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OZET

DOKSORUBISIN YUKLU NANOPARTIKULLERIN BiYODAGILIM VE
FARMAKOKINETIK CALISMALARI

ERYAKICI, Bilge

Yiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Senay SANLIER
Ekim 2022, 69 sayfa

Kanser, giinlimiizde ¢ok sik goriilen ve tedavi siireci zor olan bir rahatsizlik oldugu igin;
oliim orani1 ¢ok yiiksek olan dnemli saglik sorunlarindan birisidir. Karaciger kanseri ise diinya
istatiklerine gore kadinlarda en sik goriilen dokuzuncu kanser iken erkeklerde ise en sik
goriilen besinci kanserdir ve sag kalim orani %9 ‘un altinda olan bir kanser tiiriidiir. Karaciger
kanseri tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, trasnkatater terapi ve organ nakli
uygulanabilmektedir. Doksorubisin (Dox), Antrasiklin tiirevi olan antibiyotik tiiriidiir.
Genellikle Doksorubisin, yiiksek dozlarda kullaniminda saglikli hiicreler ile kemoterapotik
ajan hiicrelerini ayiramadigindan dolay1 yan etkilere neden olmaktadir. Bunun 6nlenmesi
adina nanopartikiiler ilag tasima sistemleri diisiik miktarda ila¢ kullanimina olanak saglayarak,
yan etkilerinin azalmasini saglamaktadir. Manyetik hedefleme i¢in, 6nce viicuda ve daha
sonra harici miknatislarin etkisi altinda eklenen manyetik nanopartikiillerin, hedeflenen
bolgeye  yoOnlendirilmesi  miimkiindiir.  Karaciger kanseri hiicrelerinde  bulunan

asiyaloglikoprotein reseptorii (ASGPR) en ¢ok kullanilan hedeflerdendir.

Bu tez kapsaminda, manyetik alan ve asiyaloglikoprotein reseptdrii hedefli olarak
karaciger kanserinde etkili tedavi saglamak amaciyla nanopartikiillere yiiklenen doksorubisin
ilacinin biyodagilim ve farmakokinetik calismalarinin gerceklestirilmesi amaglanmistir. Bu
kapsamda CD1 fareler kullanilmistir. Doksorubisin yiiklii manyetik nanopartikiil
formiilasyonunun biyodagiliminin belirlenebilmesi i¢in doksorubisinin uygulama dozlar
dikkate alinarak nanopartikiiller farelere intravendz (i. v) yoldan verilmistir. Farmakokinetik
analizler i¢in ise yine farelere i. v yoldan nanopartikiller verilmistir.Nanopartikiil
uygulamasini takiben karaciger bolgesine miknatis tutulmustur. Farelerden belirli siirelerde

kan, idrar ve feges Ornekleri alinmis ve HPLC analizleri gergeklestirilmistir.
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Anahtar sozciikler: Karaciger kanseri, Manyetik nanopartikiil, doksorubisin, timor
hedefleme, ilag tasiyici sistem
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ABSTRACT

BIODISTRIBUTION AND PHARMACOKINETIC STUDIES OF
DOXORUBICIN LOADED NANOPARTICLES

ERYAKICI, Bilge

MSc in Department of Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Senay SANLIER
October 2022, 69 pages

Since cancer is a disease that is very common today and the treatment process is
difficult; It is one of the important health problems with a very high mortality rate. Liver
cancer is the ninth most common cancer in women according to world statistics, while it is the
fifth most common cancer in men, with a survival rate of less than 9%. Chemotherapy,
radiotherapy, transcatheter therapy and organ transplantation can be applied in the treatment
of liver cancer. Doxorubicin (Dox) is a type of antibiotic that is an anthracycline derivative.
Generally, Doxorubicin causes side effects when used in high doses because it cannot
separate healthy cells from chemotherapeutic agent cells. In order to prevent this,
nanoparticulate drug delivery systems allow the use of low amounts of drugs and reduce their
side effects. For magnetic targeting, it is possible to direct magnetic nanoparticles to the
targeted area, first added to the body and then under the influence of external magnets.
Acyaloglycoprotein receptor (ASGPR) found in liver cancer cells is one of the most used

targets.

In this thesis, it is aimed to perform the biodistribution and pharmacokinetic studies of
doxorubicin loaded into nanoparticles in order to provide effective treatment in liver cancer
by targeting magnetic field and acyaglycoprotein receptor. In this context, CD1 mice were
used. In order to determine the biodistribution of the doxorubicin-loaded magnetic
nanoparticle formulation, the nanoparticles were administered to the mice intravenously (i. v)
considering the application doses of doxorubicin. For pharmacokinetic analysis, mice were
given i. Nanoparticles were given via the v route. Following the nanoparticle application, a
magnet was attached to the liver region. Blood, urine and faeces samples were taken from

mice at certain times and HPLC analyzes were performed.



X

Keywords: Liver cancer, magnetic nanoparticle, doxorubicin, tumor targeting, drug delivery
system
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ONSOZ

Karaciger kanseri gilinlimiiz kosullarinda 6lim oraninin yiiksek olmasi nedeniyle
Onemini koruyan bir hastaliktir. Yapilan bu tez ¢alismasinin biyodagilim ve farmakokinetik
analiz sonuglarina gore karaciger kanseri hastaligina tedavi potansiyeli olabilecegi
diistinilmektedir. Dolayisiyla bu tez c¢alismasinin bilim diinyasina katki saglayacagini

