisin Toksisitesi

Meme tiimorii tedavisinde kullanilan ve antrasiklin grubu ilaglardan olan DOX ve
epirubicinin doza bagimh olarak kardiotoksik etkisinin oldugu bilinmektedir. Antrasikline
bagli kardiyo toksisitenin, akut subklinik kardiyak hasar ile baglantili oldugu diistiniilmektedir
(52). Arastirmalar, DOX tedavisinin kalp ve bobrekte siddetli doku hasarina yol agmakla
birlikte renal hasara neden oldugu ve bu hasarin hematoiirezis ve protein iiriye yol agtigini
ortaya koymustur. Renal DOX’un glomeruluslarda lipid peroksidasyonununa sebep olan
serbest radikal tiretimini tetikledigini ve bu nedenle dokularin normal fizyolojik fonksiyonunu
etkiledigi ifade edilmistir (53). Bununla birlikte DOX kullanimina bagli olarak farelerde,
karaciger dokusunda SOD aktivetisinin artisi, karacigerde oksidatif strese karsi meydana
gelen adaptif bir cevap olarak ifade edilmistir (54). DOX’un artmis renal zararinda kritik rol
oynayan faktorlerde oksidatif stres ve inflamasyonun rol oynadigina dair kanitlar mevcuttur

(55).

DOX-Lipozom-Polietilenglikol Kullanimi

Lipozomal ilag sistemlerinin kemoterapideki artan terapotik etkileri ile ilgili olarak
yapilan ¢alismalar son yillarda artis gostermistir. Geleneksel dogal fosfolipitlerin, kolesterol
ile karigtirllmasiyla olusturulan geleneksel lipozomlar, viicutta birkag dk veya s gibi kisa bir
aralikta sirkiilasyonda kalmaktadirlar (56,57,58). Lipozomlarin viicutta kalig siiresini

arttirmak amaciyla polietilenglikol (PEG), serebrosid siilfat gibi polimerler kullanilmaktadir.



Bu sayede opsonizasyon inhibe olmakta ve yarilanma Omiirleri uzamaktadir (59,60,61).
Lipozomlarin uzatilmis yarilanma 6mri, lipozomal antrasiklinlerin tedavi etkinligini arttirarak
ilag yiiklii lipozomun tiimor dokusunda birikimini olanakli kilmistir (62,63). Ancak lipozomal
ylizeyde biiyiikk molekiillerin varligir hiicrelerle lipozomlarin etkilesmesini engelleyerek,
lipozomun tiimor dokusuna girmesini baskilamaktadir (64,65). Bu sebeple tiimor dokusundaki
birikim azalabilmektedir. Son zamanlarda yapilan galismalarda PEG’in optimal miktarlarin
55mg/kg oldugu ifade edilmis ve bu dogrultuda pegilasyonun kanser tedavisindeki etkinligi
tizerinde yogunlasilmistir (66).

Lipozomlarda, ilacin sirkiilasyon siiresini uzatmak igin yiiksek gegis sicakliginda
fosfolipit kullanilmasi1 gerektigi (67), 55 mg/kg dozda PEG ile fosfotidilkolin/kolesterol
lipozomal DOX’un, PEG’siz lipozoma gore kalis siiresini bir buguk kat arttirdigi belirtilmistir
(64,65).

MEMENIN ANATOMIK YAPISI

Memeler toraksin iizerinde, sternumun iki yaninda, 2. ve 6. kostalarin arasinda
bulunmaktadir. Her bir meme yapisi tam olarak pektoralis major ve pektoralis mindr
kaslarinin iizerine yerlesmistir. Meme bezinin Oniinde ylizeyel fasya, arkasinda derin fasya
bulunmaktadir. Meme derisinden derin fasyaya dogru uzanan ve memeyi yerine tespit eden
ligamentler cooper ligamentleri olarak adlandirilirlar (Sekil 2). Kanserin yayilma ve ilk
belirtilerini ortaya koyabilmek agisindan bilyiik 6nem tasirlar (77).

Meme dokusu yaklasik olarak 20 adet lob adi verilen birimlerden meydana gelmistir
ve bu loblar kendi igerisinde daha kiiciik kisimlara ayrilan ve siit iiretimini saglayan lobiil ad1
verilen yapilari igerisinde barindirmaktadir. Her bir lobiiliin igerisinde siit salgisinin akmasina
olanak saglayan duktus adi verilen siit kanallar1 bulunmaktadir. Lobiillerin siit kanallari
birleserek meme basina kadar uzanir. Siit kanallar1 ve lobiiller, yag dokusu ile sarilmisg

durumda meme yapisini olusturmaktadir (78,79).
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Sekil 2. Memenin anatomik yapisi (80)

MEME KANSERI

Meme kanseri, kadin sagligini hayati olarak etkileyen bir hastaliktir. Yas, yasam tarzi,
tireme hikayesi, gecirdigi hormon replasman tedavisi ve genetik mutasyonlar risk faktorerini
olusturmaktadir. Viicut kitle indeksi yiiksek kadinlarda kanser dokusundaki proinflamatuvar
cevre ve hipoksik durum meme kanserinin gelisimine yatkinlik olusturmaktadir. Bununla
birlikte, diagnozdan sonraki agirlik artiginin meme kanserindeki mortalite oranini arttirdigi da
gozlenmistir. Bazi biyobelirtegler, sismanlik ve immiin tepkilerle baglantilidir. Tiim bunlara
ilave olarak degisen immiin fonksiyonlar, aktivasyon ya da baskilanma, kanser riskinin ve
yatkinliginin belirleyicisi olarak kabul edilmektedir (68).

Meme kanserinin kadinlarda en ¢ok rastlanan kanser tiirii oldugu diistintilmektedir ve
giinimiize kadar birgok diagnoz ve tedavi teknigi gelistirilmistir (69). Yapilan DNA
taramalar1 farklt meme kanseri tiirleri oldugunu gdstermis ve meme kanserinin alt tipleri ilk
defa Perou ve ark. tarafindan tanimlanmistir (70). Bu tiirlerden birisi olan {iglii negatif meme
kanseri, hayatta kalma siiresi kisa ve yliksek metastatik karakterli bir kanser tiiriidiir. Bu tiir
immiinohistokimyada 0strojen, projesteron ve Her2/neu belirtegleri negatif olarak tanimlanan
meme kanserlerinin alt tipidir. Bazal belirte¢ tasiyan iki alt gruptan tamamen ayrilir. Bazal
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goriiniimlii ve bazal goriinlimlii olmayan olarak adlandirilan bu alt gruplar sirasiyla pozitif ve
negatif miyoepitelyal bazal belirteclerdir. Tipki sitokeratin 5/6, diiz kastaki aktin ve epidermal
biliyiime faktorii reseptorii gibidir (71). Her seye ragmen, meme kanserini olusturan risk
faktorleri osteoporoza karsi koruyucu olabilmektedir. Birgok adjuvan terapileri, artmis kemik
kayiplar1 ve biyiik oranlardaki kiriklara onciiliikk etmektedirler. Endokrin tedavisi ve
kemoterapi alan premenopozal meme kanserli hastalarda tedavi sonucunda % 10’dan fazla
kemik kayiplarmin oldugunu gostermistir (72). Azalan hareketlilik ve agri, hastalarda
beklenen semptomlar arasinda seyretmektedir. Yukarida bahsedilen bir¢ok etkinin ve agrinin
ortadan kaldirilmasi amaciyla analezik, radyoterapi ve bifosfonatlar gibi sistemik tedaviler,
hormonal tedaviler, kemoterapi gibi kombine tedaviler uygulanmaktadir. Fakat bu
konvansiyonel tedavi yontemleri de 1/3 oraninda yetersiz bir agri kontrolii saglamaktadir.
Radyoterapi % 60 oraninda hastalarin agrisin1 azaltmaktadir ve bifosfonatlar kemik
metastazlarinda etkili olmaktadir (73). A, B, O ve Rhesus ¢esitliligi de ilag transflizyonu igin
etkili bir parametredir. Ancak kimyasal literatiirde bu durum bazi hastaliklar i¢in zayif bir
parametredir. Alinan sonuglara gore A kan grubuna sahip bireylerin, meme kanseri agisindan
yiiksek risk tasidigi, AB kan grubuna sahip bireylerin de ise goriilme sikliginin en diisiik
oldugu ifade edilmistir. Ayrica Rh* grubuna sahip kadinlarda meme kanserinin yayilma
ihtimalinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Bu risk A grubunda % 44, 0 grubunda % 32, B
grubunda %16, AB grubunda ise % 8 olarak belirtilmistir. Rh* faktore sahip bireylerde
yayllma olasilig1 farkli ¢alismalarda % 88, %53.1, %21.8, % 17.5, % 7.5 olarak ifade
edilmistir. Kanser insidansinin aragstirildigi pek ¢ok arastirma géz oniine alindiginda kanserin
olusumu ve yayiliminda, yas, cinsiyet, genetik yatkinliklar gibi faktorlerin etkili oldugu
aciktir (74).

Klinik biyobelirtecler, tan1 ve tedavi yontemi hakkinda fikir yiiriitilmesi acgisindan
onemlidir. Meme kanserinin Kilit belirtegleri; Ostrojen (ER), progesteron (PR) ve insan
epidermal biliylime faktori (HER2/ERBB2) reseptorleridir. Bunlara ek olarak, meme
kanserinde BRCAL, BRCA2, p53 ve cerbB-2 molekiiler biyobelirtegler olarak prognostik
Ooneme  sahiptirler.  Bahsedilen  belirteclerin,  protein  ekspresyon  dereceleri,
immiinohistokimyasal =~ yontem ve yerinde hibridizasyon yontemi  kullanilarak
degerlendirilmektedir (75). Bu sonuglara gore tedavi yonteminin belirlenmesinde énemli role
sahiptir. Biitiin kanser tiirleri, timor genomundaki somatik mutasyonlar, temel degisiklikler,

eleme ve c¢ikarmalar, kopyalama say1 degisiklikleri ve yapisal tekrar, diizenlemelerle
karakterize edilir (76).



Vimentin

Vimentin 57 kDal’luk tip 3 orta derece fiber ailesine ait bir proteindir. Vimentin,
iskelet agmin mikrotiibiil ve mikrofilament formunun tamamiyla, sitoplazmada, hiicre
membraninin ¢evresinde ve hiicre disinda bulunmaktadir. Vimentin hiicre biitiinligiiniin
korunmasina ek olarak hiicre adezyonu, migrasyon, apoptoz ve genomik DNA
ekspresyonunda da rol oynamaktadir. Hiicre i¢i internal etkilerine de ilave olarak bir¢ok
viriisiin meydana getirdigi enfeksiyonlarin yayilma asamasinda Onemlidir (81). Ayrica
vimentin, hiicresel onarim, hiicreler arasi sinyalizasyon, hiicre farklilagsmasi ve biiyiimesinin
diizenlenmesi ile birlikte hiicrede strese gerekli cevabin olugmasinda, tiimoriin yayilmasinda,
mRNA’nin transportunda dnemli roller iistlenmektedir. Vimentini kodlayan gen bdlgesinin
uzunlugu yaklagik olarak 10 kb’dir (82).

Meme kanserinde vimentinin klinik 6nemi heniiz tamamen anlasilabilmis degildir
(83). Uglii negatif meme kanserinde dikkate deger bir bigimde zayif prognoz gostermektedir
(84). Fakat bir¢ok transkripsiyon faktoriiniin arasindan vimentinin epitelial mezenkimal
gecis’te Onemli oldugu vurgulanmistir (85). Vuoriluoto ve ark. tarafindan vimentin
expresyonunun epitelial mezenkimal gecis bagimli migrasyon igin gerekli oldugu ifade
edilmistir. Bir tirozin kinaz reseptorii olan Axl proteininin yiliksek ekspresyon gosterdigi
calismalarin %78’inde vimentin negatif, % 22’si de ise vimentinin pozitif sonug verdigi ifade
edilmistir (83).

Yapilan bir ¢ok ¢aligma, meme kanseri varliginda vimentin ekspresyonunda bir artis
oldugunu gostermektedir (86,87). Bu sebeple de Axl son zamanlarda kanser tedavisinde
terapotik hedef olarak diisiiniilmektedir (83). Vimentinin, Ax1’nin uyarilmasi i¢in gerekli
oldugu yapilan son ¢alismalarda gozlenmistir (86). Ax| ekspresyonunun sadece vimentin ile
diizenlenmedigi, bu konuda birgok basgka faktoriin rol oynadigr ifade edilmistir (83).

Meme kanserinde, son on yilda yeni prognostik faktorler (ER, PR ve HER-2) ve
teropotik hedefleme konusunda biiyiikk gelismeler kaydedilmistir, ancak tiimoral yayilmasi
altinda yatan mekanizmalar ve metastaz tam olarak anlasilamamistir. Bunun ig¢in kanserin
mekanizmasinin ve molekiiler hedefleme yapilabilecek duyarli hiicrelerin tespit edilmesi
gerekmektedir. Son yapilan galismalarda ¢oklu tiimor tiplerinde Sitoplazmik poliadenilasyon
element baglama proteini 4 (CPEB4)’iin asir1 {iretimi ve bunun sonucunda metastazda artisin
meydana geldigi gozlenmistir, fakat CPEB4 mekanizmasi, bu olaylar icerisinde ¢ok fazla bir

etkiye sahip degildir (88).
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Topoizomeraz

Topoizomeraz, hiicrenin hayatta kalma asamasinda, replikasyon prosesinde
rahatlamaya gereksinimi olan DNA siiper sarmal ipliginin topolojik problemlerinin ortadan
kaldirilmasinda rol oynayan 6nemli bir niikleer faktordiir (89,90). Topoizomerazlar topoloji
tizerindeki etkilerini iki farkli sekilde gosterirler. TOP 1, DNA ¢ift sarmalinin tek zincirini
kirar, TOP 2 ise DNA ¢ift sarmalinin iki zincirini de kirar. Ugtan uca yarilma ve replikasyon
siireci boyunca DNA siki formundan kurtularak rahatlatilmis olur ve daha sonra hiicre
boliinme asamasina ilerler. TOP 1 tek ipligi kirma gorevini, 2 ise iki ipligi kirma gorevini
tistlenir (91). TOP ailesi, replikasyon ve transkripsiyonu kolaylastirmak tizere DNA sarmalini
gevseterek agma konusunda anahtar rol oynarlar. DNA omurgasinin geridoniisiimlii olarak
ayrilmasi sayesinde TOP ¢ift sarmal yapiy1 rahatlatabilmek igin gerilim olusturur (92,93).
TOP DNA fonksiyonlarin1 diizenledigi ic¢in kanser tedavisinde potansiyel hedef olarak
goriilmektedir. Bugiine kadar bir¢ok bilesigin TOP aktivitesini inhibe ettigi belirtilmistir.
Kamptotesin TOP 1’1 direkt olarak inhibe eder (94). Ayni1 zamanda kamptotesinin iki ayri
tirevi olan irinotekan ve topotekan da aymi sekilde etki etmektedirler ve Klinikte hala
kullanilmaktadirlar. Etoposit, DOX, daunorubisin ve epirubisin de DNA ¢ift sarmali
ayrildiktan sonraki tamir asamasinda TOP2A’y1 bloke ederek etki gostermektedir. Bu sayede

kanser hiicrelerinin mitotik aktivitesi engellenmektedir (95).

Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz, biitiin viicut hiicrelerinde meydana gelen serbest superoksit
radikallerinin olusturdugu oksidatif hasara kars1 hiicrelerin korunmasinda rol oynayan énemli
bir enzimdir. Insan viicudunda ii¢ tip SOD izoenzimi bulunmaktadir. Bunlar SOD 1, SOD 2
ve SOD 3’tiir. Yapilmis olan bir ¢ok ¢alisma bize; meme kanseri, pankreatik adenokarsinom,
papilloma ve prostat kanseri hiicreleri gibi multiple kanser hiicrelerinde, SOD 2’nin yliksek
miktarda bulundugunu gostermistir (97-99). SOD 1’in yiiksek miktarlarda bulunmasinin
Down Sendromu ile iliskili oldugu da ropor edilmistir (100,101). Cilt lekelerinde radyasyon
ve talasemi ile karsi karsiya kalindiginda olusan oksidatif strese karsi hiicrelerin korunmasi
amactyla SOD 1’in artig gosterdigi ifade edilmistir (102,103). SOD’un kantitatif analizleri
cesitli hastaliklarin dogru teshis edilebilmesi i¢in ¢ok dnemlidir.

Stiperoksit dismutaz, iki molekiil siiperoksiti dihidrojen ve hidrojen perokside
doniistiirerek siiperoksit radikalleri lizerine etki etmektedir. Bu ti¢ farkli siiperoksit molekiilii

protein katlanmalar1 ve katalitik metal iyonlar1 ile evrimlesmistir. Bu metal iyonlari
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Cu/ZnSOD, MnSOD/FeSOD, NiSOD seklinde karakterizedir. Cu/ZnSOD insan hiicrelerinde
SOD1 ve SOD3’tin yapisinda bulunmaktadir. (104-106). Cu/ZnSOD ilk olarak sigir
eritrositlerinden izole edilmistir. Aslen SOD1 olan bu enzim ismini eritrokupreinden almuistir.
Kiitlesi 32kDal olarak tamimlanmistir. insan eritrositleri ve beyin, tomurcuklanmig
Saccharomyces cerevisiae, Xenopus laevis, Spinacia oleracea ve Potentilla
astrosanguinea’da da SOD 1 varhig1 ifade edilmistir. Okaryotik SOD 1 iki 6zdes alt {initeden
meydana gelmistir, her birisi silindirik beta sarmal yap1 ve peptid digiimleri i¢erimektedir
(107).

Bu enzimle ilgili olarak fibromiyalji, diyabet, kanser, multiple skleroz, Alzheimer,
Parkinson ve alkoliin sebep oldugu etkilerin tedavisinde kullanilabilecek ila¢ ve farmakolojik
calismalar yapildiginda gayet faydali sonuglar elde edilecegi diisiintilmektedir. SOD,
transplantasyonda kullanilan organ ve spermlerin korunmasinda, deriyi koruyan kozmetik

preparatlarin iiretiminde kullanilabilecek bir antioksidandir (108).