diistinmekteyim.
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1 GIRIS

Kanser hastaligi ge¢mis yillarda oldugu gibi giiniimiizde de varligimi siirdiirmekte ve
modern toplum yasaminda da insan sagligii tehdit etmeye devam etmektedir. Bu nedenle
tarihin her doneminde tip alaninda yapilan ¢alismalarda kanser hastaligina odaklanildigi, diger
bir ifadeyle kanser hastaliginin bilim diinyasinin her zaman dikkatini ¢ektigi goriilmektedir
(Atici, 2007). Diinyanin bir¢ok tilkesinde en fazla goriilen kanser tiirlerinin basinda karaciger
kanseri gelmektedir. Karaciger kanserinin en fazla goriildiigii bolgelerin basinda Asya ve
Afrika tlkelerinin gelmektedir. Bu bolgelerde karaciger kanserinin yiiksek goriilmesinin
temel nedenlerinin basinda aflatoksine maruz kalma ve hepatit enfeksiyonunun yaygin olmasi
diistiniilmektedir (Jee, Ohrr, Woong Sull, & Samet, 2004). Karaciger kanseri tiirlerinin
baginda Hepatoselliiler Hiicresel Karsinoma (HCC) ’nin geldigi bilinmektedir. HCC diinya
genelinde yaygin goriilmekte ve oliime neden olan kanser tiirleri arasinda ilk siralarda yer
almaktadir. Kanser siklig itibariyle besinci sirada, kanserden oliim sebepleri arasinda tigiincii
sirada gelmektedir. Cok erken teshis ve tedavi edilemedigi takdirde prognozu son derecede
kotiidiir. HCC prognozu ile iliskili parametreleri arastiran ¢ok sayida ¢alismalar vardir. Timor
sayisi, ¢api, alfa fetoprotein diizeyi, karaciger rezervi gibi parametreler HCC prognozu ile
yakin iliski gostermektedir. Bu ve benzeri parametrelere bakarak hastaligin tedavi planina da
karar verilmektedir. Diinyanin farkli iilkelerinde ve bolgelerinde HCC etyolojisi ve zeminde
yatan hastalik bakimindan biiyiik farkliliklar vardir. Ornegin Uzak Doguda en sik sebep
hepatit B iken, Bati iilkelerinde alkol 6n planda yer almaktadir. Biitiin diinyada yagl karaciger
hastaliginin rolii de giderek artmakta, hatta buna bagl olarak HCC insidans1 da giderek
yiikselmektedir. Bat1 iilkelerinde HCC ‘nin %90°’dan fazlas1 siroz zemininde gelisirken,
Dogu’da siroz dis1 hasta oran1 daha yiiksek goriinmektedir (Aslanov, 2017). Vakalarin biiyiik
bir boliimii ge¢ donemde teshis edilmektedir. Bu nedenle hastalarin tedavi silirecinin sonunda
hayatta kalma sanslar1 diisiik diizeydedir. Ortalama sagkalimim 6 ay ile 20 ay arasinda

degistigi goriilmektedir (Ulusoylar, 2015).

Karaciger kanseri tedavi siirecinde Doksorubisin ilact siklikla kullanilmaktadir.
Doksorubisin, Antrasiklin tiirevi olan antibiyotik tiriidir (Wu et al., 2018). Genellikle
Doksorubisin, yiiksek dozlarda kullannominda saglikli hiicreler ile kemoterapotik ajan
hiicrelerini ayiramadigindan dolay1 yan etkilere neden olmaktadir. Myelosupresyon (Kemik
iligi supresyonu), noropati, el-ayak sendromu, bulanti, kusma, sa¢ dokiilmesi gibi birgok yan

etkisi oldugu bilinmektedir. Bunun 6nlenmesi adina nanopartikiiler ila¢ tasima sistemleri
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diisiik miktarda ilag kullanimima olanak saglayarak,yan etkilerinin azalmasini saglamaktadir
(Yousef, Alsaab, Sau, & lyer, 2018). Ayrica immiin sistem tarafindan taninmasi, hedefe daha
etkin ulasabilmek adina ylizey modifikasyonlar1 yapabilmesi ve yiikleme kapasitesinin ¢ok
olmas1 gibi fizyolojik bariyerlerden gecebilecek sekilde tasarlanabilmesinden dolayr cok
avantajli oldugu gozlemlenmistir (Ansari, Ahmad, Shadab, & Siddique, 2018; Banerjee, Aher,
Patil, & Khandare, 2012). Nanopartiikiillerin spesifik timor hedeflemesi, daha iyi
farmakokinetik ve farmakodinamik profiller, kontrollii ve siirekli ilag salimi, gelismis bir
Ozgiilliik, artan bir igsellestirme ve hiicre i¢i dagitim ve daha da onemlisi daha diisiik bir
sistemik toksisite saglar. Timdr hedefleme, pasif ve aktif hedeflemeden olusmaktadir
(Danhier, Feron, & Préat, 2010). Manyetik hedefleme i¢in, 6nce viicuda ve daha sonra harici
miknatislarin  etkisi altinda eklenen manyetik nanopartikiillerin, hedeflenen bolgeye
yonlendirilmesi miimkiindiir (Ak, Yilmaz, & Sanlier, 2014). Aktif hedefleme ise hedefe
yonelecek molekiiliin, ilag tasiyici sisteme konjugasyonu yolu ile gergeklesmektedir. Aktif
hedeflemenin avantaji ilaglarin yaratmis oldugu toksititeyi azaltmak,bitirmek ve hedeflenen
bolgeye direk tagimimini saglamaktir (Muthana et al. , 2015). Karaciger kanseri hiicrelerinde
bulunan asiyaloglikoprotein reseptorii (ASGPR) en ¢ok kullanilan hedeflerdendir (D’Souza &
Devarajan, 2015).

Calisma kapsaminda, karaciger kanserine yonelik asiyaloglikoprotein reseptorii hedefli
ve doksorubisin yiiklii manyetik nanopartikiiller proje kapsaminda hazirlanarak biyodagilim

ve farmakokinetik calismalari gerceklestirilmistir.

1.1 Kanser

Kanser sdzciigiiniin kokeni Ingilizce’de “Yengeg” anlamina gelmektedir. Bunun temel
nedenlerinin basinda yengeclerin diismanlarini yakaladiktan sonra uzun ve disli kollar1 ile
sikica kavramalari, kemirerek yavas yavas yemeleri yatmaktadir. Bu nedenle erken teshis
edildikten sonra etkili bir sekilde tedavi edilmeyen kanser insanlari 6liime gotiiren bir hastalik
olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Senel & Cirakoglu, 2003). Kanser hastaligimin son yillarda
birgok toplumda yaygin oldugu goriilmekle beraber, hastaligin oldukg¢a eski bir tarihe sahip
oldugu bilinmektedir. Yiizyillar oOncesinde antik Yunan, Roma ve Dran’daki yazarlar
tarafindan tanmimlanmistir. Kanser sozciigii ilk defa M. O. 460’11 yillarda Hipokrat tarafindan
kullanmistir. Dokularda biiyliyen, sicak, kirmizi ve agrili sisliklere Hipokrat tarafindan

“karkinoma” adi verilmistir. Giiniimiizde de kanserin hem gelismis {ilkeleri hem de
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gelismemis tilkeleri tehdit etmesiyle dnemli bir saglik sorunu oldugu belirtilmektedir (Giines,

2016).

Kanser hastaliginin temelinde tek bir hiicrenin organizma igerisinde kontrolsiiz bir
sekilde biiyiimesi yatmaktadir. S6z konusu hiicreler mevcut kontrol mekanizmalarindan
uzaklagmakta ve siirekli cogalma egiliminde olmaktadir. Kontrolsiiz olarak biiyiiyen hiicreler
faaliyet gosterdikleri dokularda yararli islevlerinden uzaklagmakta ve doku igin zararh
hareketler sergilemeye baslamaktadir. Bu kapsamda kansere neden olan hiicrelerin dokular
icin herhangi bir faydali eylem yapmadiklar1 goriilmektedir. Zaman icerisinde higbir olumlu
fonksiyonu bulunmayan Kkitleler haline gelen bu hiicreler biiyliidikge “Timor” olarak
adlandirilmaktadir. Ancak dokularda meydana gelen her tiimor bir kanser hiicresi olarak
degerlendirilmemektedir. Ornegin; insan viicudunda siklikla goriilen benler, yag
kitleleri/bezeleri, bagirsaklarda goriilen polipler ve kadinlarda rahim icinde goriilen (miyom

kitleleri) kitleler kanser hiicresi degildir (Senel & Cirakoglu, 2003).

Tip alaninda meydana gelen gelismeler ve tan1 koyma imkanlarinin artmasina parallel
olarak gecmis yillarla ile kiyaslandig1 zaman giiniimiizde ¢ok daha fazla sayida hastaya kanser
tanist konulabilmektedir (Cevik & Piringei, 2017). Bu noktada kanser gerek Tiirkiye’de
gerekse de diinya genelinde 6liime neden olan hastaliklar arasinda ilk siralarda yer almaktadir
(Giiltekin, Ozgiil, Olcayto, & Tuncer, 2011). Literatiirde yer alan arastirmalarda da kanser
yayginliginin yiikksek oldugu goriilmektedir (Orazova et al. , 2015). Uluslararas1 Kanser
Arastirmalart Ajansi tarafindan 2020 yilinda hazirlanan rapora gore, 19,3 milyon kisiye
kanser teshisi konuldugu goriilmektedir. Erkeklerde en sik karsilagilan kanser tiirlerinin %5,6
ile mide kanseri, %7,3 ile prostat kanseri, %10 ile kolorektal kanser ve %11,4 ile akciger
kanseri tespit edilmistir. Erkeklerde kansere bagli 6liim oranlart incelendigi zaman akciger
kanserinin Oliime neden olan kanser tiirlerinin basinda geldigi (%18) rapor edilmistir.
Kadinlarda da en sik goriilen kanser tiirlerinin baginda meme kanseri ve akciger kanserinin
geldigi belirtilmistir (Sung et al. , 2021). Amerikan Kanser Toplulugu tarafindan yaymlanan
rapora gore, kadinlara meme kanseri yayginliginin 2012-2016 yillar1 arasinda her yil % 0,3
oraninda arttig1 rapor edilmistir. 1989-2017 yillar1 arasinda 375.000 meme kanseri hastasinin

hayatini kaybettigi belirtilmistir (DeSantis et al. , 2019).

Kansere neden olan bir¢ok unsur bulunmakla beraber, kanserin kesin nedenleri

bilinmemektedir. Insanlarin bazi kanser tiirlerine yakalanmalarina neden olan genetik unsurlar
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ile viriislerin, radyasyona maruz kalmanin ve cesitli kimyasallara temas etmenin kansere
neden olan unsurlar arasinda ilk siralarda yer aldigi goriilmektedir. Bunun yaninda insanlarin
yasam aliskanliklarinin degismesine paralel olarak bagisiklik sistemlerinin zayif hale gelmesi,
beslenme tarzinda goriilen bozulmalar ve ¢esitli ¢cevresel faktorler de bazi kanser tiirlerinin
ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Ayrica yapilan arastirma bulgular1 genlerde meydana
gelen degisiklik ve bozulmalarin da kansere neden oldugunu ortaya koymaktadir (Senel &
Cirakoglu, 2003). Kanserden korunmak icin ise Oncelikli olarak kansere neden olan
faktorlerden uzak bir yasam tarzina sahip olunmasi gerekmektedir (Giiran, 2005). Yapilan
aragtirma bulgularina goére kansere neden olan temel unsurlar asagida ayrintili olarak

aciklanmustir.

Kalitimsal faktorler: Kansere neden olan unsurlar arasinda kalitimsal unsurlar ilk sirada
yer almakta olup, yapilan arastirmalar kanser hastalarinin %20’sinde kalitimsal faktorlere
bagli olarak hastalik goriildiigii belirtilmektedir. Meme kanserinde de hastalarin %5-10"unun
ailesinde meme kanseri 6ykiisii oldugu goriilmektedir. Kansere neden olan genetik unsurlarin
basinda BRCA1 ve BRCA2 genlerinde goriilen bozukluk gelmekte olup, kanser hastalarinin
aile Oykiilerinde de s6z konusu genlerde bozukluk goriildiigii belirtilmektedir (Birkbak et al. ,
2013; Scully & Puget, 2002; Senel & Cirakoglu, 2003; Venkitaraman, 2019). Literatiirde yer
alan arastirma bulgular1 da bu goriisii desteklemektedir. (Hilton et al, 2002) tarafindan yapilan
caligmada kalitimsal yumurtalik kanserine neden olan unsurlarin basinda BRCA1 ve BRCA2
genlerinde ortaya g¢ikan bozukluklarin yattigi rapor edilmistir. (Castro & Eeles, 2012)
tarafindan yapilan arastirmada prostat kanserinde aile dykiisiiniin yaninda BRCA?2 geninin en
onemli risk faktoriinii olusturdugu, gen yapisinda meydana gelen bozukluk nedeniyle
ozellikle 65 yas iistii erkeklerin prostat kanser riski ile karsi karsiya olduklart belirtilmistir.
(Venkitaraman, 2002) tarafindan yapilan ¢alismada da basta gogiis ve yumurtalik kanserleri
olmak iizere bir¢ok kanser tiirinde BRCAI ve BRCA2 genlerinde meydana gelen

bozukluklarin yattig1 vurgulanmistir.

Radyasyon: Insanlarin i¢inde bulunduklar1 ¢evrede karsilastiklar1 radyasyon iki sekilde
kendisini gostermektedir. Bunlar; dogal ve yapay radyasyon olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Dogal radyasyon diinyanin hem atmosfer icinde hem de giines sisteminde yer almasindan
kaynaklanan radyasyon tiirii olarak degerlendirilmektedir. Insan yapimi &zellikle teknolojik
arag, gere¢ ve materyaller tarafindan yayilan radyasyon ise yapay radyasyon olarak karsimiza

cikmaktadir (Dagdag, 2010). Radyasyona maruz kalmanin kansere neden olan Onemli
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faktorler arasinda yer aldigi bilinmektedir (Sadickson et al. ,2009). Ultraviole radyasyona
maruz kalmanin 6zellikle cilt kanseri i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu vurgulanmaktadir
(Diepgen, Fartasch, Drexler, & Schmitt, 2012; Narayanan, Saladi, & Fox, 2010; Savoye et al.
, 2018; Watson, Holman, & Maguire-Eisen, 2016).