Katalaz

Katalaz hemoglobin molekiiliiniin proteinsiz kismi olarak tabir edilen bir heme
enzimidir ve her bir hem grubu karakteristik alt iiniteden olusan ferrik demir igerir (109).
Okaryotik organizmalar icin yasamin temel karakteristik 6zelliklerini aerobik metabolizmalar
belirlemektedir (110). Yasayan her 6karyotik hiicrede, biyoenerjik ve biyosentetik proseslerde
baslangi¢ i¢in ulasilabilir oksijen kullanimi, enzimatik reaksiyonlarin kompleks boliimlerini
barindirmaktadir (111). Oksijen girisi ile yapilan hiicre solunumu, partikiiler olarak
mitokondrilerde redoks tepkimeleriyle meydana gelen oksijenin  oksidasyonunun
tamamlanmasiyla olusmakadir. Bu agamalar esnasinda ortaya ¢ikan elektron sizintilar1 serbest
oksijen radikallerinin tretilmesine Onciiliik etmektedir. Evrimsel olarak yasayan hiicreler,
sofistike enzimler ve radikalleri temizlemeye devam eden nonenzimatik reaksiyon eslemeleri
ile uygun fonksiyonlarin ve hayatta kalma becerilerini yerine getirmektedirler (112,113).
SOD, toksik siiperoksidi, daha az toksik olan hidrojen peroksite doniistiirircken CAT ise
hidrojen peroksiti suya doniistirmektedir. Agirlikli olarak peroksizomlarda ve sitoplazmada
bulunmaktadir. Bu antioksidan enzimler hiicrenin hayatta kalabilmesi agisindan 6nem
tagimaktadir. Bu diizenlemelerin yapilamamasi: durumunda diyabet, kanser ve yaslanma gibi
pek c¢ok hastalik ortaya cikabilmektedir (114). GSH ve CAT, peroksidaz, reaktif oksijen
tiirlerinin ve serbest radikallerin etkilerini hafifleten ve lipitleri, DNA’y1, proteinleri oksidatif

modifikasyondan koruyan anahtar antioksidan enzimlerdir (115). H.O, temizleyicileri gibi
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yarigmalarina ragmen esas islemleri belirsizligini korumaktadir (116). CAT, H202’yi oksijen
ve suya indirgemekte (117) ve patojenlere karst immiin sistem hiicrelerinin iiretmis oldugu
H202’ye karsi koruma saglamaktadir (118). Bir CAT molekiilii, her saniye milyonlarca
molekiil H2O2 molekiiliinii su ve oksijene ¢evirebilmektedir (119,120).

Katalaz, deri iizerinde de antioksidan oOzellik gosteren enzimlerden bir tanesidir.
Reaktif oksijen tiirlerinden sadece bir tanesi olan H202, endojen ve ekzojen faktorler
tarafindan tretilebilmektedir. Ultraviyole iritasyona maruz kalmak, ekzojen faktérlerinin
basinda gelmektedir, buna karsilik kronik enflamasyon da endojen faktére 6rnek verilebilir
(121).

Katalaz aktivitesi dramatik olarak stres uyaranindan etkilenmemektedir. Kalmodulin
iceren Niikleosid difasfat kinaz 1, Salt overly sensitive 2, Triple gene block protein 1 ve
Lesion simulating disease 1 gibi proteinlerin CAT’ la etkilesim kurdugu belirlenmistir. Ancak

bu proteinlerin CAT aktivitesinin diizenlenmesiyle olan direkt iliskisi bilinmemektedir (122).

Glutatyon

Glutatyon, Prostaglandin-E sentaz sigma sinifi glutatyon transferazin homologudur
(123,124).  Glutatyon,  y-L-glutamil-L-sisteinil ~ glisin:  (2S)-2-amino-4-{[(1R) -
1[(karboksimetil)karbamoil] -2-siilfaniletil] karbamoil) biitanoik asit) tiyol tripeptididir ve
biitin hiicrelerde bulunmaktadir. GSH, oksidasyon rediiksiyon reaksiyonlarinda ve enzim
reaksiyonlarinda kofaktor olarak, reaktif oksijen tiirlerine ve potansiyel toksik
ksenobiyotiklere  karsi  hiicrelerin  korunmasinda, Sistein  depolanmasinda,  gen
ekspresyonlarinda, DNA ve protein sentezinde ve bunlara ek olarak hiicre ¢ogalmasi ve
apoptozda, sinyal iletiminde, sitokinlerin fretilmesi ve immiin cevap gibi hiicresel
fonksiyonlarda rol oynamaktadir (125).

Glutatyon sistemi evrimin ilk dénemlerinde bu fonksiyonlar1 yerine getirmek igin bir
¢oziim olarak ortaya ¢ikmistir (126). Cys-gly dipeptid ile glutamata bagli dipeptid bagi o-
karboksil grubundan ziyade y-glutamil transferazla hidrolize karsi korunma saglamaktadir. Bu
enzim hiicre membraninda lokalizedir. Bu da GSH sayesinde intraseliiler bozunmay1
onlemektedir (127). GSH major olarak reaktif oksijen tiirleri gibi potansiyel toksik okside
reajanlarin rediiksiyonunda rol oynar (126). Hem ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu i¢in hem
de doymamis aldehit ve prostaglandin sentaz igeren endojen bilesikler icin glutatyon

konjugasyonu gereklidir (128,129).
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Malondialdehit

Biyolojik sistemlerde elektron alict molekiillere verilen isim serbest radikaldir, bu
serbest radikallerin aktif oksijen tiirevleri ise oksidanlar olarak bilinmektedir. Oksidanlar
etkilesime girdikleri molekiillerden elektron alabilmektedirler. Bu yetenekleri sayesinde
etkilesime girdikleri molekiiliin yapisin1 ve fonksiyonlarini degistirirler bunun sonucunda
hiicre zarlarini, RNA, DNA gibi niikleik asitlerle birlikte bir ¢ok enzimatik olaya etki ederek
hiicre hasarma sebep olmaktadirlar. Membranlarinda bulunan fosfolipitlerindeki doymamis
yag asitleri nedeniyle biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller, oksidan molekiiller tarafindan
saldirtya ugramaktadirlar. MDA lipit peroksidasyonunun en 6nemli iiriinlerinden birisidir ve
hiicre membranlarindan iyon giris ¢ikisint etkilemek suretiyle membrandaki bilesiklerin
capraz baglanmasina neden olmakta ve iyon gecirgenligi ile enzim aktivitesinin degisimi
seklindeki olumsuz durumlara sebep olmaktadir. MDA, DNA’da bulunan nitrojen bazlari ile
reaksiyona girerek mutajenik, genotoksik ve karsinojenik etki gostermektedir. MDA oksidatif
stres parametresi olarak kabul edilmektedir. Oksidatif stres parametresi, yaygin olarak lipit
peroksidasyonunun son iriinii olan MDA, protein oksidasyonu; oksidatif DNA hasar
gostergesi 8-hidroksi-2’- deoksiguanozin (8-OHdG); SOD, GPx, CAT, glutatyon-S-transferaz
(GST), glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimler; alfa-tokoferol, askorbik asit,
glutatyon, ubikinon, sistein gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin Olgiimii ile
belirlenebilmektedir (130).

Yapilan klinik ¢aligmalarda in vivo lipit peroksidasyonu yansitmak i¢in doku, plazma
ve urinde oksidasyon {irlinlerinin Ol¢iimii, yapilmaktadir. Lipit peroksitler kararsiz bilesikler
olmalar1 sebebiyle hizlica bozunma egilimi gosterirler bu yilizden kisa zincirli alkanlar,
aldehitler gibi farkli bir¢ok iiriine doniisebilmektedirler. Bu nedenle yaygin olarak

tiyobarbitiirik asitreaktif maddeler ile sitotoksik aldehitlerin dl¢limleri yapilmaktadir (130).

NANOPARTIKULLER

Son yillarda teknolojinin de gelismesiyle birlikte hastaliklar ve tedavi alaninda yeni
fikirler ve bunlarin sonucunda yeni uygulamalar denenmeye ve kullanilmaya baslanmistir.
llag tedavisinde hiicresel boyutta tedavi ydntemleri ve ilag sistemleri gelistirilmis ve yapilan
aragtirmalar bu partikiillerin olumlu etkinliklerini ortaya koymustur. Bu boyuttaki tedavi
sistemleri nano boyutlara kadar kii¢iiltiilebilmis ve bu boyuttaki ilag ve ilag¢ sistemlerinin

avantajlar1 da tedavinin yararina kullanilmaya baglanmistir (131).
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Nanometre, metrenin milyarda biridir. Bu teknoloji, ilk defa 1959 yilinda Amerikali
Nobel fizik 6diilii sahibi Richard Feyman (1918-1988) tarafindan baslatilmigtir. Daha sonra
1974 yilinda Norio Taniguchi ilk defa nanoteknoloji kelimesini kullanmustir (132).

Nano boyutta ilaglarla tedavinin ortaya c¢ikmasi ile birlikte ortaya nanofarmasotik
terimi ¢ikmistir. Bu terim, nano biiyiikliiklerde toz ilaci, ilag tasiyict sistemleri ve araglari
kapsamaktadir. Ilag tasiyici  sistemler baslica nanopartikiiller, nanoemiilsiyonlar,
nanosiispansiyonlar, nanolipozomlar, niozomlar, dendrimerler, fulleren, karbon nanotiipler,
polimer-protein kanjugatlari, polimer-ila¢ konjugatlari, nanojeller, polimerik misellerdir. Bu
sistemlere ilave olarak, hicbir tasiyict kullanmadan dogrudun dogruya viicuda uygulanabilen
nanokristal ilaglar bulunmaktadir (131). ABD Gida ve Ila¢c Idaresi (FDA), Ulusal
Nanoteknoloji Girisimi (NNI), ABD Patent ve Ticari Marka Ofisi (PTO), Ekonomik
Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii (OECD) aralarinda fikir birligi olusturarak, nano boyutlar igin
en disik 1 nm, en yiikksek 100 nm degerlerini kabul etmislerdir. Ancak Avrupa’da Nanotipla
ilgili Avrupa Teknoloji Platformu gibi bazi kuruluslar, tipta uygulanacak biiyiiklik araligini 1
nm ile 1000 nm araliginda kabul etmistir (133,134).

Nano O6l¢iiniin 1 nm-100 nm aras1 olarak tanimlanip diizenleme yapilmasi bazi
problemlere neden olmaktadir. Zira bu limitlerin disina ¢ikan o6lgiilerde maddenin
ozelliklerinin degisip degismedigi ya da bu 6zelliklerin degistigi belli bir biiyiikliik esik degeri
olup olmadig1 heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu boyutlar ve bu boyutlarin uygunlugunu
niteleyen bilimsel caligmalarin yetersiz oldugu tartisilmaktadir. Ayrica bitmis {irlinde
biiyiikliik dagilimimin tam olarak bilinmesi miimkiin degildir ve ilacin viicuttaki biiyiikliik
dagilimi da ¢ok 6nemlidir (134).

Nanopartikiillerin avantajlar1 asagidaki bicimde siralanabilir;

- Nanopartikiillerin boyutlar: dolayisiyla damarlardan kolayca gegebilirler.

- Nanometre boyutunda partikiillerin yiizey alani arttigi i¢in ¢oziiniirliiklerinin fazla
olmasi.

- Nanopartikiil formiilasyonlarmin hazirlanmasi sonucu ¢oziindliiklerinin artmasi,
partikiil absorbsiyonunun artmasindan dolay1 biyoyararlanimlarinin artmasi.

- Nanopartikiillerin istenilen bolgeye hedeflendirilebilmeleri.

- Stabilitesi ve raf dmrii uzun yeni formiilasyonlarin hazirlanmasini miimkiin kilmalari.

- Nanofarmasoétiklerin biyolojik tedavi uyumlarinin yiiksek olmasi.

- PEG veya polioksietilen molekiilii baglayarak dolasimda uzun zaman kalabilmeleri

(135).
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- Bir nanotasiyiciya birden fazla etkin madde yiiklenebilmesi ve birden fazla

hedeflendirici molekiil baglanabilmesi (136).

Nanofarmasétikleri hazirlamak i¢in temelde iki yontem kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden ilki biiylik maddeyi, 6giitme, termal yontemler, yiiksek enerji uygulama,
kimyasal sentez ve litografik yontemlerle kiigiilterek nano boyuta ulagmak, digeri ise
kimyasal sentez, supramolekiiler sentez, bircok maddenin kovalent konjligayonu, kolloit
kimya gibi yontemler araciligiyla en kiigiik nano boyuttan hareketle yeni bir nanomadde
hazirlamay1 kapsamaktadir (137)

Diinya tizerinde 1990 yilindan bu yana 6nemli sayida nano biiytikliikte {iriin, hastalarin
rutin kullanimi i¢in ilag ve goriintileme maddesi olarak onaylanmistir. Bu baglamda
kullanilan yontemlerle, hem nanomateryalin hem de nanoilacin klinik 6ncesi giivenirligi
belgelenmis ve bu iiriinler, giivenilirlik ve yeterlilik agisindan farmakovijilans verileri ile de
degerlendirilmistir (138).

Nanoilaglarla ilgili gelismeler beraberinde nanotastyici sistemlerdeki yeni buluslar1 da
giindeme getirmektedir. Gilinlimiizde polimerik tastyicilarin yanisira, bakteriler, virisler,
alyuvarlar makrofajlar, lenfositler ve kok hiicreler gibi birgok dogal hiicre, ilag tasiyici olarak
kullanilmaktadir (131).

Nanoilaglarla ilgili gelismeler, gelecek tedavi protokollerinin belirlenmesinde gelecek
icin umut vaat edicidir. Kanser, diyabet, santral sinir sistemi bozukluklari, kardiyovaskiiler
hastaliklar, alerji, otoimmiin ve kronik enflamasyon, hormon eksiklikleri gibi durumlarda
tedavi i¢in biyoteknoloji temelli ilaglarin daha fazla kullanilacagi 6ngoriilmektedir (131). Bu
gelismenin dinamigi ihtiya¢ duyulan yeni ilaglar ve ilag tasiyici sistemlerdir. Diger taraftan
hastaliklar1 6nlemek, tedavi etmek ve yasam standardini artirmak i¢in ilagta yeni gelismelere

ihtiyag vardir (137)

Nanotasiyicilarda Kullanilan Polimerler

Kullanilan ilacin etkili olabilmesi i¢in, istenen konsantrasyonda istenen hedef bolgeye
ulagmasi ve istenilen siirede o bolgede kalmasi gerekmektedir. Fakat bu konu ile ilgili olarak
etkin maddenin kimyasal Ozelliklerine bagli parcalanmasi, hiicrelerle etkilesmesi ya da
dokuya penetrasyonunun zor olmasi gibi bazi kisitlamalar bulunmaktadir. Bu nedenlerden
dolay1 daha yiiksek bir etki saglayabilmek amaciyla yeni formiilasyon stratejileri
arastirilmakta ve nanotasiyict sistemlerin gelistirilmesi i¢in ¢alisilmaktadir. Bu sistemler ilag

ve biyomolekiilleri tagimak amaciyla kullanilan nanometrik boyutlarda sistemlerdir (139).
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Cogu nanotastyicinin hazirlanmasinda farkli polimerler kullanilmaktadir (140,141).
Polimerik nanotasiyicilar olarak da adlandirilan bu sistemler ilag, protein ve DNA’nin hedef
organ ve hiicrelere tasinmasinda biiyiik istiinliik saglarlar. Nanometrik boyutlar1 sayesinde
hiicre zarlarindan etkin bir sekilde penetre olurlar ve kan dolasiminda daha kararli halde
kalirlar (142)

Bu sistemlerde, ila¢ polimerik sistemin i¢inde ¢oziindirilir, hapsedilir ya da
polimerik yiizeye baglanirlar. Hazirlama yontemine bagli olarak nanokiireler ya da
nanokapsiiller elde edilmektedir. Polimerik nanokiireler matriks sistemler olup ilag matriksin
icinde dagilmis haldedirler. Nanokapsiiller ise vezikiiler sistemlerdir ve ilag polimerik zar ile
cevrili bir bosluk i¢inde hapsedilmislerdir. Polimer kullanilarak nanosistem hazirlanmasindaki
iki ana yaklasim vardir; ilk yaklasimda, polimerizasyon reaksiyonu ile olusturulurlar, ikinci
yaklagima gore ise, dogrudan dogal bir makromolekiil ya da 6nceden sentezlenmis bir polimer
kullanilarak hazirlanirlar (143). Bu amagla sentetik ya da dogal polimerler kullanilmaktadir.
Makromolekiil olarak da adlandirilan polimerler, ¢cok sayida tekrarlanan birimlerden olusan
cok biiylik molekiiller olup, monomer denilen kiigilk molekiilleri bir araya getiren
polimerizasyon islemi ile olusturulur. Polimerlerin fizikokimyasal o6zellikleri, polimer
yapisina, zincir uzunluguna, monomerlerin polimer igerisindeki dizilislerine baglhidir.
Polimerler homopolimerler ve heteromer olmak iizere iki farkli yapisal 6zellik gosterebilirler
(142).

Polimerler yapilarina gore tek, iki ya da ii¢ boyutlu olabilirler. En ¢ok karsilagilan
polimerler tek boyutlulardir. Uzun zincirler diizenli sekilde yan yana bir araya gelerek kristal
yapiya sahip polimerleri, diizensiz sekilde birbiri i¢ine dolasarak amorf yapida polimerleri
olustururlar. Bu amorf polimerler iki farkli mekanik davranig gosterirler. Polimetilmetakrilet
ve polistiren gibi bazi polimerler oda sicakliginda sert, esnemez, camsi plastik 6zelliktedir,
diger taraftan polietilakrilat gibi polimer yapilari ise yumusak, esnek ve lastiksi 6zelliktedir.
Belirli bir sicaklikta ya da sicaklik araliginda camsi ya da lastiksi halde olur. Bu sicakliga
camst gecis sicakligi denir. Bu sicaklik polimerin amorf fazimi karakterize eder. Tim
polimerler bir dereceye kadar amorf 6zellik gosterir ve tiimii camsi gecis sicakliina sahiptir.
Cams1 gegis sicakligr ilacin ve polimerin fiziksel Ozelliklerini degistirmek i¢in kullanilan
biiylik 6neme sahip bir 6zelliktir. Kullanilan polimerlerin sicakliga dayanan bagka bir 6zelligi
de uygulanan kuvvete kars1 vermis olduklar1 yanittir. Bu yanitta polimerlerin iki tip davranisi

onem arzeder. Birincisi uygulanan kuvvet kalktig1 zaman orijinal sekline donmeleri (elastik
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polimerler), digeri ise, eski sekline donmiiyor olmalaridir. Bu polimerler plastik polimerler
olarak adlandirilirlar. Cogu polimer hem elastik hem de plastik davranisa sahiptir (142).
Polimerlerin simiflandiriimasinda kullanilan farkli kriterler s6z konusudur. Polimerler
elde edildikleri kaynaga gore (dogal ve sentetik), sudaki ¢oziiniirliiklerine gore (hidrofilik ve
hidrofobik) veya pargalanir olup olmadiklarina gore (biyopargalanan ya da
biyopargalanmayan) siniflandirilirlar. Polimerler yiiklerine gore de anyonik, katyonik ve
noniyonik olarak da ii¢ gruba ayrilmaktadir. Polemerlerin tiim farkli 6zellikleri hazirlanmig

olan nanotasiyicinin salim, biyoparcalanma, hiicreden alim gibi 6zelliklerini etkilemektedir

(Tablo 1), (142).

Tablo 1. Polimerlerin siniflandiriimasi

SINIFLANDIRMA POLIMERLER
Protein-bazh polimerler Kolajen, alblimin, jelatin
Dogal Polisakkaritler Agaroz, kitozan, hiyaliironik asit, aljinat,
polimeler karagen, dekstron, siklodekstrinler

Polilaktik asit, poliglikolik asit, polihidroksi
Poliesterler biitirat, poli€-kaprolakton, polip-malik asit,
polidioksanonlar

Polianhidritler Polisebazik asit, poliadipik asit, politerftalik
Biyoparcalanir asit ve ¢esitli kopolimerler
olanlar Poliamitler Poliimino karbonatlar, poliamino asitler
Fosfor-bazli Polifosfatlar, polifosfonatlar, polifosazenler
polimerler
Sentetik Diger polimerler Polisiyano akrilatlar, poliiiretanlar, poliorto
polimerler esterler, polidihidropiranlar, poliasetaller

Karboksimetil seliiloz, etil seliiloz seliiloz
Seliiloz tiirevleri asetat, seliiloz asetat propiyonat, hidroksipropil

meti seliiloz

Biyoparcalanir | Silikonlar Polidimetilsiloksan, kolloidal silika

olmayanlar Akrilik polimerler | Polimetakrilatlar, polimetil metakrilat, poli

hidroeti-metakrilat

Digerleri Polivinil pirolidon, etil vinil asetat,

poloksamerler, poloksaminler
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Tastyict sistemlerin hazirlanmasinda dogal ya da sentetik polimerler kullanilir. Dogal
polimerlerin ¢ogunlugu bitkisel veya hayvansal olmalari ve protein ya da polisakkarit
yapilarinda olup hidrofilik 6zelliktedir. Suda ¢6zlinmeyen ag olusturmak i¢in ¢apraz baglama
yapilir, ¢apraz baglamanin derecesi ilacin salim 6zelliklerini degistirmektedir. Biyogecimli ve
biyoparcalanir 06zelliklere sahiptirler, biiyilk bir kismi in vivo kosullarda enzimatik
par¢alanmaya ugrarlar. Dogal polimerlerin molekiil agirliklar1 ve bilesimleri farkli olabilir.
Sentetik polimerlere gore safliklar1 daha diisiik olabilmektedir ve fizikokimyasal 6zellikleri de
daha zor kontrol edilebilmektedir. Bazi durumlarda immiinojenik aktivite de
gosterebilmektedirler. Sentetik polimerler ise tekrarlanabilir ve kontrol edilebilir
fizikokimyasal 6zelliklere ve parcalanma hizina sahiptir. Genellikle uzun zincirli dallar, zincir
basina diisen birbiri i¢cine girme sayisini arttirarark polimerin giiciinii, sertligini ve camsi gecis

sicakligini arttirir (142).

Polimer-ila¢ Konjugatlari

Polimer-ilag konjiigatlarinin sentezlenmesi, ilaglarin viicut icerisinde amaglanan
bolgeye hedefleme yapilmasi ve o bolgede etkinlik gostermesi amaciyla kullanilan bir
metottur. Polimer-ilag konjiigatlari, biyoaktif ajan ve polimerin kovalent ya da elektrostatik
etkilesimler ile baglanmasi sonucu elde edilen ve ilacin, hiicre i¢inde istenilen boliimde ve
istenilen siire i¢in aktif olmasini saglayan nanoboyutta hibrit yapilardir (144). Makromolekiil
yapisinda olan polimerlerin tagtyici olarak kullanimi 1950’lerde baglamigir. Bu konuyla ilgili
ortaya c¢ikan ilk calisma, Jatzkewitz tarafindan yapilmis ve ilag suda c¢oziinebilen
polivinilpirolidon polimerine baglanmistir (145). 1975’te, Helmut Ringsdorf tarafindan
kovalent bagli polimer-ilag modelinin tanimi yapilmistir. Bu modele gore polimer-ilag
konjugatinda, sekilde gosterildigi gibi, polimer ana zinciri, ilag, baglayici, hedefleyci ve

¢oziicii gruplar olmak tizere bes ana 6ge bulunur (Sekil 3), (146).

il vy hedefleyici
Hae & ¢bzlicl vy

&

baglayici |

polimer ana zinciri

Sekil 3. Polimer-ila¢ konjugati (144)
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Bu modelin ortaya atilmasi, arastirmacilari yeni konjugatlar olugturma yoniine itmistir.
1994 yilinda, faz I ve faz II denemelerine giren ilk polimerik kanser ilaci, Poli (N-2-
hidroksipropil metakrilamit) ve DOX konjugati olarak yapilmistir (147).
Polimer-ila¢ konjugatlarmin serbest ilag molekiillerine kiyasla istlinliikleri s6z
konusudur. Bu iistiinliikler su sekilde siralanabilir;
- Terapotik etkilerinin yiiksek olmasi,
- Yan etkilerinin ¢ok az olmasi,
- Polimer varlig1 ile ilacin toksik etkisinin engellenmesi,
- Ilag uygulanmasinin kolayligs,
- Hasta tarafindan kabuliiniin kolaylig1,
- Gegirgenlik-tutulma etkisinin yiiksek olmasi,
- PEG ile kaplanmasinin ve yilizey modifikasyonunun miimkiin olmasi,
- Ligant igerenler reseptor-bagimli hedeflemeyi desteklemeleri,
- Tlacin molekiile makromolekiile baglanmasi, ilacin viicuttan atilimim geciktirecegi icin
onun dolasim sisteminde daha uzun siire kalmasinin ve bunun neticesinde de ilacin

terapotik etkisinin daha uzun olmasinin saglanmasi (148).

Bir kanser ilact olan Paklitaksel (TXL)’in kanser ilacinin serbest uygulandigi
zamanlarda tiimor biiylimesinin Oniine ge¢emedigi, ayn1 dozda uygulanan poliglutamik asit-
TXL konjugatinin ise tiimorii ufalttigi ve daha da otesi ortadan kaybolmasina sebep oldugu

raporlanmustir (149).

Polietilen Glikol

Polietilen glikol lineer bir polieter molekiiliidiir. Yapisindaki hidroksil gruplar
sayesinde de su ile kolayca etkilesime girebilir (Sekil 4). PEG molekiiliiniin ilaglarla
sorunsuz bir sekilde konjugasyonu, s6z konusu ilacin kimyasal yapiSina, molekiil agirligina,
sterik engellemesine reaktif 6zelligine ve tabiki PEG’in sahip oldugu bir takim 6zelliklere
baghdir. PEG molekiilii ila¢ konjugasyonunda en basta kullanilan polimerdir ve o6zellikle
kanser ilaglarinin PEG ile baglanarak uygulanmasi {izerine son yillarda c¢ok yogun
aragtirmalar yiriitilmektedir. PEG farkli molekiil agirliklarinda ticari olarak bulunabilen
biyouyumlu bir polimerdir. Biyoaktif 6zellik gosteren proteinlerle de konjuge edilmis yapilar
yaygin olarak bulunmaktadir. Proteinler ile baglandiginda onlarin antijen olarak

algilinmalarin1 maskeler, suda ve bir¢ok organik c¢oziiciide ¢oziiniir. PEG’in viicuttan atilma

20



stiresi zincir uzunlugu ile dogru orantilidir, zincir uzunlugu arttik¢a viicutta kalma siiresi de
artis gosterir. Bu ozellikleri sayesinde hem ilaglarin yan etkilerini azaltir hem de onlarin
viicutta daha uzun kalarak spesifik tedavi olusturabilmelerini saglamaktadir. Bu sayede
yiiksek molekiil agirlikli ilag konjugatlari gelistirilmistir (150).

Polietilen glikol toksik ve antijenik olmayan, immiinojenik 6zellik gostermeyen, suda
yiiksek ¢oziiniirliige sahip, ABD Gida ve Ilag Idaresi tarafindan onaylanmis bir polimerdir.
PEG-ila¢ konjugatlari, insan viicudunda uzatilmis dayanikliliklari, metabolik enzimler
tarafindan bozulmaya ugratilmalarinin ¢ok diisiik olmasi, proteinlerin immiinojenik etkilerine
kars1 dayaniklilik gibi bir¢ok avantaja sahiptir. Bu sebeple Pegilasyon ilag sistemlerinde

onemli rol oynamaktadir (151).

L.O H
- \/\\O/

- In

Sekil 4. Polietilenglikol molekiilii yapisi (150)

Pegilasyon

Pegilasyon, bir molekiiliin polietilenglikol polimeriyle baglanmasidir. Pegilasyon ilk
olarak 1970’lerde Davies ve Abuchowsky tarafindin albumin ve CAT modifikasyonu ile
giindeme gelmistir (152,153). Ik kez 1977 yilinda serum albumini ve CAT’a PEG’in
kovalent olarak baglanmasinin antikorlara karsit immunoreaktifligi azalttigi gosterilmistir
(154). Bu gibi birgok ¢alisma gostermistir ki ilag dagitiminda, hedeflenmesinde polimerik
sistemlerin kullanimi ilaglarin olumsuz birgok 6zelligini baskilamak agisindan ¢ok énemli bir
yer tutmaktadir. Cogunlukla tiimdr tedavisi gibi durumlarda tasiyict olarak kullanilan
sistemlerde vinil polimerleri, polisakkaritler, aminoasitler, proteinler ve polietilenglikol
kullanilmaktadir (155). Pegilasyonun yapilabilmesi igin fosforilasyon, metilasyon, agilasyon,
glikozilasyon ve siilfasyon gibi bir takim tepkimelerden faydalanilir. Pegilasyon icin ilk hedef
bolge amino gruplaridir (156).

Ek olarak, yapilan ¢aligmalarda, dallanmis yapidaki PEG’in lineer yapidakilere oranla
daha kullanish oldugu kanitlanmistir. Sekil 5’de birinci jenerasyon amino gruplarinin

pegilasyonu goriilmektedir. Farkli pegilasyon gesitleri bulunmaktadir (Sekil 5,6,7), (157).
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Sekil 5. Birinci jenerasyon amino gruplariin pegilasyonu
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Sekil 6. Thiol reaktifi ile Pegilasyon, 1. PEG maleimid, 2. PEG vinil siilfon, 3.
PEG iyodo asetamid, 4. PEG ortopiridil disiilfit (157)

—-—_ O n
H
oxidation
Glycoprotein Q
HO
[\
CHO
L CHO _
Activated Glycoprotein
PEG-hydrazide Glycoprotein-CH=(N-NHCOCH,-PEG)
(M-HZ)
Activated Glycoprotein
NaCNBH;
PEG-amine
(M-NH2)

Glycoprotein-CH,-(NH-PEG)

Sekil 7. PEG’in glikoproteinlerin okside karbonhidrat kismina eklenmesi (157)

Polietilen glikol birgok tedavi edici proteinin stabilitesini ve plazma yar1 omriinii
arttirmak, in vivo immiinojenitesini diisiirmek i¢in siklikla kullanilmaktadir (155).
Pegilasyonun Konjugatlarinin, antikanser ilaglarin terapotik indeksini arttirdigi kanitlanmis bir
gercektir (158,159). Son yapilan ¢alismalarda suda ¢oziinen poliasetal tasiyan aminopedant
gruplar1 (APEG) ilag baglayicist olarak PEG, divinileter ve seriniil’iin terpolimerizasyonu ile
sentezlenmistir (160). Poliasetil, asidik pH’da hizlica hidroliz olarak pH’a bagli bozulmay1
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ac1ga cikarir (154) ve bu durum hepatotropik etki yaratmamaktadir Bu sebeple bu maddelerin,
antikanser ilaglarin timore hedeflenmesinde gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir (155).
Polietilenoksit (PEO), polioksietilen ve polioksiran etilen oksit’in polimerizasyonuyla ayni
lineer molekiil yapisindan meydana gelir PEG genellikle molekiil agirligi 20000°den daha
diisiik olan polieterleri meydana getirir (161). Tablo 2’de bazi PEG tiirevleri goriilmektedir.
PEG, 500-20000 arast molekiil agirligina sahiptir ve immiinojenik degildir. Sulu ¢ozeltilerde
ve pek ¢ok organik ¢odzeltide ¢dziinebilmektedir. Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi’nden onay
almis bir polimer olan PEG toksik degildir, aktif proteinlere veya hiicrelere hasar vermez
(154). PEG viicuttan biitiin olarak bobrekler (<30 kDa olan PEG’ ler) veya feges (>20 kDa
olan PEG’ler) yoluyla atilmaktadir (162).

Polietilen glikol, 1’den 0.1 mmol/g’a kadar yiikleme kapasitesine sahip olup, oda
sicakliginda diisiik molekiil agirhigina sahiptir ve sivi Ozelligi gosterir. Yiiksek molekiil
agirligina sahip PEG molekiilleri diisiik yiikleme kapasitesine sahiptir. Polimerizasyonuna
bagli olarak terminalden hidrosil gruplar1 veya 6zel fonksiyonel gruplarla baglanabilir (161).
PEG’in suda ve diger polar igeriklerdeki ¢ozliniirligii, bu ¢oziiciilerle benzer molekiiler
yapiya sahip olmasi ve oksijenle birlikte giiglii hidrojen baglantilarina katilabilmesinden
kaynaklanir. PEG suda ¢oziinebildigi icin, fiziksel olarak absorbe edildiginde biyosivilar
sayesinde uzaklastirilabilir (163).
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Tablo 2. Bazi1 PEG tiirevleri

PEG TUREVLERI

YAPISI VE ISLEVLERI

Siiksinimidil PEG

Terminal karboksil grubu bulunan mPEG ¢ok y&nlii bir
tirevdir. Karboksil grubu polimerin aktif esterlerinin
hazirlanmasi1 ve biyolojik 6nemi olan molekiillere
dogrudan baglanmasi amaciyla kullanilabilmektedir
(154). PEG’in N-hidroksisiiksinimidil (NHS) esteri, pH
7-9 arasinda protein yapisindaki amino gruplart ile
dogrudan etkilesmektedir (164).

PEG-Aminoasit

PEG’in aminoasit tiirevleri hazirlanmistir. mPEG-asit
norldsin’ in a-amino grubuna veya lizinin €-amino
grubuna baglanmistir (164).

PEG-Suksinimidil karbonat

Arastirmacilar PEG aktivasyonu amaciyla mPEG’in
hidroksil grubunu COCI; (fosgen) ile reaksiyona sokup
NHS ile aktive etmislerdir (154). Elde edilen yap1 olan
PEG-siiksinimidil karbonat pH 7-10 arasinda
proteinlerin amino gruplariyla reaksiyona girerek
dayanikli iiretan bagi meydana getirmektedir (164).

PEG-Triazin

mPEG yapisindaki primer alkol siyaniirik klorir ile
reaksiyona girerek sirasiyla bir veya iki triazin grubu ile
yer degistirmekte ve aktive edilmis PEG1 veya PEG2’yi
olusturmaktadir. Aktive edilmis PEG1 veya PEG2,
proteinlerin amino gruplari ile pH 8-9 ve 9.5-10 arasinda
reaksiyona girmektedir. iki PEG zinciri protein
yapisindaki bir amino grubuna triazin zinciri ile
baglanmakta ve boylece PEG1 ile PEG2’den daha etkili
bir protein modifikasyonu saglanmaktadir (154). Bu tip
modifiye edici tlirevler “zincir sekilli PEG’ler” olarak
isimlendirilmektedir (164).

Firga sekilli PEG’ler

PEG ve maleik anhidrit kopolimeridir ve aktive edilmis
PM olarak kisaltilmaktadir. Fir¢a seklinde olup ¢ok
degerlikli reaktif kisimlar1 bulunmaktadir. Proteinlerin
amino gruplar1 PM yapisindaki maleik anhidriti ile
birlesekrek amid bagi olusturmaktadir (154). Firga
sekilli PEG’ler protein molekiiliinii 6rtmekte ve/veya
protein ylizeyine anyonik gruplar (-COOH)
yerlestirmektedir (164).
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Pegilasyonun avantajlari

e PEG zincirleri, antijen-antikor etkilesimini engellenmektedir.

e PEG konjugasyonu polipeptidin goriiniir biiylikligini arttirir, bu durum renal
filtrasyonu diisiirerek biyodagilimi degistirmektedir.

e Pegilasyon plazma yar1 6mriiniin artirarak, proteinlerin immiinojenitesini diistirtir.

e Viicutta uzun siireli kalabilmesi sayesinde dozlama sikligin1 azaltir.

e Etkin maddenin ¢Oziiniirligiinii, organik ¢oziici ya da sulu ¢o6zeltilerdeki
¢ozlinlirliiglini arttirmaktadir.

¢ Etkin maddenin 6zelliklerini stabilize etmektedir.

e Belirli tim6r dokularinda birikim saglamaktadir (154).

Pegilasyonun dezavantajlar:

e Her bir PEG alt {initesi 2-3 su molekiiliinii baglayabilir, peptit-ila¢ konjugasyonu PEG
ile birlikte eski haline gére 5-10 kat daha biiyiiktiir, bu durum epitelyal permeabiliteyi
ve dolayisiyla peptit yapidaki ilacin aktivitesinde azalmaya yol agmaktadir.

e PEG birgok sentetik polimer gibi kimyasal sentezle elde edilir, polidisperstir. Bu
Ozellik sayesinde polimerler monomerlerin olusturdugu yiginlar meydana getirirler.
Bu durum, c¢esitli biyolojik ozellikteki molekiillerin, viicutta kalis siirelerinde ve
immiinojenitelerinde problem yaratmaktadir.

e PEG genellikle idrar ya da fecgesle atilmakla beraber daha biiyiikk molekiilleri

karacigerde birikerek makromolekiiler sendroma sebep olmaktadir (165).