Radyasyon, DNA zincirinde kirilmalara neden olmakta, bu durum kromozom
yapilarinin da bozulmasina zemin hazirlamaktadir. Uzun siire radyasyona kalan hiicrelerin
kromozom yapilarinda anormallikler goriilmesi muhtemel bir durumdur. Bazi olgularda
kromozom parcalarinin yer degistirdigi ve birbirinin {izerine bindigi gozlenmektedir. Bunun
bir sonucu olarak hiicreler anormal proteinler olusturmaya baglamakta, hiicrelerin normal
kontrol mekanizmalar1 bozulmaktadir. Radyasyonun hiicre yapilar tizerindeki etkileri uzun
yillar radyasyona maruz kalma ile gergeklesmektedir. Diger bir ifadeyle radyasyona maruz
kalan hiicreler belirli bir zaman diliminden sonra kanserli hiicreye doniismektedir (Senel &
Cirakoglu, 2003; J. song Wang, Wang, & Qian, 2018). Kansere neden olan radyasyonun
ortaya ¢cikmasinda, 6zellikle son yillarda insanlarin radyasyona maruz kalmalarinda teknolojik
gelismelerin 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir (Nguyen & Wu, 2011). Bu kapsamda
giinlik yasamda insanlarin radyasyona maruz kalmalarina neden olan unsurlarin basinda
siklikla kullanilan cep telefonlari ve baz istasyonlari gelmektedir. Cep telefonu ve baz
istasyonlar1 tarafindan yayilan radyasyonun kanser olusumundaki etkilerine iliskin ¢alisma
sonuglar1 tutarsizlik gostermekle beraber, s6z konusu unsurlarin kansere neden olabilecek

faktorler arasinda yer aldigi belirtilmektedir (Kiligkap & Erdis, 2013).

Viriisler: Baz1 viriislerin kansere neden oldugu bilinmektedir. Ornegin; Epstein-Barr
virlisii (EBV), bogaz bolgesini etkileyen kanser tiirlerine (lenfoepitelyoma, burkitt lenfoma)
neden olabilmektedir. Hepatit B viriisii de genellikle sariliga neden olan bir viriis olarak
bilinmekle beraber, karaciger kanserine de neden olan unsurlar arasinda yer almaktadir.
Viriisler organizmaya girdikten sonra hiicrelerdeki genler arasinda yiiriitiilen bilgilerin
bozulmasina ve bazi hiicrelerin anormal olarak cogalmasina neden olmaktadir. Viriisler
genellikle “Onkolen” adi verilen genlere enfekte olduklar1 zaman kansere zemin
hazirlamaktadirlar (Bae&Kim,2000;Huo, Zhang,&Yang,2012;Senel&Cirakoglu,2003;Yasui
et al. ,2001). Yapilan arastirmalar incelendigi zaman diinya genelinde kanser vakalarinin

%10-15’inin viriislere bagl olarak ortaya ¢iktig1 goriillmektedir (Moore&Chang,2010).
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Kimyasal maddeler: Bazi kimyasal maddelerin kansere neden oldugu bilinmekte olup,
uzun yillardir hangi maddelerin kanserojen etkiye neden oldugu aragtirma konusu olmustur.
Baz1 kimyasal maddelerin ilk temastan itibaren kanserojen etki yaptigi bilinmektedir. Bu
maddeler literatiirde ‘“baslatic1” ya da “initiator” olarak tanimlanmaktadir. Kimyasal
maddelerde kansere neden olan ve kanser olusumunu hizlandiran bazi unsurlar
bulunmaktadir. S6z konusu unsurlarin basinda “prompter” adi verilen ve kanser olusumunu
hizlandiran ajanlar yer almaktadir. S6z konusu kimyasallar toplumda yaygin olarak tiiketilen
sigaralarin i¢inde de yer almaktadir. Diinya genelinde her ii¢ 6liimden birinin sorumlusu
olarak gosterilen sigara, akciger kanserine neden olan unsurlar arasinda da ilk sirada yer
almaktadir (Jee, Samet, Ohrr, Kim, & Kim, 2004; Senel & Cirakoglu, 2003). Sigara
kullanimimnin akciger kanserinin yaninda 6zellikle kadinlarda meme kanseri riskini arttirdigini
(Caldwell, Crespo, Kang, & Al-Osaimi, 2004; Gram et al. , 2005), her iki cinste de mesane
kanserine neden oldugunu (Baris et al. , 2009; Castelao et al. , 2001) ortaya koyan arastirma
bulgular1 da mevcuttur. Gelismis tilkelerde son yillarda sigara tiikketimi karsit1 propagandalarin
arttigl goriilse de, oOzellikle gelismekte olan iilkelerde Ozellikle gengler arasinda sigara

kullanma aligkanliginin giderek arttig1 gériilmektedir (Giiran, 2005).

Beslenme: Insanlarin tiikettikleri bazi gidalar da kanser olusumuna zemin
hazirlamaktadir. Yapilan calismalarda hangi gidalarin dogrudan kansere neden olduguna dair
kedin bulgular bulunmamaktadir. Ancak yagh ve yiiksek portein igerigine sahip gidalardan
kagmilmasinin kanser riskini azalttig1 belirtilmektedir. Yiiksek diizeyde kirmiz et tiiketimi de
genellikle bagirsak kanseri riski ile yakindan iligkilidir (Senel & Cirakoglu, 2003; Wie et al. ,
2014). Bunun yaninda diyet igerisinde agirlikli olarak kirmizi et bulunmasmin mide kanseri
ve kolorektal kansere neden oldugu belirtilmektedir (Larsson, Orsini, & Wolk, 2006;
Smolinska & Paluszkiewicz, 2010; Wada et al. , 2017). Bu nedenle son yillarda insanlarin
kanserden korunmak igin beslenme aliskanliklarina dikkat etme egilimi i¢inde olduklari

goriilmektedir (Erdem et al. , 2017).

1.2 Karaciger Kanseri

Karaciger kanserine neden olan malign lezyonlarin kokenleri incelendigi zaman,
lezyonlarin kokenlerinin basinda karacigerin geldigi goriilmektedir. Malign lezyonlarinin
kokenlerine gore dagilimlarina iliskin bilgiler Tablo 1.1’de sunulmustur (Yalaki, Yal¢in, &
Zerman, 2018).
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Tablo 1.1 Kdkenlerine gore malign lezyonlarin dagilimi.