Lipozomlar

Lipozomlar kiiresel sekilli, bir ya da birden fazla lipit ¢ift tabakadan olusan orta ic¢
kisminda ve tabakalar arasinda sulu faz bulunduran kapali vezikiillerdir (Sekil 8). Ana
bilesenleri fosfolipitlerdir. Fosfolipitler, yapilarinda hem hidrofilik hem de hidrofobik gruplar
iceren amfifilik yapilardir. Polar bas grubu hidrofilik, ona bagli olan agil zinciri kuyruk kismi
ise hidrofobiktir. Lipozomlarin hazirlanmalar1 genellikle kimyasal stabilite agisindan doymus
fosfolipitler ile gerceklestirilmektedir. Lipozomlarin yapisinda fosfolipitlere ek olarak
membrant stabilize etmek i¢in steroller kullanilmaktadir. Sterollerin en yaygin olarak
kullanilan1 kolesteroldiir ve lipozomun kullanim amacina gore farkli oranlarda lipozomun

membran bilesimine katilir (166).
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Sekil 8. Lipozomun temsili yapisi (167)

Lipozomlarin hazirlanmasi

Fosfolipitler sulu ¢ozeltide dagitildiklart zaman hidrofilik boélgeleri suya dogru
yonelim gosterir, ayn1 zamanda hidrofobik bolgeleri sudan uzaklasarak vezikiil seklini alir.
Fosfolipit ve su molekiilleri arasindaki hidrofilik/hidrofobik etkilesimler ile fosfolipit
molekiilleri arasindaki Van der waals etkilesimleri sayesinde cift tabakali lipozom yapisi
olusur (130). Oncelikle boyutlarinda hazirlanan lipozomlar daha sonra ekstriizyon veya
sonikasyon yontemleri kullanilarak nanometre boyutlarina indirilirler. Bunlarin yaninda mikro
akiskanlagtirma yontemi ve 1sitma yontemi gibi yontemler de nanolipozom hazirlanmasinda
kullanilan yontemler arasindadir (168). um boyutundaki lipozomlarin hazirlanmasinda
kullanilan yontemler de ektstriizyon yontemi, film, ters faz buharlagtirma (REV), deterjan-
diyaliz, emiilsiyon, kurutma-yeniden su ilave etme (DRV), dondurma-¢6zme sonikasyon
(FTS), etanol/eter enjeksiyon ve son yillarda organik ¢ozelti kullanima gerek olmayan yogun
gaz ve siiperkritik ¢ozelti teknikleri gibi yontemler sayilabilir (166,169-174). Ektstriizyon
yontemi, nNanolipozom hazirlamak i¢in en giivenli ve en sik kullanilan yontemdir. Lipozom
¢ozeltisinin yiiksek basing altinda belli por agikligina sahip filtrelerden gegirilmesi islemidir.
Bu amagla genellikle polikarbonat membran filtreler kullanilmaktadir. Ulasilmak istenen
partikiil boyutuna gore 0.2 veya 0.1 um por agikligmma sahip filtreler kullaniimaktadir.
Lipozomlar esnek yapilar oldugu ve basing altinda sekil degistirebildiklerinden filtrenin por
acikligindan daha biiyiik olan vezikiiller de filtreden gegebilirler, bu nedenle tek diize bir
dagilim elde etmek i¢in son filtreden tekrarlayan sekilde en az 5-10 kez gecirilmesi

onerilmektedir (175).
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GEREC VE YONTEMLER

CALISMADA KULLANILAN KIMYASAL MALZEMELER VE CIHAZLAR

Tablo 3 ve 4’de ¢alismada kullanilan kimyasallar ve cihazlar goriilmektedir.

Tablo 3. Cahsmada kullanilan kimyasal maddeler ve Kkitlerin marka ve katalog

numaralari

Kullamlan Kimyasal Maddenin/Kitin Ad1

Kullanilan Kimyasal Maddenin/Kitin
Markasi ve Katalog Numarasi

Diyaliz Membran D9777 Sigma
Sodyum Siilfat Merck 106649
Siilfirik Asit Merck K33449513
L-alfa-fosfatidilkolin(hidrojenlenmis, HSPC) Sigma P-4139
Kolesterol(CHOL) Sigma C-8667

1,2-distearoil-sn-glisero-3-
trimetilamonyumpropan (DSTAP)

Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster,
AL,USA).

Doksorubisinhidroklorid (DOX)

Sigma D1515

polietilenglikol metileter (MPEG2000)

Sigma202509

Amonyum Siilfat

Pancreac 141140

80 nm, 100 nm ve 200 nm por ¢apindaki

polikarbonat filtreler WHATMAN

Dibazik sodyum fosfat Merck106586

Ketamin hidrokloriir Ketalar, Alfamine %10’luk
Formaldehit Sigma F1635

Parafin 42-44 Merck 107150

Parafin 56-58 Merck 107337

Ksilazin

Rompun- %2’1ik
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Tablo 3 (devami). Calismada kullamlan kimyasal maddeler ve Kkitlerin marka ve katalog
numaralari

Kullanilan Kimyasal Maddenin/Kitin

Kullanilan Kimyasal Maddenin/Kitin Adi Markasi ve Katalog Numarasi

Absolii alkol Merck 100986

Harisen Hematoksilen Sigma HHS80

Eozin Merck115935

Entellan Merck107961

Polilizin kapli lam Menzel165014

Dlsp?sable SEC 35 Low Profil Mikrotom Micron-152200

Bicagi

Lamel Sigma 9802

Sodyum Sitrat Sigma S1804

Hidrojen Peroksit Merck 107298

Kegi serumu Santa Cruz Biotechnology, Inc sc-2043

PBS Thermo Scientific/LabVision AP-9009-10

TRITON Thermo Scientific 110331A

Ultra V Blok A Ultravision, Detection System-Large
Volume

Ultra V Blok B Antipolivalent HRP (RTU)
NOVUS TOP2A C199673

Primer antikor NOVUS Vimentin NBP1-31327

Seconder antikor

Biyotinlenmis Koyun Antipolivalent (SECI) Abcam ab7481

PAP pen Patolab- PENO1

UltraVI.smn Polivalent (Tavsan-fare) HRP- Thermo Scientific/LabVision TP-015-HD
DAB Kit

Streptavidin peroksidaz Lab Vision TS-125- HR

Streptavidin Alkalin Fosfataz Lab Vision TPS-125-AP

DAB (3,3- diaminobenzidin tetrahidroklorid Sigma D3939-1SET

BIOSTAIN ready reagents DPX

Kapatma medyumu MOUNTING MEDIUM RSP291B

RNA izolasyon Kiti Thermo Fisher Scientific izolasyon Kiti

12183018A
Niikleaz igermeyen su Sigma Moleculer Biology Reagent W4502
. High-Capacity cDNA Reverse

CDNA sentez ki Trgnscrigtionﬁentez kiti Cat No: 4368814
Green Master Mix Power SYBR ThermoFisher 4368706
Tiyobarbiitirik Asit Merck108180

Sodyum Dihidrojen Fosfat Merck106342

Sodyum Hidroksit Merck106482

Hidroklorik Asit Merck107961

Aseton Merck100014
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Tablo 4. Calismada kullanilan cihaz ve malzemelerin adi ve markasi

Kullanilan Cihazin/Malzemenin Adi

Kullanilan Cihazin/Malzemenin Markasi

Seliiloz Diyaliz Tiipii

MWCO 100000, Spectrum Laboratories,
Inc., CA, USA

Ultraviyole/Visible Spektrofotometre

Shimadzu 1240

Mikroskop

Olympus CX21

Kamera Sistemi

Kameram 318 CU

Nanodrop cihazi

NaNoQ OPTIZEN

gRT-PCR sistemi

Quant Studio 6 Flex

Derin Dondurucu -80°C

Sanyo Ultra Low

Mikrotom

Mikrocom HM 355-S

Masa Ustii Santrifiij, 5000 Rpm

Hettich EBA-21

Light Scattering Cihazi

Malvern Zetasizer Nano

Etiiv (10-60 °C) Heraeus

Buhar Banyo Cihazi IHC

Buzdolabi (+4 °c) AEG

Hassas Terazi Sartorius

Vortex Niive NM110

Ph Metre Hanna Hi1-221

Isitma Tablasi IDL GMBH®CO.KG

Cekerocak Esco Frontier Due Laboratory Fume Hood

Immunohistokimyasal Inkiibasyon Cemberi

Electron Microscopy Sciences 97060

Vakum Pompasi

Vacuubrand MZ 2C

DiYALiZ MEMBRANIN HAZIRLANMASI

DOX-Lipozom-PEG hazirlanmasi asamasinda baglanmamis PEG molekiiliiniin

ortamdan uzaklastirilmast amaciyla diyaliz membran kullanildi. Diyaliz membranin hazir hale

gelebilmesi i¢in asagidaki protokol uygulandi.

- Diyaliz membranlar 4 s boyunca akan suyla yikandi.

- % 0.3 lik sodyum sulfit soliisyonu ve 80 C’ye kadar 1sitild1

- Diyaliz membran siilfiir komponentlerinin uzaklastirilmas: i¢in 1 dk bu ¢ozeltide

yikandu.

- Bunu takiben membran % 0.2’lik H2SO4 soliisyonu igerisinde bekletildi ve
- 60°C’deki distile suyla 2 dk boyunca yikandi.

LiPOZOMUN HAZIRLANMASI

Calismamizda 39.55 mg HSPC, 29.55 mg CHOL, 14.15 mg DSTAP 5 mL

kloroformda reaksiyon balonu igerisinde ¢6ziindiiriildii. Evaporatorde ince bir film tabakasi




kalana kadar kurutuldu. 250 mM 50 mL (NH4)2SO4 soliisyonu hazirlamak i¢in 1,65175 mg
amonyum siilfat 50 mL distile suda ¢oziildii ve balonda bulunan film tabakasinin iizerine
bosaltildi. Diisiik vakum altinda 30 mL oluncaya kadar 10’ar mL seklinde 0,2 mikrometre por
oOl¢iistindeki filtreden 2 defa, 0,1 um Ol¢iisiindeki filtreden de 5 kez gegirildi. Daha 6nceden
hazirlamis oldugumuz diyaliz membraninin icerisine dokiildii ve 48 s boyunca diyaliz yapildi.
Diyaliz suyu 6 s’de bir degistirildi. Bu sekilde yiiksiiz (NH4)2SO4 karisimdan uzaklastirildi.
Hazirlanan lipozomlar 4°C buzdolabinda saklandi (176).

DOKSORUBISININ LIPOZOMA HAPSEDILMESI

Doksorubisin miktar1 5 mg/mL olacak sekilde hesaplandi (176). Bu orana goére daha
once hazirlanan 15 mL lipozom ¢dzeltisine ayn1 hacimlerde karistirilmak iizere 75 mg DOX
15 mL distile suda ¢oziildi, 30 dk manyetik karistiricida karistirildi. Daha sonra 15 mL
lipozom ve 15 mL DOX c¢ozeltisi ayn1 hacimlerde karistirildi. Bunu takiben hazirlamis
oldugumuz karisimdaki yiiksiiz DOX un uzaklastirilmasi: amaciyla daha 6nceden hazir hale

getirmis oldugumuz diyaliz membranda 48 s siire ile +4°C’de diyaliz edildi.

DOKSORUBISIN-LIPOZOM-PEG HAZIRLANMASI

Calismamizda 150 mg PEG tartildi. Tartilan PEG 10 mL distile suda ¢6ziildii. Bu
¢oOzeltinin igerisine NaOH damlatilarak pH’1 10’a ayarlandi. Cozelti 30 dk bekletildi. Bu
sayede —COOH’dan hidrojen koparild: ve PEG, lipozomun katyonik ucuna kolay baglanabilir
hale getirildi. 10 mL’lik kisim ayni hacimdeki lipozom ¢ozeltisi ile karistirilarak 2 s
inkiibasyona birakildi. Bunun sonucunda PEG-lipozom-DOX ¢ozeltisi, baglanmamis PEG’in
ortamdan uzaklastirilmast amactyla MWCO 100000 diyaliz membrana yiiklendi. Diyaliz
membranda diyaliz suyu 4 s’de bir degistirilerek 24 s boyunca bekletildi.

DOX-Lipozom-PEG ¢ozeltisi diyaliz membrandan alindi. 12 mL lipozom igin 75 mg
DOX tartild1 ve 15 mL suda ¢6ziildii bunu takiben 30 dk manyetik karistiricida karigtirildi. 15
mL DOX c¢ozeltisi ve 12 mL lipozom soliisyonu birbiri ile karistirildi. Karigim 60° C’deki su
banyosunda 2 s inkiibasyona birakildi. Daha sonra DOX-lipozom ¢6zeltisi diyaliz membrana
aktarildi ve 48 s boyunca diyaliz edildi. Cozeltinin pH degeri 7.4 bulundu ancak DOX’un 7.4

pH araliginda ¢oziintirliigli az oldugu icin fosfat tamponu ile pH 7.2’ye ayarlandi.

31



Yiikleme Etkinliginin Belirlenmesi
Doksorubisinin yiikleme etkinliginin belirlenmesi amaciyla 497 nm’de Shimadzu
UVI/VIS spektrofotometrede absorbans degerleri okundu. Yiikleme verimliligi % 20 olarak

belirlendi.

DENEY GRUPLARI VE DENEY HAYVANLARINA UYGULAMA

Bu proje kapsaminda, T.U. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan TUHADYEK-
2015/18 protokol numarasi ile etik kurul onayr alinmistir. Calisma kapsaminda Deney
Hayvanlar1 Arastirma Birimi’nde iiretilen, ayn1 biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip 25-30
g agirliginda 8-10 haftalik erkek Balb-c albino fare kullanilmistir. Deney siiresi boyunca, tim
deneklerimiz, optimum laboratuar kosullar1 (221 0C, 12 s aydinlik/karanlik siklusunda)
altinda, giinliik igme suyu ve % 21 ham protein iceren pelet yemlerle beslendi. Diizenli olarak
kafes bakimlar1 yapildi. Denekler rastgele bes gruba ayrildi ve her bir grupta 8 adet olacak
sekilde Tablo 5’de belirtilen bigcimde gruplandirildi. Hayvanlar deney ortamina adaptasyonlari

icin 24 s dnce laboratuvar ortamina getirildi.

Tablo 5. Deney Gruplarimin Siniflandirilmasi

Deney Grubu Siniflandirmasi Deney Grubu Adi

Kontrol Kontrol grubu

MT Meme Timor grubu

DT Meme Tiimo6r +DOX (20 mg/kg/i.p.)
grubu

DLT Meme Timor+DOX (20 mg/kg/i.p.)
Lipozom grubu

DLPT Meme Tiimor+DOX (20 mg/kg/i.p.)

Lipozom+PEG grubu

Kontrol grubu disindaki tiim deney gruplarinda 200uL Ehrlich asit tiimor hiicresi
subkutan olarak sol bacaga enjekte edilerek, Ehrlich solid meme tiimér modeli olusturuldu.
Gilnliik olarak yapilan takiplerde meme tiimor kitlesinin biiylime seyri tiim gruplarda
gozlemlendi. Calisma kapsaminda deney gruplarina ip. olarak 1, 3, 5, 7, 9. Giinlerde farkl
formiilasyonlardaki doksorubisin uygulandi (0.18 mg/mL). 10. Giiniin sonunda Kontrol ve
MT grubu, im 5 mg/kg ksilazin, 50 mg/kg ketamin hidrokloriir aneztesisi altinda sakrifiye
edildi. MT grubunda ki deneklerden ¢ikarilan meme tiimor kitlesinin yaklasik olarak 1.5-2 cm

biiyiikliikte oldugu goriildii (Sekil 9). MT gruplarindan tiimor dokulart alindi ve dokular gen
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ekspresyon caligsmalari i¢in Once sivi azota alinip daha sonra -80 °C derin dondurucuya
kaldirildi. Isik mikroskobik calismalar i¢in dokular % 10 fomalinde fikse edildi. Diger
gruplara belirtilen dozlarda birer giin arayla 5 doz olacak sekilde ip. uygulama yapildi. Viicut
agirliklarina gore hesaplanarak 0.18 mg DOX olacak bicimde deneklere 0.36 mL enjeksiyon
hacminde enjekte edildi. Deney siiresinin sonunda bu gruplardaki denekler de sakrifiye

edilerek dokular1 alindi ve ayni islemlere tabi tutuldu.

Sekil 9. Ehrlich asit tiimorii

ISIK MiKROSKOBIK INCELEME

Calismamizda MT, DT, DLT, DLPT gruplarindan alinan dokular %10 Formalinde 24
s siire ile fikse edildi. Fiksasyondan arindirma amaciyla tiim dokular bir gece akarsu altinda
yikandi. Rutin takip islemlerinden sonra 56-58 °C parafine gomiilen dokulardan 5 pm
kalinligindaki kesitler alindi. Kesitlere riitin takip protokolii uygulandi. Dehidrasyon
isleminden sonra Hematoksilen-Eozin ve Vimentin, TOP2A immiinohistokimyasal

boyamalar1 yapildi. Boyama yontemleri agagidaki gibidir.

Hematoksilen Eozin Boyama Protokolii

- Lam iizerine alinan kesitle deparafinizasyon islemi igin ksilol icerisinde 56-58° C’lik
etiivde 24 s bekletildi.

- 24 s’nin sonunda dokular tekrar oda sicakliginda 20 dk boyunca ksilolde bekletildi
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Hidrasyon islemi i¢in 15’er dk’lik dort alkol serisinden (sirastyla % 96, % 90, % 80,
%70) gecirildi.

Bu islemi takiben dokular distile su ile yikandi.

Yikama isleminden sonra dokular 5-10 dk hemotoksilen boyasinda bekletildi.

Boya icerisinde bekletilen dokular akarsu altinda mor renge doniisene kadar yikandi.
Daha sonra dokular 30 dk 1 s arasinda eosin’de bekletildi.

Siire bitiminde dehidratasyon i¢in (10’ar dk sirasiyla % 70, % 80 bekletildi, sirasiyla
% 90 ve 96°da 1-2 kez calkaland1, 10’ar dk % 100 saf alkolde bekletildi, 10 dk 1:1
alkol/ksilolde bekletildi).