Lezyonun kokeni olan organlar Lezyon goriilme oran1 (%)

Karaciger 40,2

Nedeni bilinmeyen 17,3

Pankreas 13,4

Kolorektal 7,1

Meme 4,7

Safra kesesi ve yollari 3,9

Mide 3,9

Akciger 3,9

Cilt 1,6

Bas ve boyu tiimorii 1,6

Hematolojik malignite 1,6
Ozofagus 1

Karaciger tedavilerinde etkili yontemler bulunmakta olup, kullanilacak tedavi
yontemlerinin etkili olabilmesi i¢in Oncelikli olarak tiimoriin sahip oldugu o6zelliklerin
belirlenmesi gerekmektedir. Bunun yaninda tiimoriin sahip oldugu ozellikleri belirlemek
uygulanacak tedavi yontemini se¢gmede tek basina yeterli degildir. Tedavi yontemleri timoriin
tanisina, beklenen seyrine, yerlestigi yere ve biiyiikliigline, komplikasyonlarina ve yayilim
hizina gore degisiklik gostermektedir. Ornegin; hamatorm ve hemanjiom benign tiimérler
olmalarmma ragmen, tedavi siiregleri sadece hastayr gozlemden karaciger nakline kadar

degisiklik gosterebilmektedir (Tanyel, 2016).

1.2.1 Hepatoselliiler hiicresel karsinoma

Karaciger yapist itibariyle hem arteriel portal sistemde hem de vaskiiler agidan oldukca
zengin bir organ olarak degerlendirilmektedir. S6z konusu kompleks yapisi nedeniyle
karacigerin hem malign hem de benign lezyolara siklikla maruz kaldig1r goze carpmaktadir.

Benign lezyonlarin goriilme sikligi malign lezyonlara gore daha fazla olmakla beraber,
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karacigerler de her iki lezyona da rastlamanin miimkiin oldugu belirtilmektedir (Elmas &
Harman, 2015). Karacigerde yaygin olarak goriilen HCC, hepatositlerden koken alan ve
karacigerin en sik rastlanan primer malign timor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. HCC goriilme
sikligr 20-200/100000 arasinda yer almaktadir. Diinya genelinde en fazla karsilasilan 5.
kanser tiirtidiir. Kansere bagli olarak ortaya ¢ikan 6liimlerde ise 3. sirada bulunmaktadir (Tas,
2010). Yilda ortalama 500. 000 yeni HCC tanis1 konuldugu belirtilmektedir (Tiiziin, Cakur,
Savas, & Tatar, 2014).

Ulkelere gire hastaligin yayginlik diizeyleri asagida aciklanmistir;

Yiiksek insidans bolgeleri: Afrika, Cin, Hong Kong veTayvan

Orta insidans bolgeleri: Dogu ve Bati Avrupa iilkeleri, Tayland, Endonezya, Haiti, Yeni
Zelanda (Maoriler) ve Alaska (Eskimolar)

Diisiik insidans bolgeleri: Kuzey ve Gliney Amerika, Avrupa, Avustralya ve Orta Dogu
(Aslanov, 2017).

HCC’de erken tan1 ve tedavi igin saglik taramasi onemli bir yere sahiptir. Tarama
caligmalar1 nedeni ve seyri ne olursa olsun tiim siroz hastalarima yapilmaktadir. Bunun
yaninda kronik HCV ve HBV enfeksiyonu olan hastalar ile ailesinde HCC oykiisii olan ve
yiiksek diizeyde alkol kullanan kisilere de tarama yapilmaktadir. Taramalar alt1 ay ara ile AFP
ya da USG ile yapilmaktadir. Tarama siirecinin sonunda lezyon saptanmasi durumunda
lezyonun biiyiikliigii g6z oniinde bulundurularak tanisal islemlere ge¢ilmektedir (Tas, 2010).

Lezyon biiytikliigline gore uygulanacak islemler agsagidaki gibi siralanmaktadir;

e Lezyon biiyiikliigli 1 cm diizeyinin altinda ise li¢ aylik zaman araliklar1 ile USG takibi
yapilmaktadir. Bu siiregte ek tanisal islemlere gereksinim duyulmamaktadir. Ug aylik
zaman dilimlerin yapilan testlerde lezyonun biiylime durumuna gore diger tedavi
islemlerine gegilebilir.

e Lezyon biiyiikliigiiniin 1-2 cm arasinda bulundugu duurmlarda ti¢ kontrastli teknikten
(MR, BT, kontrast USG) en az iki tanesinde hepatoma belirtisi oldugu diisiiniilen
bulgu varsa hepatoma tanis1 konulmaktadir. Uygulanan ti¢ kontrastli teknikten en az
ikisinde hepatoma lehine bulgu olmadigi durumlarda karaciger biyopsisi

yapilmaktadir.
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e Lezyon biiylikliigli 2 cm boyutundan daha biiylik ise ii¢ kontrastli teknikten (MR, BT,
ve kontrast USG) herhangi biri hepatoma belirtisi gosteriyor ise ya da AFP degeri 200
ng/ml den yiliksek diizeydeyse hepatoma tanisi konulmaktadir. Aksi durumlarda ise
biyopsi uygulanmaktadir (Bruix & Sherman, 2011).

1.2.2 Hepatoselliiler hiicresel karsinoma nedenleri

Hepatoselliiler karsinom gelisimine neden olan unsurlarin baginda karacigerde meydana
gelen rejenerasyonlar yatmaktadir (Sekil 1.1). HCC gelisimine neden olan faktorler ne olursa
olsun karacigerde ilk goriilen degisim inflamasyondur. Inflamasyonu sirasiyla nekrozis,
fibrozis ve rejenerasyon gelisimi takip etmektedir. Karacigerde sirozun en 6nemli patolojik
gostergeleri rejenerasyon ve fibrosizdir. Rejenerasyon nodiillerinden zaman igerisinde
displasyik nodiil, erken hepatoma ve mutlak hepatoma gelismektedir (Tas, 2010). Sekil 1.1°de

Hepatoselliiler karsinom patogenezinin gosterimi verilmistir.

Alkol HBV
oV kol
-
L - i Metabolik
B faktorl K kinfl
uyumear.‘:lﬁlor ernnin ronik inflamasyon . Hastaliklar
Rejenerasyon Gevresel

Faktérer

Genetik mutasyonlar

Hepatoma
Sekil 1.1 Hepatoselliiler karsinom patogenezi(Tas, 2010).

Literatiirde yeralan c¢alismalarda hepatoselliiler hiicresel karsinoma neden olan
unsurlarin karacigeri etkileyen bazi hastaliklardan ve enfeksiyonlardan meydana geldigi rapor
edilmistir. Bu konuda yapilan bir ¢aligmada Tirkiye’de HCC etiyolojisinin incelenmesi
amaglanmis, arastirmada elde edilen sonuglara gore HCC risk faktorlerinin basinda HBV
enfeksiyonuna bagh sirozun geldigi (%56), ikinci sirada HCV enfeksiyonuna paralel olarak
gelisen sirozun (%23,2) ve tigiincii sirada yliksek alkol tiiketiminin geldigi tespit edilmistir

(Uzunalimoglu et al. , 2001).
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Yas ve cinsiyet Ozellikleri ise hepatoselliiler karsinomda demografik risk faktorleri
arasinda yer almaktadir. Diinyanin tiim bolgelerinde yasin zirve yaptigi donem kadinlarda
erkeklere kiyasla daha yiiksektir. ABD, Ingiltere ve Kanada gibi iilkeler diisiik risk grubunda
yer almakla beraber, bu bolgelerde hastalifin genellikle 75 yas sonrasinda goriildiigi
belirtilmektedir. Hong Kong ve Shangay gibi yiiksek populasyonlu iilkelerde de hastalik
genellikle 75 yas ve tizeri bireyleri etkilemektedir. Buna karsilik Gambia ve Mali gibi riiksek
riskli Afrika iilkelerinde hastalik yaygin olarak 60-65 yas grubunda pik yapmaktadir.
Kadinlarda ise pik yapma yasinin 65-70 yas oldugu goriilmektedir. Hastaligin farkli
bolgelerde farkli diizeylerde goriilme nedenlerinin basinda popiilasyon i¢inde dominant
hepatit viriisii varligi ve viral enfeksiyonlara yakalanma orani gibi faktorler gelmektedir.
Ozellikle HCV tastyicilarmin bu viriisii yetiskinlik dénemlerinde viicutlarina aldiklari, HBV
tastyicilariin ise s6z konusu viriis ile daha geng yasta tamigtiklart goriilmektedir (Ekinci,

2012).

Agir alkol tiketimi HCC ig¢in ciddi bir risk faktorii olusturmaktadir. Agir alkol
tiiketiminin kriteri ise glinde ortalama 50-70 gram alkol tiiketimi olarak degerlendirilmektedir.
Bunun yaninda diisiik diizeyde alkol kullanan bireylerde HCC riskinin belirgin bir sekilde
artip artmadig1 net olarak bilinmemektedir. Agir alkol tiikketimi genellikle siroz ile yakindan
iligkili goriilse de, alkoliin dogrudan kanserojen etki yaptigina dair ¢ok az bulgu vardir. Bunun
yaninda agir diizeyde alkol tiiketimi ile HCV ve HBV enfeksiyon birlikteliginin sinerjistik
etkisini gosteren kanitlar da bulunmaktadir. Cogunlukla s6z konusu unsurlar HCC riskini ve

siroz gelisimini hizlandirarak arttiran faktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (EKinci, 2012).

Son yillarda obezitenin de HCC i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu belirtilmektedir.
Teknolojik gelismelere bagli olarak gilinlimiizde hareketsiz yasam tarzinin arttifi ve bu
durumun beraberinde cesitli saglik sorunlarmi getirdigi bilinmektedir. Hareketsiz yasam
tarzina sahip olmanin beraberinde getirdigi saglik sorunlarindan birisi de obezitedir. Gerek
Tiirkiye’de gerekse de yurt disinda yer alan birgok arastirmada da oObezite yaygmligindaki
artisa dikkat ¢ekilmektedir. Obezite de basl basina saglik sorunlarini beraberinde getiren bir
halk sagligi problemi olarak nitelendirilmektedir (Hekim, 2015). Yapilan epidemiyolojik
caligmalar farkli metabolik hastaliklarin yaninda obezitenin hepatoselliiler karsinoma da
zemin hazirladigini gostermektedir (Caldwell et al. , 2004; Saunders, Seidel, Allison, &
Lyratzopoulos, 2010; Shen, Zhao, Zhang, & Qiao, 2012). Obezitenin hepatoselliiler
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karsinoma neden olmasun temelinde obeziteye bagli olarak ortaya ¢ikan kronik inflamasyon

gosterilmektedir (Shimizu, Tanaka, & Moriwaki, 2013).

HCC risk faktorleri arasinda diyabetin de onemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir.
Diyabet; insiilin salinimi, insiilin etkisi ya da s6z konusu unsurlarin her ikisinde de bozukluk
meydana gelmesi sonucunda ortaya c¢ikan ve hiperglisemi ile karakterize olan kronik ve
metabolik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (DiMeglio, Evans-Molina, & Oram, 2019).
Toplumlarda en yaygin goriilen diyabet tiirii tip II diyabettir. Tip II diyabette azalmis beta
hiicrelerinin ortaya ¢ikardigr fonksiyonel bir bozukluk goriilmekle beraber, patogenezde
insiilin rezistans1 6nemli rol oynadigi goriilmektedir. Tip II diyabete neden olan unsurlarin
biiyiik bir boliimii degistirilebilir faktdrlerden meydana gelmektedir. S6z konusu faktorler
psikolojik durum, yasam tarzi aligkanliklari, sigara kullanimi, obezite, sinirli ruh hali,
dislipidemi, hipertansiyon ve hiperglisemi olarak siralanmaktadir (Eray & Balci, 2005).
Diyabet ile hepatoselliiler karsinoma iliskisi incelendigi zaman diyabetin hepatoselliiler
karsinom riskini arttirdig1 goriilmektedir. Ozellikle kisinin uzun yillar diyabet hastasi olarak
yasamasinin hepatoselliiler karsinomda 6nemli bir risk faktorii oldugu vurgulanmaktadir (EI-
Serag, Hampel, & Javadi, 2006; Hassan et al. , 2010; Snigh, Das, Choudhary, Gupta, & Patil,
2018; P. Wang, Kang, Cao, Wang, & Liu, 2011).

Sigara kullanim1 HCC risk faktorleri igerisinde en sik karsilasilan unsur olarak goze
carpmaktadir. Literatlirde farkli yas gruplarinda yer alan bireyler {izerinde yiiriitiilen ¢aligma
sonuglari da sigara kullanan bireylerde HCC riskinin yiiksek oldugunu gostermektedir (Kolly,
Knopfli, & Dufour, 2017). Bu konuda yapilan bir ¢alismada HCC tanis1 konulmus olan 333
yetigkin bireyin yasam tarzlarinin incelenmesi amaglanmis, arastirmanin sonunda yiiksek
diizeyde alkol tiiketiminde oldugu gibi yiiksek diizeyde sigara tiiketiminin de HCC riskini
arttirdi@i tespit edilmistir (Kuper et al. , 2000). HCC teshisi konular hastalar {izerinde
yiriitiilen diger bir ¢alismada yogun miktarda alkol ve sigara tiikketen bireylerde HCC riskinin
alkol ve sigara kullanma aligkanlig1 olmayan bireylerden daha yiiksek oldugu rapor edilmistir

(Kohetal. , 2011).