Seffaflastirma islemi icin 15°er dk 2 kez ksilolde bekletildi.

Seffaflastirma isleminden sonra dokular entellan ile kapatildi.

Immiinohistokimyasal Boyama Protokolii

Polilizin kapli lamlar {izerine alinan kesitlerden deparafinizasyon i¢in dokular, 1 gece
etiivde bekletildi.

Deparafinizasyon i¢in dokular, 10 dk 1., 5’er dk 2. ve 3. Ksilol banyosunda bekletildi.
Hidrasyon islemi i¢in 5’er dk alkol serilerinden (sirastyla % 95, %95, % 70, % 50)
gegirildi.

Hidrasyon isleminden sonra 5 dk saf suda bekletildi.

Dokular 10 mM sitrat tamponu igerisinde (pH:6) ile 45 dk boyunca buhar banyosuna
alind1.

Dokular daha sonra 30 dk oda sicakliginda sogumaya birakildi.

% 3’liik H202 ile 15 dk inkiibe edildi.

Inkiibe edilen dokular 5’er dk siireyle 2’ser defa distile su ile yikand.

% 1°1lik koyun serumu igeren % 0.4 tritonlu fosfat tamponunda (PBST) 2 kez 10’ar dk
bekletildi.

% 5’lik koyun serumu igeren % 0.4 tritonlu PBST de 30 dk bekletildi.

Ultra V blok A ve B’de 15’er dk bekletildi.

PBST igerisinde hazirlanan ve % 1’lik hayvan serumu igeren primer antikor (1:200
oraninda), dokulara uygulanip 1-2 s siire ile oda 1s1sinda inkiibasyona birakildi.

Daha sonra dokular, +4° C’de 1 gece inkiibe edildi.

Siire bitiminde, %1 koyun serumu igeren PBST tamponu ile 10’ar dk 2 kez yikama

islemi yapildi.
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Yikama islemi takiben, biyotinlenmis koyun antipolivalent (SECI) igerisinde 10 dk
oda 1s1sinda bekletildi.

PBS ile 10 dk yikama islemi yapildi.

PBST’de 5 dk yikama yapildi.

Streptavidin peroksidaz ile 1 s oda 1sisinda bekletildi (SECII).

Bu islemin ardinda, PBS ile 10 dk yikama yapild.

DAP ile inkiibasyona birakild1 (5, 10, 15, 20 dk), mikroskopta boyanma takip edildi.
2’ser dk distile su ile yikama islemi yapild1 ( 2 kez).

Hemotoksilen ile boyama yapildi ve 30 sn bekletildikten sonra ¢esme suyu ile yikama
islemi yapildi.

Yikama isleminin ardindan, %95°lik ve %100’liik alkolde 10’ar sn, ksilolde 2’ser kez
10’ar sn bekletildi.

Kapatma medyumu ile kapatildi.

Boyama islemlerinden sonra kapatilan preparatlar fotomikroskop’ta incelenerek

goriintlilendi.

GEN EKSPRESYON CALISMALARI

RNA izolasyonu

Deneklerden elde dokulardan RNA izolasyonu, Invitrogen by Thermo Fisher

Scientific izolasyon kiti kullanilarak yapildi. Bu yonteme gore yapilan izolasyon isleminde

asagidaki takip sirasi izlenmistir.

Orneklerin iglerine daha iyi homojenize olmalari amaciyla 1 mm capindaki ZrSiO
boncuklar konuldu, daha sonra sivi azotta bekletilerek doku pargalayicidan gegirildi.
Bunu takiben RNA’y1 kolay izole edebilmek amaciyla 6rneklere protein denatiirasyon
islemini hizlandiran % 1 merkapto etanol ve liziz tamponu ilave edildi.

Bu islemi takiben hiicre homojenatlarina suyun uzaklastirilmasi amaciyla 6rnekle aynm
hacimde %70 etanol konuldu. Boncuklarin uzaklastirilmasi amaciyla 21380 G’de
santrifiijlendi.

Santrifiigatin 700 pL siv1 kismu kitte bulunan kolonlu tiiplere alindi. Bu tiiplerdeki
ornekler 12000 g’de 15 saniye santrifiijlendi ve bunu takiben tiiplerin filtre kisimlari

toplama tiiplerine aktarildi.
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e Omneklere 700’er uL yikama tamponu 1 kondu ve 12000 g’de 15 saniye santrifiij
yapildi ve kolonlu tiiplerin filtre kisimlar1 yeni tiiplere alindi.

e Uzerlerine 500’er pL yikama tamponu 2 ilave edildi ve 12000 g’de 15 saniye santrifiij
yapildi.

e Daha sonra tekrar 500’er pL yikama tamponu 2 eklenerek 2 dk santrifiij yapildi ve
bunu takiben tiipler kapakli tiiplere alind.

e RNase igermeyen su bilesiminin 50’ser pL’lik kismu tiiplere eklendi. 50 uL
eklenmesinin sebebi yapilan ¢alismalarda optimum hacim olarak belirlenmesidir.

e Kanigim 2 dk inkiibasyondan sonra 2 dk, 30 sn 12000 g’de santrifiijlendi. Filtre

kisimlari atilarak alt kisimlari 6l¢iim i¢in alindi.

Elde edilen RNA orneklerinden 2 pL alinmis olup Nanodrop cihazi (NaNoQ
OPTIZEN) iizerine pipetlenmis ve 260-280 nm’de okunarak saflik ve absorbans degerleri
belirlenmistir. Olgiilen saflik degerleri 1.8-2.0 araliginda 6lciilmiis olup bu drneklerden c-

DNA sentezi yapilmustir.

Tamamlayic1 Deoksiribo Niikleik Asit (CDNA) SENTEZI

cDNA sentezi, izole edilen RNA'lardan High-Capacity cDNA Reverse Transcription
sentez kiti (Katalog No: 4368814) ile uygun protokol adimlar1 yapilarak gergeklestirilmistir.
Sentezlenen cDNA’lar, -20°C’de saklanmustir.

PCR sartlar1 Step 1: 25°C, 09:53 dk; Step 2: 37 °C, 120 dk; Step 3: 85 °C, 5 dk
olacak sekilde programlanarak cDNA sentezi yapildi. cDNA sentez protokolii Tablo 6’da

gosterilmistir.

Tablo 6. cDNA sentez protokolii

Madde Hacim
Total RNA 10

10 X RT tampon 2uL
25 X dNTP mix (100 mM) 0.8 uL
10 X RT Random Primer 2 uL
MultiScribe Reverse Transkriptaz 1 uL
Nukleaz free su 4.2 uL
Son hacim 20 L
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Gerg¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Antioksidan kapasite GSH, SOD, CAT antioksidan enzimlerinin, Vimentin ve
TOP2A’nin ekspresyon diizeyleri gRT-PCR yontemi ile belirlendi.

Gen ekspresyon calismalarinda “RNA izolasyonu” bdliimiinde aciklandigi sekilde
izole edilen RNA’lardan elde edilen cDNA’lar kullanilmistir. Yapmis oldugumuz ¢alismada
384 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen Quant Studio 6 Flex gRT-PCR sistemi kullanilmistir.
gRT-PCR’ da kullanilan genler ve sckanslari Tablo 7’de belirtilmistir. Kalibrasyon ve
diizeltme faktorii olarak GAPDH kullamilmustir ve Ornekler analiz edilmistir. Genlerin
ekspresyon diizeylerini tayin edebilmek i¢cin SYBR Green yontemi kullanilmistir. qRT-PCR
karisimi; ¢cDNA, SYBR Green ve ilgili genleri igermektedir. qRT-PCR reaksiyonu
karisiminin igerigi, 384 kuyucuklu plakanin her bir kuyusu i¢in 6 pL. SYBR Green Master
Mix, 2 uL ¢cDNA ve 2 uL RNaz free su ve 0,5 uL primer forward, 0,5 puL reverse’den
ibarettir.

PCR programi: 1 dongii 2 dk 50°C ve 10 dk 95°C, bunu takiben, 40 dongii
denaturasyon (95°C 15 s) ve annelling ve uzatma (60°C ‘de 1 dK) ile gogaltilmustir.

Tablo 7. gRT-PCR’ da kullanilan genler ve sekanslari

Calisilan genler Primer sekans dizisi

oD F (5’-GTTCGGTGACAACACCAATG-3’)
R(5’-GGAGTCGGTGATGTTGACCT-3")

CAT F(5’-TACGAGCAGGCCAAGAAGTT-3’)
R(5’-ACCTTGTACGGGCAGTTCAC-3)

Gs F (5>-TGGGACCAGCAAGTAAAACC-3’)
R(5’-TCGCGAATG TAGAACTCGTG-3’)

VM F (5 GAUCCUCUGGCCGAGCUCTT 3°)
R (5 GAGCUCGGCCAGCAGGAUCTT 3”)

TOP2A F (5 FATTCCCAAACTCGATGATGC 3°)
R (5 CCCCATATTTGTCTC TCCCA 3°)
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BIOKIMYASAL DEGERLENDIRME

Yapmis oldugumuz ¢aligmada 0,5 mL plazma 6rnegi % 8.1°lik SDS, % 0,82’lik TBA
ve asetat tamponu (3 M, pH: 3.5) igeren reaksiyon ortamina eklendi (177,178).
Reaksiyonunun temeli, MDA’ ’nin alkali pH’da TBA ile reaksiyona girmesi sonucu 532 nm de
maksimum absorbans veren pembe renkli bilesigin olugsmasina dayanmaktadir Reaksiyon
sonucu 532 nm dalga boyunda spektrofotomertik olarak olgiildii. MDA standart grafigi

kullanilarak degerler umol/L olarak hesaplanmistir.

VERILERIN ISTATISTIKSEL OLARAK ANALIZi

Real Time PCR c¢aligmalarinda gruplar arasinda gen ekspresyon farklariin
belirlenmesinde A A Ct metodu ayrica kalibrasyon egrisi ve diizeltme faktorii olarak GAPDH
gen ekspresyonu kullanilmistir. Kontrol ve deneme gruplarinin karsilastirilmasinda tek yonlii
ANOVA testi yapilmis ve ortalamalarin girdigi gruplar Duncan Testi (p<0.0001) ile
belirlenmistir. Yapilan analizlerin tamaminda SPSS 20.0, XLSTAT ve PAUP demo version
istatistik paket programlar1 kullanilmistir.

MDA diizeyinin istatistiksel analizleri i¢in, SPSS 20.0 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) paket programi kullanildi. Sonuglar ortalama + standart deviasyon (SD) olarak ifade
edildi. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu “Tek Orneklem Kolmogorov Smirnov testi”
ile yapildi. Veriler normal dagilima uygunluk gostermedigi i¢in gruplar arasi karsilagtirmalar
Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki karsilastirmalar i¢in “Mann Whitney-U” testi ile

yapildi. P<0.05 degeri istatistiksel anlamlilik sinir degeri olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Materyal metod kisminda belirtildigi bicimde hazirlanan formiilasyonlar kontrol harig
tim gruplara uygulandi. DT grubunda bazi deney hayvanlarinda ilacin yan etkisine bagl
tilylerde azalma makroskobik olarak gozlenmistir.

Lipozom, DOX-Lipozom, PEG-DOX-Lipozom c¢ozeltilerinin zeta potansiyelleri,
number degerlilikleri ve kararliliklart lightscattering (Malvern Zetasizer Nano) cihazinda

Bezmialem Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nde 6l¢iildii (Tablo 8).

Tablo 8. Lipozom, DOX-Lipozom, DOX-Lipozom-PEG c¢ozeltilerinin number degerleri

Ornek Number ortalama (nm)
Lipozom 1/2 seyrelti 52.31
DOX-Lipozom 1/2 seyrelti 173.16
PEG-DOX-Lipozom 1/2 seyrelti 194.26

Bos lipozomlarin number degerleri ortalama 52.31 nm boyutlarinda 6l¢iilmiistiir.
Lipozomlar DOX ile yiiklendiklerinde bu degerler ortalama 173.16 nm olarak belirlenmistir.
DOX-Lipozom PEG ile baglandiginda ise ortalama 194.26 nm boyut kazanmislardir.
Gozlemlenen boyut biiyiikliigiiniin artmasindan da, DOX’ un saghkl bir sekilde lipozoma
yiiklendigi ve PEG ile baglandig: diisiiniilmiis ve 6rneklerin Zeta potansiyelleri 6l¢tilmiistiir

(Tablo 9).
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Tablo 9. Lipozom, DOX-Lipozom, PEG-DOX-Lipozom c¢ozeltilerinin lightscattering

cihazindan cikan zeta potansiyelleri

Ornek Zeta potansiyeli (mV)
Lipozom -15.16
DOX-Lipozom -16.06
PEG-DOX-Lipozom -17.53

ISIK MIKROSKOBU BULGULARI
Hematoksilen-Eozin ile boyanmis riitin 151k mikroskobu preparatlarinda yapilan

incelemelerde meme tiimor hiicreleri her grupta gozlenmis ve tiimoér modelinin olustugu

gorilmistiir.

Hematoksilen Eosin Boyama Bulgulari
Meme-Timor grubundaki histopatolojik incelemede tiimor hiicre g¢ekirdekleri yogun

bir sekilde gozlendi. Tiimor hiicre ¢ekirdekleri net bir sekilde goriintiilendi. Oval-yuvarlak
sekilli cekirdeklerin oldugu, cekirdekgiklerin belirgin olmadigi, bazi hiicrelerde sekilsiz,
birden fazla ve diizensiz ¢ekirdek yapilariin bulundugu gézlendi. Tiimor hiicrelerinin bazi
bolgelerde yogun bazi bolgelerde ise seyrek oldugu, kiimelenmis bigimde konumlandigi
goriintliilendi. Hiicre smirlart ¢ok belirgin degildi. Hiicre c¢ekirdekleri arasinda sekil ve
biiyiikliik agisindan farklilik oldugu gozlendi. Cok biiyiik hiicre ¢ekirdeklerine rastlandi (Sekil
10a,Sekil 10b).

DOX-Tiimor grubunda tiimor hiicre c¢ekirdeklerinin yogun oldugu goézlendi. Timor
hiicre ¢ekirdeklerinin boyut ve sekil acisindan farkli oldugu, bazi hiicre ¢ekirdeklerinin aktif
bir sekilde boliinmeye devam ettigi goriildii. Dokuda arter ve kilcal kan damarlarina rastlandi.
Yer yer kanlanma goriintiilendi (Sekil 11a, Sekil 11b).

DOX-Lipozom-Tiiméor grubunda diizensiz sekilli tiimor hiicre ¢ekirdekleri gozlendi.
Damarlanma bulgularina rastlandi. Timor hiicrelerinin  diizensiz dagilim gosterdigi
kiimelendigi goriintiilendi. Nekroza ugramis bolgeler ve kanlanmis bolgeler gézlendi. Yer yer
kiigiik, yer yer biiylik boyutta dev hiicrelere rastland1 (Sekil 12a, Sekil 12b).

DOX-Lipozom-PEG-Tiimor grubundaki histopatolojik inceleme sonucunda, yogun
damarlanma gozlendi. Genis bir alanda nekrotik doku goézlendi. Dev hiicre c¢ekirdekleri
izlendi. Kanlanmanin oldugu bdlgelerin yogun oldugu saptanti. Tiimor hiicre ¢ekirdeklerinin
MT, DT, DLT gruplarma kiyasla seyreklestigi goriildii. Tiimdr hiicre ¢ekirdeklerinin
boyutlariin ve sekillerinin diizensiz oldugu, baz1 hiicrelerde ¢ekirdeklerin birden fazla oldugu
gozlendi. Hiicre sinirlarinin belirgin olmadigi saptandi (Sekil 13a, Sekil 13b, Sekil 13c¢, Sekil

13d).
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Vimentin Immiinohistokimya Bulgular

Yapilan  mikroskobik  inceleme  sonucunda  tim  gruplarda  vimentin
immiinreaktivitesinin oldugu gézlendi (Sekil 14a, 14b, 14c, 14d). Vimentin immiin aktivite en
yogun olarak MT grubunda goézlenmis, DOX uygulamasmna bagli olarak DT grubunda
azaldigi, DLT grubunda lipozilasyona bagli olarak daha da az bir immiinreaktivite goriilmis,

en az immiin aktivite ise DLPT grubunda tespit edilmistir (Tablo 10).

Topoizomeraz 2A immiinohistokimya Bulgular
Topoizomeraz 2A ile yapilan immiinohistokimyasal analizde aktivite olan yerler

boyamada immiin aktivite belirlendi (Sekil 15a, 15b, 15c, 15d). TOP2A aktivitesi MT ve DT
gruplarinda benzer yogunlukta gdzlenmis olup en yiiksek aktivitenin goriildiigii grup DLT
grubu olarak tespit edilmistir (Tablo 10).

Tablo 10. immiinohistokimyasal skorlama

MT DT DLT DLPT
VIMENTIN ++++ +++ ++ +
TOP2A ++ ++ ++++ +++

Sekil 14a. MT grubu Vimentin immiinreaktivite, T: tiimor, » : dev hiicre, bar: 39.941
pm (x40)
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Sekil 14b. DT grubu Vimentin immiinreaktivite , T: tiimor, » : dev hiicre, bar: 39.941
pm (x40)

— ot
\ JLJ

Sekil 14¢c. DLT grubu Vimentin immiinreaktivite, T: tiimor, » : dev hiicre, bar: 39.941
pm (x40)
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Sekil 14d. DLPT grubu Vimentin immiinreaktivite, T: tiimor, » : dev hiicre, bar: 39.941

pm (x40)
R ‘%ﬁ. 5
ARy . R ‘&

Sekil 15a. MT grubu Top2A ile immiinreaktivite, T: tiimor, » : dev hiicre, bar: 39.941
pm (x40)

48



Sekil 15c. DLT grubu Top2A immiinreaktivite, N: nekroz, »: dev hiicre, bar: 39.941
pm (x40)
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GEN EXPRESYON DUZEYi BULGULARI

Stiperoksit dismutaz, CAT, GSH, VIM ve TOP2A ekspresyon diizeylerindeki artislar
Tablo 11°de gosterilmistir.

Stiperoksit dismutaz ekspresyon diizeyinde DT grubunda MT grubuna kiyasla anlamli
bir azalma belirlenmistir, DLT grubu, MT ve DT grubuyla karsilastirildiginda gézlenen artig
anlamlidir (p<0.01). DLPT grubundaki SOD diizeyi, DT ve DLT gruplarina kiyasla anlaml
bir artig gostermistir (p<0.01).