Sigara kullanim1 HCC tanis1 konulan hastalarda mortaliteyi de arttirmaktadir. (Jee,
Ohrr, et al. , 2004) tarafindan yapilan ¢alismada HCC hastalarinda sigara kullanimi ile
mortalite arasindaki iliskinin incelenmesi amaglanmisg, arastiranin sonunda sigara kullanim

diizeyi arttikca HCC tanis1 konulan hastalarda mortalite oraninin da yiikseldigi tespit
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edilmistir. Bunun yaninda HCC tanis1 konulan bireylerde hepatit varlig1 s6z konusu ise sigara
kullanimi hastaligin semptomlarinin daha agir seyretmesine neden olmaktadir(Kolly et al. ,
2017). Yapilan bazi galismalar ise sigara kullanimimin HCC iizerinde dogrudan bir risk

faktorii olusturmadigini ortaya koymaktadir (Siegel et al. , 2011).

Beslenme o6zellikleri de HCC risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Kavramsal agidan
ele alindig1 zaman beslenme “insan viicudunun varligin1 devam ettirebilmesi, yaralanan veya
yipranan dokularim tamir edilmesi, organizmanin kaybettigi maddeleri geri almasi ve
bliylimesi i¢in besin maddelerinin sindirim vasitasiyla viicuda alinmasindan onlarin
organizmada asimile edilmesine kadar gegen siire¢” seklinde tanimlanmaktadir (Tayar &
Hasil Korkmaz, 2007). Saglikli beslenme c¢esitli besin maddeleri ile dengeli beslenerek, biitiin
besin unsurlarini bireyin ihtiya¢ duydugu kadar almasi ve olmasi1 gereken viicut agirligini
korumasidir. Saglikli beslenmeye heniiz anne karnindayken baglanmali ve hayat boyu
viicudun biiylimesi, yenilenmesi, ¢alismasi ve kronik rahatsizliklarin oniine gegilmesi igin
stirdiirilmelidir. S6z konusu faaliyetlerin devami igin gereken enerji ve besin maddelerinin
yeterince tiiketilmesi ve viicutta uygun olarak kullanimi1 dengeli ve yeterli beslenme seklinde
ifade edilmektedir. Yani dengeli ve yeterli beslenme saglikli beslenme olarak ifade
edilmektedir (Batmaz, 2018). Bazi besin maddeleri yeterli diizeyde tiiketildigi zaman sagligin
korunmasi ve gelistirilmesi i¢in onemli bir unsur olarak bilinmekle beraber, bazi besinlerin
asir1 diizeyde tiiketilmeleri HCC riskini arttiran bir unsur olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
konuda yapilan caligmalarda 6zellikle ¢ay ve kahve tiiketiminin yiiksek diizeyde olmasinin
HCC igin dnemli birer risk faktorii oldugu belirtilmektedir (Gallus et al. , 2002; Kurozawa et
al. , 2005; Shimazu et al. , 2005). Diinyada kahve tiiketiminin en fazla oldugu tilkelerin
basinda gelen italya’da bu konuda yiiriitiilen bir ¢calismada 1999-2002 yillari arasinda 43-84
yas aralifinda yer alan HCC tanili hastalarin yagsam tarzlar1 incelenmis, arastirmanin sonunda
haftada 14 bardak ve iizerinde kahve tiikketen bireylerde HCC riskinin daha az kahve tiikketen
bireylere kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Montella et al. , 2007).

1.2.3 Hepatoselliiler hiicresel karsinoma belirtileri

Hastalarin 1/3’tinde serum bilirubini yiikselmistir. Olgularin %25’inde, serum alkali
fosfataz artmistir, fakat bilirubin normaldir. Hastalarin ¢ogunda siroz gorildiigii i¢in bu
degisiklikleri degerlendirmek genellikle zordur. Hepatit acisindan serolojik tetkikler

yapildiginda hastalarin, yaklasik %751 hepatit C agisindan pozitiftir (Yerli, 2019).
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HCC'li hastalarin ¢ogunda (splenomegali, asit, sarilik veya baska bir sekilde
dekompanse siroz bulgular1) bulunan fiziksel bulgular altta yatan karaciger hastaligini
yansitir. Laboratuvar incelemesi genellikle nonspesifiktir. HCC gelisen hastalarin ¢ogunda
siroz vardir ve trombositopeni, hipoalbiiminemi, hiperbilirubinemi ve hipoprotrombinemi
olabilir. Hastalar ¢ogu zaman, hatali su tiikketimi veya ditiretik kullanimu ile iligkili hafif
anemik ve elektrolit bozukluguna sahip olabilir (6rnegin, hiponatremi, hipokalemi, metabolik
alkaloz). Serum aminotransferazlar, alkalin fosfataz ve gamma-glutamil transpeptidaz,

genellikle, non spesifik olarak anormaldir (Aslanov, 2017).

1.2.4 Hepatoselliiler hiicresel karsinoma tedavi yontemleri

Gilintimiizde HCC tedavisinde yaygin olarak kullanilan yontemlerin basinda cerrahi
tedavi, lokal ablatif tedaviler ve sistemik kemoterapinin geldigi goriillmektedir. Cerrahi tedavi
kapsaminda karaciger transplantasyonu uygulanmaktadir. Karaciger transplantasyonu, HCC
tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir kiiratif tedavi se¢enegi olarak degerlendirilmektedir.
Ozellikle ileri diizeyde karaciger hastaligi olan bireylerde karaciger transplantasyonu uygun
ve etkili bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Makrovaskiiler invazyon ve ekstrahepatik
metastaz olmamasi durumunda, tek ve 5 cm“in altinda kitlesi olan veya 3 ayri lezyonu olup
her birinin ¢ap1 3 cm“i gegmeyen hastalarda karaciger transplantasyonu yapilabilmektedir.
Milan kriterleri (Tablo 1.2) adi1 altinda degerlendirilen bulgularin 1s18inda yapilan karaciger
nakillerinde, % 70-75 oraninda 5 yillik sagkalim elde edildigi goriilmektedir(Ulusoylar,
2015).

Tablo 1.2 Cerrahi Tedavi Siirecinde Dikkate Alinan Milan Kriterleri.

No Kriterler
1 Tek kitlenin bulunmasi ve kitlenin 5 cm ya da daha biiyiik boyutta olmasi
2 Her biri 3 cm ya da daha biiytik olan {i¢ kitlenin ayn1 anda gézlenmesi

3 Makrovaskiiler invazyon gozlenmemesi

Karaciger nakli, 6zellikle siroza paralel olarak gelisen HCC olgularinda kullanilmasi
Onerilen bir tedavidir (Aytekin et al. , 2002; Gunay et al. , 2013). Bunun yaninda karaciger
transplantasyonu hastalarda sagatimi arttiran bir unsur olarak degerlendirilmektedir. 1980°1i

yillarin dncelerinde karaciger nakli sonrasinda sagkalim siireleri %50°nin altinda seyrederken,
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giinlimiizde karaciger nakilleri sonrasinda sagkalim oraninin %80-90’lara yaklastigi
goriilmektedir. Buna karsilik her cerrahi uygulamada oldugu gibi karaciger naklinde de
uygulamanin bazi endikasyonlar1 bulunmaktadir. S6z konusu endikasyonlar bazi sistemik
hastaliklar, karaciger neoplazmlari, komplike hale gelen siroz ve akut karaciger yetmezligi

olarak siralanmaktadir (Taskiran, Akar, Yildirim, & Erbas, 2016).