Katalaz ekspresyon diizeyi, DT grubunda MT grubuna kiyasla anlamli bir artig
gostermigtir, DLT grubunda MT ve DT gruplarina kiyasla goriilen artis anlamlidir (p<0.01).
DLPT grubundaki CAT diizeyinde, MT grubuna kiyasla anlamli bir artis belirlenmistir
(p<0.01).

Glutatyon ekspresyon diizeyi, DT grubunda MT grubuna kiyasla anlamli bir artis
gostermistir, DLT grubunda gozlenen artis, MT ve DT gruplarmna kiyasla anlamlidir (p<0.01).
DLPT grubunda MT, DT, DLT gruplarina kiyasla anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0.01).

Vimentin ekspresyon diizeyi DT grubunda MT grubuna kiyasla anlamli bir azalma
gostermistir, DLT grubundaki azalma MT ve DT grubuna kiyasla anlamhidir (p<0.01). DLPT
grubunun VIM ekspresyon diizeyinde, MT, DT ve DLT grubuna kiyasla anlamli bir azalma
belirlenmistir (p<0.01).
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Topoizomeraz ekspresyon diizeyi DT grubunda MT grubuna kiyasla anlamli bir artis
gostermistir, DLT grubundaki TOP2A ekspresyon diizeyindeki artis MT ve DT grubuna
kiyasla anlamlidir (p<0.01). DLPT grubunda, MT ve DT grubuna kiyasla anlamli bir arts,
DLT grubuna kiyasla ise anlamli bir azalis tespit edilmistir (p<0.01).

Tablo 11. Deney gruplarimin SOD, CAT, GSH, VIM, TIM miktarlarinin karsilastirmah

degerleri
MT DT DLT DLPT
VIM 1,31 + 0,06 0,80 + 0,072 0,41 +0,112P 0,28 + 0,06*0¢
TOP2A 0,90 + 1,52 1,52+ 0,112 3,61 +0,35%P 2,31 +0,192b¢
SOD 1,46 + 0,06 0,89 + 0,102 2,70 + 00,3430 3,72 +0,17%b¢
CAT 10,37 + 0,34 40,56 + 1,182 43,97 + 1,180 42,41 +2,582
GSH 1,48 0,31 1,64 + 0,24 11,96 + 1,64%P 81,32 + 0,862P°

Ortalama + Standart sapma ve tiim gruplar 6 tekrarli ¢aligilmistir
a Meme-Timor grubuyla kargilastirma (p < 0.01)
b DOX-Tumér grubu ile karsilastirma (p < 0.01)

¢ DOX-Lipozom-Tiimor ve DOX-Lipozom-PEG-Tiimér gruplariyla karsilagtirma (p < 0.01)

BIOKIMYASAL BULGULAR
Calismamizda MDA diizeylerine ait degerler Tablo 12°de goriilmektedir. Buna gore

MDA degeri acisindan MT grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis gézlenmistir
(p<0.05), DT grubunda kontrol ve MT grubuna kiyasla anlamli bir artis gézlenmistir
(p<0.05), DLT grubunda kontrol, MT ve DT gruplarina kiyasla anlaml bir artis gézlenmistir
(p<0.05).

DOX-Lipozom-PEG-Tiimér grubundaki artig kontrol, MT ve DT gruplarina kiyasla
anlamlidir, DLT grubuyla kiyaslandiginda anlamsizdir (p<0.05).

Tablo 12. Deney gruplarinin MDA bulgulari

KONTROL MT DT DLT DLPT
Mean = SD Mean £+ SD Mean £+ SD Mean = SD Mean = SD
MDA 6,66+1,20 9,92+0,922 13,73ﬂ:1,66£"’b 9,10+1,10%¢ 8,66ﬂ:1,25a'b'C

a: kontrol grubu ile kiyaslama (p<0.05)

b: MT grubu ile kiyaslama (p<0.05)

c¢: DT grubu ile kiyaslama (p<0.05)

DLT ile DLPT arasindaki fark anlamsiz (p>0.05)
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TARTISMA

Meme kanseri, diinya geneline bakildiginda kadin niifusu arasinda en yaygin goriilen
kanser tiirlerinden biridir. Meme kanseri 30 yasindan 6nce nadir olarak goriilmekle birlikte 30
yasi takip eden siiregte hizli bir artis gostermektedir (179). Bilindigi {izere, saglikli hiicreler ile
kanser hiicreleri arasinda hiicrelerin molekiiler diizenlenmeleri ve fizyolojileri agisindan
farkliliklar mevcuttur. Bu farkliliklar, antioksidan aktivitelerde degisiklikler, protein ve ara
tirlinlerin dretimindeki uyumsuzluklar, bazi toksik maddelerin kandaki ve dokulardaki
oranlarinin artmasi1 ve kanser hiicrelerinin poliferatif 6zellikleri ve nihayetinde metastaz
ozellikleri seklinde ifade edilebilir. Ortaya c¢ikan hastaligin tanimlanmasi, bu hastaliga
uygulanacak dogru tedavi yonteminin belirlenmesine katki saglamaktadir. Tiimoriin dogru
tanimlanmasi, kanserin tedavi edilebilmesinde hayati 6neme sahiptir. Ayn1 zamanda tedavi
amaciyla kullanilan terdpatik ilaglarin, s6z konusu degisimleri ne oranda ve ne sekilde
etkilediklerinin de bilinmesi 6nem arz etmektedir.

Genetik ve epigenetik faktorler, meme kanserinin baslamasini ve ilerlemesini
diizenlemektedir. Meme kanserinin farkli histolojik tiirlerinde verilecek tedavi yontemi ile
ilgili problemler ortaya ¢ikabilmektedir. Yiiksek verimli genom dizileme teknolojisi ile meme
kanserinde degistirilmis gen ekpresyonlar1 gézlendigi ifade edilmistir (180).

Kemoterapi, genellikle kanser hiicrelerinin ¢cogalma ve bdliinme yetenegini durdurarak
bu hiicreleri yok etmek amaciyla uygulanan bir tedavi bigimidir (181). Kemoterapotikler,
hizla biiyliyen hiicreleri hedef alan toksik bilesiklerdir. Bu ilaglarin ¢ogu, DNA replikasyonu
icin gerekli olan 6ncili molekiillerin sentezini engelleyecek sekilde tasarlanmis olup, bununla
birlikte hiicre dongiisiiniin sentez fazin1 tamamlanmasina engel olmaktadirlar. Mitoz sirasinda,

kromozomlarin kutuplara dagilimi, mikrotiibiillerden yapilmis ig iplik¢iklerini gerektirir; 1g
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hiicreli karsinom inhibitorleri, mikrotiibiil sentezini inhibe ederek mitotik aktiviteye engel
olurlar (182). Kemoterapide siklikla kullanilan, kemoterapotik ajan ve antrasiklin grubu olan
DOX, kanser tedavisinde 6nemli bir yere sahiptir. Ancak DOX’un kalp ve bobrek dokusunda
ciddi toksik etkileri bulunmaktadir. DOX’un neden oldugu reaktif oksijen tiirlerinin varligi ve
proinflamatuvar sitokinazlarin, lipit peroksidasyonuna sebep oldugu disiiniilmektedir. Lipit
peroksidasyonun, biyolojik makromolekiillerin yapisal ve fonksiyonel degisimlerinin sonucu
olarak renal hiicre 6liimiine sebep oldugu bildirilmistir. Birgok ¢alismada DOX kaynakl1 renal
hasarda, inflamatuvar sitokinlerin biiyilk miktarlarinin inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ile
beraber bulundugu rapor edilmistir (55). Yan etkilerin azaltilmasi amaciyla etken maddenin,
lipozom igerisine hapsedilerek uygulanmalar1 amaglanmaktadir. Lipozomlarin ilacin
yarilanma Omriinii ve antrasiklinlerin tedavi etkinligini arttirdigi ifade edilmistir. Aymi
zamanda lipozilasyon sayesinde ilag¢ yiiklii lipozomun tiimor dokusunda birikiminin olanakl
hale geldigi bilinmektedir (62,63).

Kheirolomoom ve ark. tarafindan lipozom igerisinde Bakir-DOX kompleksi ile ¢oklu
dozlama calisilmistir. Arastiricilar  bu uygulamanin, DOX’un antitiimér etkisinin
korundugunu, hedef tiimor dokusuna birikim yaparak kardiyak hipertrofi, kil kayb1 ve agirlik
kaybi gibi sistemik toksisitesinin azaldigini, ayn1 zamanda ¢oklu dozlama stratejisinin timori
gerilettigini ya da yok ettigini bildirmiglerdir. Bununla beraber DOX’un dolasim sisteminde
stabil kalarak timore saliminin gergeklestigi gozlenmistir (183).

Petersen ve ark.’in yapmis olduklar1 ¢alismanin meta analizleri degerlendirildiginde,
lipozomal formiilasyonlarin uzun sirkiilasyonu ve tiimdr dokularinda artmis ilag dagilimi gibi
avantajlarinin  oldugunu ancak bu avantajlarin, hasta gruplarinda antikanser etki
gostermedigini ifade etmislerdir. Bu durumu, hasta gruplarinin bir ¢ogunun hastaliginin ileri
seviyelerde olmasi, birgogunun hastaliginda ise metastatik kanserlerin mevcut olmasi ile
iliskilendirmislerdir. Arastiricilar, lipozomal DOX ile ilgili mevcut kanit olarak, doz ve dongii
bagimli farmakokinetik degisikliklerin buna sebebiyet verebilecegini ve tek doz ilag
uygulamasiin boliinmiis dozlamaya nazaran daha etkili olabilecegini diistinmiislerdir. Bu
durumu DOX ve daunorubisin gibi antrasiklin gruplarinda gozlediklerini ifade etmislerdir.
Oysaki sisplatin ¢aligsmalarinda lipozomal formiilasyonlarin geleneksel tedavi yontemine gore
daha etkin sonu¢ verdigini ve aymi sekilde antrasiklin gruplarinda yapilan pegilasyonda da
tedavide gozle goriiliir Gistiinliiglin oldugunu belirtmislerdir (184).

Xing ve ark. tarafindan 2018 yilinda HeLa hiicreleriyle yapilmis olan bir ¢aligmada

serbest DOX, DOX-Lipozom ve Au/DOX-Lipozom’un hiicre igerisine ve hiicre ¢ekirdegine
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girisleri ile ilgili etkinlikleri degerlendirilmistir. Uzun siireler boyunca DOX ile inkiibe edilen
hiicrelerin ¢ekirdeginde DOX birikimi kolaylikla gézleyebilmislerdir. Fiili olarak, NIR (yakin
infrared bolge) 1simasi altindaki Au/DOX-Lipozomda ortaya ¢ikarilan hipertermi,
nanotasiyicilarin - ve hiicrelerin  membran gecirgenliklerinin  arttirilmasi  vasitasiyla
nanotastyicilarin yalnizca hiicresel igeri alinmasini desteklemedigini goézlemlemislerdir.
Au/DOX-Lipozom igerisindeki DOX’un daha fazla salinmasini da tetikledigini tespit
etmislerdir. Ayn1 sonuglar1 akis sitometrisi ile de elde etmislerdir (185).

Aymi c¢alismada antitiimoral aktivitenin Ol¢iilmesi amaciyla metiltiazol difenil
tetrazolyum analizlerine bakildiginda, DOX-Lipozom ve Au/DOX-Lipozom gruplari arasinda
hiicresel hayatta kalis oranlar1 agisindan ciddi bir farklilik gozlemlememislerdir. Ayrica
arastirmacilar, bu iki grubun ortaya ¢ikardig tiimor hiicrelerinin hayatta kalis oranlarinin 10
pg/mL, 5 pg/mL ve 2.5 pg/mL’lik konsantrasyonlarda hazirlanan DOX grubuna goére daha
diisiik oldugunu gozlemislerdir. Bu sebeple, DOX yiiklii lipozomlarin antitimor aktivitesinin
arttigr goriilmistiir, bunun esas sebebi olarak, yliksek ihtimalle lipozomlarin hiicre igerisine
stirekli DOX salinimi olabilecegini ifade etmislerdir (185).

Wang ve ark.’in 2017 yilinda Pegile DOX’la yapmis olduklar1 ¢caligmalarinda, farkli
tedavi formlart ile fare viicut agirhiginda degisiklikler gozlediklerini belirtmislerdir. Viicut
agirhigindaki en belirdin azalmanin DOX un uygulandig1 grupta oldugunu belirlemislerdir. Bu
gozlemler DOX’un in vivo olarak ciddi bir toksisitesinin oldugunu ortaya cikarmaktadir.
Serbest DOX ile yapilan tedaviler sonucu farelerin kalp dokularinda da belirgin histopatolojik
degisiklikler gbzlemislerdir. Miyokard liflerinin diizensiz bir dizilime sahip, liflerin arasindaki
bosluklarin yayilmis ve hiicre c¢ekirdeklerinin belirgin bir bi¢gimde deforme oldugu
goriilmiistiir. Fakat PEG-DOX’un bu kardiyotoksik etkilerin ortaya ¢ikmasini 6nledigini ifade
etmislerdir (186).

Gazzanoa ve ark. 2018 yilinda fareler iizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada LNDF
(folat eklenmis lipozomal nitrooksi-doksorubisin), LND (lipozomal nitrooksi-doksorubisin)
ve ND (nitrooksi-doksorubisin)’nin etkileri arastirmiglardir. Bu c¢alismanin sonuglari,
hazirlanan formiilasyonlarin ND<LND<LNDF seklinde giderek tiimor aktivitesinin
azalmasinda daha iyi bir etki meydana getirdigi seklinde raporlanmistir. Caligmada timor
aktivitesinin yavaglamasinin, timor hiicre gelisiminin azalmasiyla birlikte paralellik
gosterdigini belirtmislerdir. Bu sonuglar, 151k mikroskobu verileri ile de desteklemislerdir.
Sonu¢ olarak LNDF’nin diisiik dozlarinin tiimor biiylimesine dikkat c¢ekici bir etkisinin

oldugunu gézlemislerdir (187).
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Chen ve ark.’in 2018 yilinda, DOX ve imatinib (IM) ile yapmis olduklar1 ¢aligmada,
48 s siire ile serbest DOX, serbest IM, serbest DOX/IM, Folat reseptér hedeflenmis (F)
Lipozom (L)-DOX/IM, pH hassasiyetli(P)L-DOX/IM, FPL-DOX ve FPL-DOX/IM
uygulamalarini yaparak ilag etkinliklerini degerlendirmis ve 1s1k mikroskobu verilerini
incelemislerdir. Bu ila¢ formlart tiimor olusumunu takiben 3 giinde bir 9, 12, 15 ve 18.
giinlerde fare kuyruk venine uygulanmistir. Serbest DOX ve IM ayri ayri verildigi zaman
DOX/IM kombinasyonuna gore daha az timor baskilayici etki gosterdigi ifade edilmistir.
Serbest ilag gruplariyla lipoze edilmis olanlar karsilastirildiginda biitiin lipozom gruplarinda
daha kiiciik tiimor olusumu gozlenmistir. Ciinkii lipozomlar tiimore olan birikimi arttirmistir
buna ek olarak Pegile edildiklerinde lipozomlarin aside duyarliliklar1 ve sirkiilasyonda uzun
siire kalis yeteneklerinin arttig1 gozlenmis, tiimor hedeflemeleri ve tiimdrde ilag birikimleri
PEG-Lipozom-ilag gruplarinda artis géstermistir. Bu grupta daha kiigiik tiimér boyutu ve daha
az timor agirhig gozlendigi belirtilmistir. Isik mikroskobu verileri de PEG-Lipozom-ilag
konjugatinin daha iyi antitimor etkinligi oldugunu desteklemektedir (188). Bizim
calismamizda da Ozellikle DLP ve DLPT gruplarinda tiimér dokusunda yogun nekrotik
alanlarin varhig1 dikkat ¢ekmistir (Sekil 12a,b). Ayrica 6zellikle DLPT grubunda mononiikleer
hiicre infiltrasyonlar1 (Sekil 13a,b,c,d) uygulamaya bagli olarak tiimoér dokusunda bir
kiigtilmenin olmas1 dogrultusunda adaptif bir cevap olarak degerlendirilmistir. Bu sonuglar
Gazzanoa ve ark. Ile Chen ve ark.’1n bulgular ile paralellik gostermektedir.

Lou ve ark.’in meme kanserli hiicre hatlariyla yaptiklari bir calismada CPEB4
proteininin ekspresyonunun arastirmiglar, bu aragtirmaya goére asirt CPEB4 iiretimiyle
vimentin artis1 gozlenmistir. Buna ek olarak vimentin liretimi CPEB4’ {in gbg¢iiniin ve kanser
hiicrelerinin yayilimini1 uyarmaktadir. Tiim bu veriler CPEB4 ve vimentin’in, onkojenik bir
faktor olarak etki ettiklerini bize gostermektedir. Fakat bu mekanizma hakkinda heniiz yeterli
bilgi bulunmamaktadir (88).

Oh ve ark.’in 2016 yilinda yapmis olduklari ¢alismada DOX’un normal ve timorli
hiicrelerdeki dagiliminin gozlenebilmesi i¢in Balb/c bagisik yetersizligi olan tiiysiiz fareye
kuyruk veninden serbest DOX, DOX/Vimentin siRNA-Lipozom ve Galaktoz-DOX/Vimentin
SIRNA-Lipozom verilmistir. Bu ¢alismada DOX/Vimentin siRNA-Lipozom ve Galaktoz-
DOX/Vimentin siRNA-Lipozomun, serbest DOX’a kiyasla kalp ve bobrek gibi normal
organlara daha diisiikk oran da yayilim gostermistir, ayn1 zamanda serbest DOX’a kiyasla
timor hiicrelerinde daha yiliksek oranda birikim yaptig1 tespit edilmistir. DOX/Vimentin
siRNA-Lipozom ve Galaktoz-DOX/Vimentin siRNA-Lipozom birbiriyle kiyaslandiginda,
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galaktoz ile isaretlenmis lipoze DOX’ un timdr hiicrelerinde isaretlenmemis DOX’a nazaran
belirgin oranda birikim yaptig1 gozlenmistir. Bu ¢aligmada hedef tiimor bolgesine DOX ile
birlikte Vimentin de uygulanmistir. Sonug olarak yapilan bu in- vivo ¢alismada, gozle goriliir
bir bi¢imde tlimoriin baskilandigi belirlenmistir (189).

Jafaria ve ark.”in yapmis oldugu bir ¢alismada ise partenolid isimli bir bilesigin meme
kanseri hiicrelerindeki protein ifadeleri incelenmistir. Partenolid, sesiterpen lakton yapida olan
ve uzun yillar migren ve romatoid artrit tedavisinde kullanilan bir bilesiktir. MCF7 meme
kanseri hiicre hatlarinda partenolid ile tedavisinde, plazma membraninin kabarciklanmasi ve
apoptotik cisim olusumlar1 gibi tipik morfolojik degisiklikler gdzlenmistir. Meme kanserinin
asamalarinda vimentin gibi biyobelirteglerin ifade artislart gozlendiginde bircok meme
kanseri tiiriiniin ¢ok fazla etkinlik gosteremedigi fark edilmistir. Vimentin, epitelyal hiicre
go¢li esnasinda ortaya ¢ikmaktadir. Partenolid bilesigi ile yapilan ¢alismada ise partenolidin
vimentin’i baskiladig1 ve bu baskilama sonucunda meme kanseri hiicre hattinin epitelyalden
mezenkimale geg¢is davranisinin durdugu gozlenmistir. Bu ¢alismada partenolidin bu sekilde
etki gostererek metastaz lizerine etki gosterdigi distiniilmektedir (190).

Yamashita ve ark.’in yapmis oldugu calismada, meme kanseri ve lenf nodlarindaki E-
kaderin ve vimentin proteinini incelemislerdir. E-kaderin proteininin tersine primer tiimor
hiicrelerindeki vimentin ifadesi metastatik lenf nodiilleriyle tamamen uyumlu bulunmustur.
Son yapilan ¢alismalar vimentin’in epitelyal mezenkimal gegis silirecinde major roliiniin
oldugunu desteklemektedir. Bu calismalarda, diisiik Ostrojen seviyeleri gosteren yiiksek siif
duktal karsinomada ileri derecede baskinlik gésteren Vimentin gen ifadeleri bulunmustur. Bu
calisma insan meme kanseri Orneginde ilk olarak E-kaderin ve vimentin proteininin ayni
tiimor hiicrelerinde birlikte lokalize oldugunu ortaya cikarmistir. Primer bodlgede timor
hiicreleri E-kaderin ve vimentin gen ifadelerinin her ikisinin de diizensiz bir dagilim
sergiledigini gostermistir. Timor hiicreleri, metastatik lenf nodlarinda, E-kaderin ve
Vimentin’ in esit ve es zamanli dagildig1 gozlenmistir. Bu durum da, vimentin ve e-kaderin
kanser hiicrelerinin metastaz1 lizerinde artan bir etki gostermektedir. Bu etki klonal seleksiyon
olasiligimi diistindiirmiistiir. Kismi epitelyal mezenkimal gecis ihtimali, bu alt popiilasyon i¢in
gozoniinde bulundurulabilmektedir (191).

Yapilan bu ¢alismalardaki 1s1tk mikroskobu verileri, gen ekspresyon calismalar1 ve
oksidatif steres parametrelerinin meme tiimorii varliginda meydana getirdigi degisiklikleri
ortaya koymaktadir ve vimentin gen ekspresyonunun meme tiimdriinde ayirt edici bir belirteg

oldugunu ortaya koymaktadir. Arastiricilar yapmis olduklar1 ¢aligmalarda 151k mikroskobu
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bulgulart ile sonuglarini desteklemislerdir. Bizim ¢alismamizdaki 1sik mikroskobu bulgularini
degerlendirecek olursak, tiim gruplarda hiicre sinirlari belirsiz, diizensiz yapida ve dagilimda,
farkl1 sekil ve biiyiikliikte tiimor yapilar1 gézlendi. Dev hiicre ¢ekirdekleri hemen hemen tiim
gruplarda gozlendi. DT gurubunda aktif boliinmenin devam ettigi, arter ve kan damar gibi
olusumlarin bulundugu goézlendi. DLT ve DLPT gruplarina gidildik¢e yogun damarlanma ve
nekrotik bolgelerin olustugu gozlendi. Nekrotik bolgelerin varligi, tiimdr metastazinin ve
bliylimesinin durdugu seklinde yorumlanmistir, hiicrelerin iyilesme siirecine girdiginin bir
gostergesi oldugu diisintilmiistiir.

Yapilan literatiir taramalarinda meme timoér modellerinde vimentin gen
ekspresyonunun artmis oldugu ifade edilmektedir (88,189-191). Buna gore vimentin gen
ekspresyonunun kanser hiicrelerindeki asir1 artisi, artan timor biiyiimesi, istila ve koti
prognoz ile iligskilendirilmistir. Calismamizda gRT-PCR sonuglar1 dikkate alindiginda, MT
grubuna gore DLT grubunda vimentin ekspresyonunda azalis gozlenmistir. Bu azalis MT,
DT, DLT, DLPT gruplarinda sirastyla; 1.31, 0.809, 0.41, 0.28 seklindedir (p<0.01). MT
grubunda vimentin gen ekspresyonu, hiicre ¢ogalmasinin bloke olmadiginin ve hiicre
boliinmesinin tetiklendiginin gdstergesidir. Yapilan immiinohistokimyasal degerlendirme
sonuclarina gdre tim gruplarda vimentin aktivitesinin oldugu go6zlendi. Vimentin
immiinreaktivite en yogun olarak MT grubunda gézlendi, DOX uygulamasina bagli olarak
DT grubunda azaldigi, DLT grubunda daha da az immiinreaktivite goriildi, en az
immiinreaktivite DLPT grubunda goriildii. Immiinohistokimyasal bulgularrmiz gen
ekspresyon bulgularin1 destekler niteliktedir. MT grubu ile uygulama gruplarinin
immiinohistokimyasal verileri ve gen ekspresyon diizeyleri dikkate alinarak kiyaslandiginda
uygulama gruplarindaki vimentin geninin ekspresyonunda azalis ile tiimor metastazinin
baskilandigin1 sdyleyebiliriz. Calismamizda DT, DLT, DLPT gruplari, MT gruplariyla
kiyaslandiginda vimentinin ekspresyon diizeyindeki azalig bizlere tiimoriin metastaz
yeteneginin azalmis olabilecegini diislindiirmektedir. MT grubuna kiyasla uygulama yapilan
DT, DLT ve DLPT gruplarinda Vimentin diizeylerinde olan azalisin uygulamalarin yapilmasi
ile metastaz yeteneginde azalmaya yol acabilecegi diisiiniilmektedir. Caligmanin sonuglari
farli form uygulamalarinin yapildigi diger ¢aligmalarin sonuglarini destekler nitekliktedir.
Lipozilasyon ve pegilasyonun metastazi engelleme dogrultusunda etkilerinin olabilecegi
sonucu ile paralellik gostermektedir.

Meme kanserinin alt tipleri bazal benzeri, HER2 pozitif, Lumanal A ve Luminal B

seklinde tanimlanmaktadir. Bu tiirler cesitlilik, klinik davranis, tedavi yanit profili ve
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prognostik isaret olarak farklilik gostermektedir. Meme kanserinde DNA replikasyonunda
kilit rol oynayan enzim olan TOP2A tedavi icerisinde yaygin olarak tanimlanan bir hedef
proteinidir. Hua ve ark.’nin yapmis oldugu calismada zayif ilerleme goriilen meme kanseri
hastalarinda TOP2A gen ifadesinin yakindan iliskili oldugu kesfedilmis fakat bu iliskinin
bazal benzeri ve HER2 pozitif meme kanseri tiirlerinde, zayif ilerleme goriilen meme kanseri
tiriindeki kadar olmadigi tespit edilmistir (180).

Almeida ve ark’in 2014 yilinda yaptig1 calismada TOP2A gen degisikligi % 22.6
olarak bulunmus ve bu oran literatiir taramalariyla es deger olmustur. TOP2A artis1 gosteren
vakalarin % 35.7’°si HER-2 geni ile birlikte artis gosterdigi bulunmustur. Ancak bu ¢alismada
HER-2 artis1 olan 10 vaka ve bu 10 vakanin 5’inde de TOP2A degisikligi gozlenmistir.
Aslinda HER-2 artis1 meme kanserinde TOP2A geninin artis oran1 % 7’den % 50’ye kadar
degistigi raporlanmistir. Tiimorlerin biyolojik karakteristiklerine iliskin olarak, TOP2A
degisikliginin niikleer diizeydeki, cok sik HER-2 artis1 olan ve inflamatuvar tipteki timorlerde
daha agresif oldugu arastiricilar tarafindan tespit edilmistir. Biyolojik agresifik karakterine
ragmen TOP2A artis1 gorillen meme kanseri hastalarimin antrasiklin temelli kemoterapiye
daha iyi cevap verdigi rapor edilmistir. Arastiricilar bu bilginin antrasiklin kullaniminin
yararlart agisindan TOP2A geninin degerlendirilmesinin klinik gerekliligini pekistirdigini
diistinmiislerdir. TOP2A geninin intratiimoral heterojenitesinin sinyalleri, meme kanserli
orneklerin % 14’linden fazlasinda goézlenmistir ve bu durumun TOP2A gen artisinin sikligina
iligkin literatiirlerdeki fikir ayriliklarina ek bir agiklama getirdigini diisiinmektedirler (192).

Uclii negatif meme kanserindeki hormon ve hedefleme gibi tedavi ydntemleri
acisindan meydana gelen ilerlemelere ragmen kemoterapotik ajanlar, bu kanser tiiriiniin
tedavisinde hala daha fazla oncelige sahiptir. TOP 2’nin bir alt tiirii olan TOP2A, kanser
hiicrelerinin ¢ogalim gdstermesinin bir gostergesidir. TOP2A, DOX ve etopozit gibi TOP un
aktivitesini azaltan bilesiklere karsi yiiksek duyarliliktadir. Bu durum da TOP’un inhibe
edilebilmesi i¢in uyar1 yapan TOP2A’y1 etkileyen yeni tedavilerin kesfedilebilmesi agisindan
yararli bulunmaktadir (193).

Bazi caligmalarda, meme tiimorii varliginda TOP2A gen ekspresyonunun, tiimoriin
biyolojik karakterine veya tiimoriin ilerleme hizina goére artis ya da azalis gosterdigi ifade
edilmekte, bagka bir calismada ise kanser cogalma gostergesi olarak kabul edilmektedir
(180,192,193). Literatiirlerde TOP2A geninin timor varligindaki ekspresyon diizeyleri ile
ilgili sabit bir veri rapor edilebilmis degildir. Bilindigi lizere oksidatif stres apoptotik hiicre

6liimii esnasinda ortaya ¢ikmaktadir. Hidrojen peroksit (H202) ve diger reaktif oksijen tiirleri
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oksidatif stresi tetiklemektedir. 1999 yilinda Li ve ark. tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin
TOP 2 aracili DNA hasarimi etkinlestirip etkinlestiremedigini aragtirmak amaciyla U937
myeloid 16semi hiicrelerindeki DNA eksizyonundaki H2O2’nin etkisini in vitro incelemek i¢in
bir ¢calisma gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda H2O>’nin, TOP2 aracili kromozomal
DNA halkalarinin eksizyonunu aktive ettigi ve bu aktivasyon sonucunda erken evre apoptotik
hiicre 6liimiiniin ortaya ¢ikabilecegi sonucuna varmiglardir (192). Calismamizda qRT-PCR
sonuglar1 dikkate alindiginda TOP2A ekspresyon diizeyleri MT, DT, DLT, DLPT gruplarina
ait veriler sirasiyla 0.90, 1.52, 3.61, 2.31 seklindedir (p<0.01). TOP2A ise DLT grubuna
dogru artis, DLPT grubunda azalis gostermistir. DLPT grubunun TOP2A ekspresyon diizeyi
DT grubuna kiyasla daha fazla bulunmustur. TOP2A ile yapilan immiinohistokimyasal
analizde MT ve DT gruplarinda benzer yogunlukta reaktivite gozlendi, en yliksek aktivitenin
DLT grubunda oldugu belirlendi. Bu sonuglara gore immiinohistokimyasal analizlerin gen
ekspresyon diizeyleri ile paralellik gosterdigi goriildii. TOP2’nin hiicre ¢ogalmasi disinda
hiicre oliimiinde de rol oynadigi bilinmektedir. Oksidatif stres varliginda H2O,, TOP2
araciligiyla olusturulan DNA bozulmasimi aktive etmekte ve bu durum hiicrenin apoptoza
gitmesine sebep olmaktadir (194). Bizim ¢alismamizdaki immiinohistokimyasal bulgular ve
TOP2A gen ekspresyonundaki artig, tiimor hiicresinin uygulama yapilan gruplarinda oksidatif
stresin artmast DNA yapisinda hasarin meydana geldigini ve topoizomeraz ekspresyonunun,
timor hiicrelerinde meydana gelen bu hasar1 gidermek iizere indiiklendigini gostermektedir.
DLP grubunda ve DLPT grubundaki TOP2A ekspresyon diizeyinin DT grubundan anlamli
bigimde yiiksek olmasi (p<0.01), bu gruplardaki DOX birikiminin ve etkisinin daha yiiksek
oldugunun gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda Vimentin ve TOP2A ekspresyon diizeyleri 151k mikroskobik
bulgularimiz ile paralellik gostermekte olup, ekspresyonu yapilan genlerin hiicredeki
lokalizasyonlari ortaya konmustur.

Artmis oksidatif stresin etkilerini telafi etmek amaciyla kanser hiicreleri mononiiklear
fagositik sistem etkilerini Onleyebilme potansiyeline sahip redox adaptif mekanizmalari
baglatabilme yetenegi kazanir. Meme kanseri hiicrelerindeki, oksidatif stres genlerinin
ekspresyon seviyelerindeki artis antioksidan aktivite belirtecidir. Bunlardan en ¢ok karsimiza
cikan glutatyon sistemidir. Son yapilan calismalarda, kemoterapi tedavisi alan hastalarda,
GSH ekspresyonunun metastazla iligkili oldugu saptanmistir. Perry ve ark. meme kanseri
hiicrelerinde normal hiicrelere oranla iki misli fazla, ayn1 zamanda lenf dokularindan alinan

orneklerde de dort misli fazla GSH seviyesi saptamiglardir (195).
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Ramirez-Exposito ve ark.’mm  yapmis oldugu c¢alismada postmenopozal ve
premenopozal donemlerdeki saglikli ve meme kanserli neoadjuvan tedavi yapilmis ve
yapilmamis kadin hastalarin serumlarindaki SOD, CAT, GSH seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Bu
Olctimler sonucunda; kanserli ve neoadjuvan tedavi almamis meme kanserli hastalarda saglikl
kadinlara oranla SOD seviyesi diisilk oldugu gozlenmistir. Meme kanserli neoadjuvan
tedavisi almig hastalarin SOD seviyesi saglikli kadinlara oranla daha diisiik 6l¢iilmiistiir.
Arastirmacilar premenopozal ve postmenopozal donemlerde SOD seviyelerinde belirgin bir
fark bulamamigslardir. CAT seviyelerinde de post ve premenopozal donemdeki kadinlar
arasinda belirgin bir farklilik gozlememislerdir. Neoadjuvan tedavi alan meme kanserli
hastalardaki CAT seviyeleri, saglikli hastalardakinden daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
Postmenopozal meme kanserli hastalarin, neoadjuvan tedavi aldiktan sonra saglikli kadin ve
neoadjuvan tedavisi almayan meme kanserli hastalara oranla CAT seviyelerinde belirgin bir
diistis gozlemislerdir. Postmenopozal donemdeki saglikli kadinlarda premenopozal
donemdeki saglikli kadinlara oranla daha diisik GSH seviyeleri tespit etmislerdir. Meme
kanserli pre ve postmenopozal donemdeki neoadjuvan tedavi almayan hastalarda GSH
oranlarinin saglikli kadinlara kiyasla daha diisiik 6l¢miislerdir. Meme kanserli ve neoadjuvan
tedavi alan hastalarda GSH seviyelerinin saglikli kadinlara oranla daha diisiik oldugunu
gozlemislerdir (196).

Tulubas ve ark. in vivo olarak yaptiklari ¢alismada DOX’ un bdbrek iizerine toksik
etkisi arastirilmistir. Siganlara, doksorubisini 30 mg/kg tek doz ip verilmis ve kontrol grubu
ile karsilastirdiklarinda bobrek dokularinda GSH, SOD diizeylerinde azalma tespit etmislerdir.
Doksorubisin ve omega-3 yag asitleri verilen grupta ise sadece doksorubisin verilen grupla
karsilastirildiginda serum, bobrek ve karaciger dokularinda GSH, SOD diizeylerinde ise
anlaml1 bir artig tespit etmisler (197).

Kalaiselvi ve ark.’in bobrek dokusu ile yaptiklart benzer bir ¢aligmada, 10 mg/kg i.v
doksorubisin uygulamasi sonrasinda enzimatik antioksidan seviyelerinde (SOD, CAT, GSH
Px, GSH rediiktaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve GSH-S-transferaz) onemli derecede
diislis saptanmistir (198).

Koul ve ark. DOX ve likopenin etkilerini bobrek dokularinda incelemislerdir.
Doksorubisin uygulamasi yapilan bébrek dokularinda, GSH, GSH Px, GSH rediiktaz ve CAT
aktivitelerinde 6nemli bir azalma oldugunu saptamiglar. Ancak DT grubuyla kiyaslandiginda
likopen verilen grupta GSH, CAT, GSH-Px ve GSH rediiktaz diizeylerinde belirgin artis
izlemiglerdir (199).
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Harisa ve ark.’in sicanlarda yaptiklar1 in vivo ¢aligsmada, sisplatin verilen si¢anlarin,
kontrol grubuna goére renal hasar ve oksidatif stres belirteclerinden NO, MDA, SOD
diizeylerinde artis saptamislardir (200).

Mantawy ve ark.’in erkek sicanlar’da yapmis olduklari ¢alismada; DOX’un, lipid
peroksidasyonunda, GSH tiikenmesinde ve antioksidan enzim aktivitelerinde belirgin bir
diisiisiin gozlendigi (SOD ve CAT) ve oksidatif stres profilinde ise bir artisa neden oldugu
bulunmustur (201). Bizim ¢alisma bulgularimiz, MT, DT, DLT, DLPT i¢in SOD ekspresyon
diizeyleri, CAT ekspresyon diizeyleri ve GSH ekspresyon diizeyleri sirasiyla Tablo 11°de
verilmistir (p<0.01). Bu verilere gore yapmis oldugumuz ¢alismanin oksidatif stres
parametrelerinde MT grubuna gore DT<DLT<DLPT seklinde anlamli bir artig gbzlenmistir
(p<0.01). Bizim galisma sonuglarimiz bu anlamda Mantawy ve ark.’in ¢alismasiyla paralellik
gostermektedir.

Cai ve ark. 2017 yilinda, glisiretinik asit ile in vitro olarak MDA-MB-231 meme
kanseri hiicrelerinde yaptiklart ¢alismada, bu maddenin mitokondrial hasar ve oksidatif stres
ile meydana gelen apoptozu indiikledigini gézlemisler ve reaktif oksijen tiirlerinin oksidatif
strese sebep oldugunu rapor etmislerdir. Bunun sonucu GSH’ 1n reaktif oksijen tiirlerini yok
ederek ve antikanser ilaglarin sitokoksisitesine karsi koyarak etkisini gosterdigi seklinde
yorumlamiglardir. GSH’in glisiretinik asit sebebi ile azalmasi reaktif oksijen tiirlerini
arttirdigini, bu durumun da hiicreyi apoptoza gotiirdiigiinii ifade etmislerdir (193).

Kumral A. ve ark.’in 2015 yilinda siganlarla yaptig1 bir ¢alismada, DOX tedavisi
esnasinda, organlarda artmis reaktif oksijen ozellikleri, enflamatuvar reaksiyonlar, apoptotik
ve nekrotik degisimler goriilmiistiir, kalp, karaciger ve bdobreklerde GSH miktarlarinin
diismiis oldugu gozlenmektedir. Bu sonuglarin yiiklenen DOX dozuna, maruz kalma
zamanina ve organlarin oksidatif hasara duyarliligina da bagli oldugunu diisiinmiislerdir (54).

Calismamiz dogrultusunda yapilmis olan literatiir taramalarinda da Lipoze DOX,
orneklerdeki hiicresel gecirgenligin artmasim1  saglamis, DOX’un hiicreye girisini
kolaylastirmis, lipozom igerisinden siirekli DOX salinimi saglayarak antitiimoral aktivite
artisina  sebep olugu, bu sayede tiimoriin aktivitesinin azaldigi, hiicrenin gelisiminin
yavasladigi bildirilmistir. Bu sonuglar diisiikk dozlarda ortaya g¢ikmistir (185). Pegilasyon
yapildiktan sonra da kardiyotoksik etkilerin azaldigi ve hedefleme, antitiimdral aktivite gibi
etkilerinde belirgin bir bi¢cimde artis oldugu belirtilmektedir. Pegilasyon sayesinde lipozomun
sirkiilasyonda kalis yeteneginin arttign tiimor dokusunda birikiminin arttigit ve timor
dokularinda kii¢iilme oldugu ifade edilmistir (186,188).
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Calismamizda fare sol bacaginda olusturulan meme timoér modeline uygulamis
oldugumuz farkli formiilasyonlarda hazirladigimiz DOX ile elde ettigimiz sonuclar daha dnce
bu konuda yapilmis olan ¢aligmalardan elde edilen sonuglarla paralellik gostermektedir. Gen
ifadesi bulgularinda da belirtmis oldugumuz gibi, MT grubunda daha yiiksel olan SOD
ekspresyon diizeyi DT grubunda anlamli bir sekilde azalmistir. DLT ve DLPT grubunda ise
anlamli bir artis gézlenmistir (p<0.01). Bulgularda gordiigiimiiz iizere lipozom ve PEG’siz
DOX uygulamasina kiyasla DLT ve DLPT formlar ile tedavi sonuglar1 anlamli bir farklilik
ortaya koymaktadir. Uygulamis oldugumuz ila¢ formlarindan DLT ve DLPT formlarinda, DT
grubuna kiyasla CAT, GSH ve SOD diizeylerinde artis oldugunu gostermektedir. Bu durum,
meme tiimor dokusunda oksidatif stres artiginin oldugunu gostermektedir. MT grubu ile DLP
ve DLPT gruplar karsilastirildiginda antioksidan enzimler ve GSH ekspresyon seviyelerinde
gbzlemlenen artiglarin 151k mikroskobik bulgular ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Tiimdor
dokusundaki ilag¢ birikiminin bu gruplarda daha fazla ve uzun siireli olmus olabilecegi ve bu
durumun da timor dokusunda nekrotik hiicre Olimii ile sonuglanmis oldugu seklinde
yorumlanmistir. MDA diizeylerine bakildiginda Kontrol<MT<DT seklinde anlamli bir artis
olmustur (p<0.05). DLT grubu Kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir artma (p<0.05),
DT grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir azalma s6z konusudur (p<0.05). DLPT grubu
kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir artma (p<0.05), MT ve DT grubuyla
kiyaslandiginda anlamli bir azalma s6z konusudur (p<0.05). Bu verilere gore tiimor varliginda
artmis olan lipit peroksidasyonu DOX verildiginde daha da arttig1 anlamini tagimaktadir. DLP
ve DLPT gruplarindaki plazma MDA diizeylerinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli
bir artis (p<0.05) s6z konusu olmakla birlikte MDA diizeyleri incelendiginde tiimor
olusumuna baglh olarak plazma MDA diizeylerinin tiim gruplarda kontrole gore artis
gosterdigi ve bu sonucun tiimoriin sistemik olarak lipit peroksidasyonunu tetikledigi seklinde
degerlendirilmistir. Bununla birlikte, DT grubunda en yiiksek plazma MDA diizeyinin
Olciilmiis olmasi, DOX’a bagli toksisiteyi ortaya koyma bakimindan 6nemlidir.

Yapmis oldugumuz ¢alismanin DLT ve DLPT gruplarindaki plazma MDA diizeyleri
DT grubundan istatistiksel olarak anlamli bigimde diisiikk bulunmus (p<0.05) ve bu sonug
lipozilasyonun ve pegilasyonun lipit peroksidasyon agisindan olumlu etkisi olarak
degerlendirilmistir.

Elde edilen bu sonugclar, lipoze edilmis ve pegilasyonu yapilmis DOX’un sistemik

etkiler bakimindan olumlu etkilerinin, ayn1 zamanda da tiimdr hiicreleri lizerinde olumsuz
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etkilerinin oldugu sonucunun, hem tedavi etkinligi agisindan hem de yan etkilerin azalmasi
acisindan ortaya koydugu icin 6nem arz etmektedir.

Calismamiz sistemik etkilerin antioksidan kapasitenin ve metaztazin degerlendirilmesi
konusunda veriler sunma agisindan ayrica 6nem tasimaktadir. Calismamizda elde etmis
oldugumuz sonuglar, literatiirde kayithh bu konuyla ilgili yapilmis calisma sonuglariyla
paralellik gostermektedir. Yapilmis olan biitiin ¢alismalarda DOX ve diger antrasiklin
tiirevlerinin lipozom ve PEG ile kaplanmasi, tiimor dokusuna olan segici tedavinin
gerceklesmesini saglamistir. Bizim ¢alismamiz da bu sonucu desteklemektedir.

Tim bulgular birlikte degerlendirildiginde, DOX’un lipoze ve pegile-lipoze
formlarinin epitelial mezenkimal gecisi onlemede etkili oldugu, tiimor hiicrelerinde DNA
hasarini arttirdigi, nekrotik hiicre Sliimiine sebebiyet verdigi, antioksidan kapasite iizerinde
etkili oldugu ve sistemik olarak lipit peroksidasyonda azalmaya neden oldugu goriilmektedir.
Bu anlamda, c¢alismamizdan elde edilen verilerin, DOX’un toksik etkilerinden, karaciger,
bobrek ve kalp gibi hayati organlart koruyup korumayacaginin tespit edilmesine katki
saglayacagi aciktir. Bu veriler dikkate alindiginda, hazirlamis oldugumuz farkli
formiilasyonlardaki DOX molekiiliiniin tiimor bolgesine segici bir sekilde gonderildigi
sonucuna varmig bulunuyoruz. Bizim ¢alismamizin ileriki donemlerde yapilacak ¢alismalara

faydali olacagi ve 151k tutacagi konusunda biiyiik bir 6neme sahiptir.
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SONUCLAR

1. Isik mikroskobik inceleme sonucunda tiim deney gruplarinda Ehrlich asit tiimor

modelinin olustugu belirlendi.

2. Hematoksilen-Eosin boyama bulgular1 degerlendirildiginde, MT ve DT gruplarinda
yiiksek yogunlukta gézlemlenen meme tiimor hiicrelerinin, DLT ve DLPT gruplarinda daha
az yogunlukta olduklar1 goriildii. Bu gruplarda gézlemlenen anjiogenesis imflamasyonun bir
gostergesi, nekrotik alanlar ise tiimor hiicrelerinin 6limiiniin nekroz araciligi gerseklestigi
seklinde yorumlandi. Nekrotik alanlarin bu gruplarda daha yogun goriilmesi, DOX’un lipoze
ve pegile-lipoze formlarinin daha etkili olabileceginin gostergesi olarak kabul edildi. Pasif
hedefleme sonucu DOX’un tiimor dokusu iizerindeki etkinliginin daha fazla oldugu sonucuna
varildi.

3.Immiinohistokimyasal inceleme sonucunda elde edilen bulgular degerlendirildiginde
en yiiksek vimentin immiinreaktivitesi MT grubunda gozlendi. Vimentin immiinreaktivitesi
skorlandiginda, yliksek aktiviteden diisiige dogru siralama, MT>DT>DLT>DLPT olacak
sekilde belirlendi. Bu sonu¢ DOX’un lipoze ve pegile-lipoze formlarinin, epitelial
mezenkimal gegisi yavaslattigi seklinde yorumlandi. Vimentin ekspresyon sonuglarinin
immiinohistokimyasal sonuglar ile uyumlu oldugu Vimentin ekspresyon diizeyinin ayni
dogrultuda azalig gosterdigi belirlendi (p<0.01).

4. En yiikksek TOP2A immiinreaktivitesinin DLT grubunda oldugu tespit edildi.
TOP2A immiinreaktivitesi skorlandiginda sonucun DLT>DLPT>DT>MT seklinde oldugu
belirlendi. TOP2A ekspresyon sonuglarinin bu bulgular ile paralellik gosterdigi gorildii
(p<0.01). Bu sonuglar, DOX’un lipoze ve pegile-lipoze formlarinin dokudaki birikimin daha
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fazla oldugu ve sebeple timor hiicrelerinde daha fazla DNA hasarina yol actigi seklinde
degerlendirildi.

5. MT grubu ile karsilastirildiginda DT grubunda SOD ekspresyon diizeyin azaldigi
(p<0.01), DLT ve DLPT gruplarinda ise ekspresyon diizeyinin arttig1 tespit edildi (p<0.01).

MT grubu ile karsilastirildiginda CAT ekspresyon diizeyinin DT, DLT ve DLPT
gruplarinda arttig1 (p<0.01) ancak DLT ve DLPT arasinda bir farkin bulunmadig belirlendi.

MT grubuna kiyasla DT, DLT ve DLPT gruplarinda GSH ekspresyonunun arttigi
gorildii (p<0.01). En yliksek ekspresyon diizeyi DLPT grubunda belirlendi.

Antioksidan enzimler ve GSH ekspresyon diizeylerindeki bulgular, DOX’un lipoze ve
pegile-lipoze formlarmin, dokuda antioksidan kapasiteyi arttirici etki gosterdiklerini ve
antitimor aktivite lizerine daha etkili olduklarini kanitladi.

6. MT, DT, DLT, DLPT gruplarinda, kontrol grubu ile kiyaslandiginda, plazma MDA
diizeyinin arttig1 belirlendi (p<0.05). En yiiksek plazma MDA diizeyi DT grubunda belirlendi
ve bu sonug, DOX’un sistemik olarak lipit peroksidasyon iizerinde ki olumsuz etkisi olarak
yorumlandi.

DLT, DLPT gruplar1 plazma MDA diizeyleri, DT grubu plazma MDA diizeyi ile
karsilastirildiginda azalmis (p<0.05) olarak tespit edildi ve bu durum DOX’un lipoze ve
pegile-lipoze formlarmin sistem tizerindeki koruyucu etkisi ile iligskilendirildi.

DLT ve DLPT gruplar arasinda plazma MDA diizeyleri agisindan bir fark goriilmedi
(p>0.05).

Antioksidan enzim ve topoizomeraz ekspresyonlarinda MT<DT<LIP<PEG yoniinde
anlamli bir artis, vimentin ekspresyonunda anlamli bir azalis gozlenmistir (p<<0.01). MDA
degerlerinde Kontrol<MT<DT gruplarina dogru anlamli bir artis belirlenmistir (p<0.05).
DLT, kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde artmis (p<0.05), DT ye kiyasla azalmistir
(p<0.05). DLPT grubunun degeri kontrol grubuna kiyasla anlaml1 bir sekilde artmis, MT ve
DT’ye kiyasla azalmistir (p<<0.05).
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OZET

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve giiniimiizde kanser 6lim
nedenlerinin basinda gelmektedir. Mevcut tedavi yontemi olarak kullanilan doksorubisin,
solid ve likit tiimorlerde siklikla kullanilan antrasiklin grubuna ait bir kemoterapotik ajandir.
Ancak bu tedavi yonteminin sebep oldugu yan etkiler nedeniyle yeni tedavi yontemleri
arastirilmaktadir. Nanomateryaller, nano boyutta olmalari, hiicre igerisine kolayca
girebilmeleri, mononiiklear fagositik sistem tarafindan fark edilmemeleri nedeniyle bu alanda
umut vaat edici alternatifler olarak goriilmektedirler.

Bu ¢alisma kapsaminda, kontrol, Meme-Tiimér, Doksorubisin-Tiimér, Doksorubisin-
Lipozom-Tiimor ve Doksorubisin-Lipozom-PEG-Tiimoér grubu (n=8) olmak {izere, kontrol
grubu disindaki tiim gruplara 200 pL Ehrlich asit timor hiicresi subkutan olarak sol bacaga
enjekte edilerek solid meme tiimoér modeli olusturuldu. Doksorubisin’in, serbest, lipoze ve
lipoze-pegile edilmis farkli formiilasyonlarmin, meme tiimér modelinde vimentin,
topoizomeraz ve antioksidan enzim ekspresyonlar1 iizerine etkilerinin arastirildi. Calisma
kapsaminda deney gruplarina ip. olarak 1, 3, 5, 7, 9. Giinlerde farkli formiilasyonlardaki
doksorubisin uygulandi (0.18 mg/mL). 10. giiniin sonunda gruplar anestezi altinda sakrifiye
edildi. Timor dokulari 151k mikroskobu ¢alismalar1 ve gen ekspresyon ¢alismalart i¢in alindi.
Stiperoksit dismutaz, Katalaz, Glutatyon, Vimentin ve Topoizomeraz 2A ekspresyon
diizeyleri gRT-PCR metodu ile saptandi. Vimentin, Topoizomeraz 2A immiinreaktiviteleri
belirlendi ve plazma MDA diizeyleri 6l¢iildii.

Doksorubisin’in lipoze ve pegile lipoze formiilasyonlarinin, tiimér dokusunda
antioksidan kapasite tlizerine etki ettigi belirlendi. Doksorubisin-Timoér grubu ile

kiyaslandiginda Siiperoksit dismutaz, Katalaz ve Glutatyon ekspresyon diizeylerinin arttig1
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goriildi (p<0.01). Vimentin ekspresyon seviyesinin azaldigi, Topoizomeraz 2A ekspresyon
seviyesinin ise artarak nekrotik hiicre Oliimiine sebep oldugu belirlendi (p<0.01). Bu
gruplarda plazma MDA diizeyleri, hem meme tiimor grubundan hem de Doksorubisin-Timor

grubundan daha diisiik olarak tespit edildi (p<0.05).

Anahtar kelimeler: Doksorubisin, meme kanseri, vimentin, topoizomeraz,

antioksidan kapasite
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EXAMINATION OF EFFECTS OF DIFFERENT FORMS
OF DOXORUBICIN ON VIMENTIN, TOPOISOMERASE AND
ANTIOXIDANT ENZYME EXPRESSIONS IN EXPERIMENTAL
BREAST TUMOR MODEL

SUMMARY

Breast cancer is the most common type of cancer in women and is now one of the
leading causes of death from cancer. Doxorubicin, which is used as the current treatment
method, is a chemotherapeutic agent belonging to the anthracycline group which is frequently
used in solid and liquid tumors. However, new treatment methods are investigated because of
the side effects caused by this treatment method. Nanomaterials are considered to be
promising alternatives in this field because they are nano-sized, can easily penetrate into the
cell, and are not recognized by the mononuclear phagocytic system.

In this study, 200 pL of Ehrlich acid tumor cells were injected to left leg
subcutaneously to all groups except control, including Breast-Tumor, Doxorubicin-Tumor,
Doxorubicin-Liposome-Tumor and Doxorubicin-Liposome-PEG-Tumor group (n = 8) in
order to create a solid breast tumor model. The effects of different formulations of
doxorubicin on free, lipose and lipose-pegylated vimentin, topoisomerase and antioxidant
enzyme expression in breast tumor model were investigated. Under the scope of the study
doxorubicin in different formulations was treated (0.18 mg / mL) with single ip. Injection on

day 1, 3, 5, 7, 9. At the end of the 10th day, the groups were sacrificed under anesthesia.
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Tumor tissues were taken for light microscopy studies and gene expression studies.
Superoxide dismutase, Catalase, Glutathione, Vimentin and Topoisomerase 2A expression
levels were determined by gRT-PCR method. Vimentin, Topoisomerase 2A
immunoreactivities were determined and plasma MDA levels were measured.

Liposomal and pegylated liposome formulations of doxorubicin were found to affect
antioxidant capacity in tumor tissue. Superoxide dismutase, catalase and glutathione
expression levels were observed to increase compared to doxorubicin-tumor group (p <0.01).
It was determined that Vimentin expression level decreased and topoisomerase 2A expression
level increased to cause necrotic cell death (p <0.01). Plasma MDA levels in these groups
were determined to be lower than both breast tumor group and Doxorubicin-Tumor group (p
<0.05).

Key words: Doxorubicin, breast cancer, vimentin, topoisomerase, antioxidant

capacity
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