Lokal ablatif tedaviler ise genellikle ¢ap1 5 cm’den daha diisiik ve karaciger sinirlari
icinde olusmus kiigiik Kkitlelerin tedavisinde kullanilmaktadir. Karaciger rezervi nedeniyle
rezeksiyon yapilamayan hastalarda siklikla tercih edilen bir yontem olarak bilinmektedir. Bu
tedavi yontemi temel olarak termal ve kimyasal ablasyon olarak ikiye ayrilmaktadir.
Kimyasal ablasyonda etanol ve asetik asit, termal ablasyonda ise radyofrekans, mikrodalga,
lazer ve kriyoablasyondan yararlanilmaktadir (Ulusoylar, 2015). Bu yontemin siklikla tercih
edildigi goriilmektedir. Bunun temel nedenlerinin basinda tedavinin saglam karaciger
dokusunu korumasi, direkt tiimore yonelik bir teknik olmasi ve mortaliteyi azaltmasi gibi
unsurlar gelmektedir (Yuksel & Aytekin, 2017). Lokal ablatif tedaviler pankreas, meme,

mide, boyun ve noéroendokrin tiimdr metastazlarinda da kullanilmaktadir (Aribas, 2009).

HCC tanist konulan hastalarda nadir olarak uygulanan tedavi yontemi ise sistemik
kemoterapi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. HCC tanili hastalarda siklikla siroz varligi soz
konusudur. Bu durum hastalarda kullanilan ilaglarin farmakinetik 6zelliklerini de
degistirmektedir. Ozellikle sitopeni gibi yan etkilerin ortaya ¢ikmasi nedeniyle kisith diizeyde
de olsa kemoterapi kullanimi s6z konusudur. Buna karsilik verilen kemoterapi tedavisinin
hastalik iizerindeki etkinligi ve etki ettigi siire diger tedavi yontemlerine gore daha sinirhidir

(Ulusoylar, 2015).

1.3 Doksorubisin

Doksorubisinin kanser tedavisinde etkin bir bigimde kullanildig: bilinmektedir (Ozbey
et al. , 2018). Doksorubisin 6zellikle gocukluk déneminden itibaren solid tiimorleri tedavi
etmek amaciyla yaygin olarak kullanilan bir ilag tiiriidiir. Tedavi siirecinin olumlu
seyretmesine katki saglamasmin yaninda ilacin yan etkileri de bulunmaktadir. Ilacin olasi yan
etkilerinin basinda tedavi sirasinda ya da tedaviden aylar/yillar sonra gelisebilen ve kiimiilatif
400-450 mg/m?’ nin iizerinde 6nemli derecede artig gdsteren kardiyotoksisitedir. Sol ventrikiil
bozuklugu bulunan hastalarda serum B tipi natriiiretik peptid (BNP) diizeyinin kardiyak

disfonksiyon derecesi icin bir gosterge olabilecegi ve gelismekte olan patolojiyi erken
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diizeyde gosterebilecek bir belirteg olarak doksorubisin uygulanan hastalarda kullanilabilecegi

ifade edilmektedir (Demir et al. , 2004; Kismet et al. , 2004; Thorn et al. , 2011).

Doksorubisin Streptomyces peucetius’tan elde edilen antrasiklin tiirevi bir antitimor
antibiyotiktir. Losemi, tiroid, yumurtalik, akciger, mide, meme, mesane ve hodgkin lenfomasi
kanserleri basta olmak iizere kanser tedavisinde sik¢a kullanilan bir kemoterapi ilacidir. Suda
¢ozlinmeyen aglikon Kinin-hidroksikinon komsu gruplari, metoksi substitiie kisa yan zincir ve
bunu takip eden karbonil grubunun olusturdugu bir tetrasiklik halka i¢ermektedir. Suda
¢oziinen indirgeyici seker bileseni, daunosamin, bir glikozidik bag ile bu halkalardan birine
baglanmistir (Giines, 2016). Sahip oldugu icerik sayesinde doksorubisin DNA ve hiicre zar1
hasarint indiikleyen serbest radikaller iliretme yetenegine sahiptir (Rivankar, 2014). Sekil

1.2°de Doksorubisin’in kimyasal yapisini verilmistir.

Sekil 1.2 Doksorubisin’in kimyasal yapist (Chouhan & Bajpai, 2009).

Dox hiicreye pasif difiizyon ile girmektedir ve hiicre i¢i kompartmanlarda derigimi 50
kat’a kadar devamli olarak artarak birikmektedir. Topoizomeraz I1I-DNA kompleksinin
stabilizasyonu, semikinon radikalinin redoks dongiisii , RNA polimeraz Il inhibisyonu,
DNA’ya enterkalasyon veya doksorubisin-demir kompleksi ile reaktif oksijen tiirlerinin
olusumu DoX’un bilinen etki mekanizmalarindandir (Le Bot et al. , 1988; Miiller, Jenner,
Bruchelt, Niethammer, & Halliwell, 1997).

Doksorubisin'in tam etki mekanizmasi karmasik ve hala tamamen anlasilmamis olmakla
beraber enterkalasyon yoluyla DNA ile etkilestigi bilinmektedir (Fornari F. et al. , 1994).
Ayrica transkripsiyon esnasinda DNA’nin agilmasindan sorumlu olan Topoizomeraz I
enzimini  durdurur. Doksorubisin  DNA ikilesmesi sirasinda topoizomerazin DNA'y1
durdurmasinin ardindan meydana gelen topoizomeraz-DNA kompleksini stabilize eder ve

DNA ikili sarmalinin birlesmesini engeller ve akabinde DNA ikilesmesini durdurmus olur.


https://tr.wikipedia.org/wiki/DNA_ikile%C5%9Fmesi
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Sekil 1.3 Doksorubisin-DNA kompleksi (a). DNA’ya Doksorubisin’in interkalasyon yapisi (b) (Yang,
Teves, Kemp, & Henikoff, 2014)

Sekil 1.3’de goriildigl gibi, molekiiliin diizlemsel kromofor kismi1 DNA'daki iki baz
cifti arasina enterkale olur, onun alti-liyeli daunosamin sekeri DNA'min kiigiik oyuguna
yerlesir ve akabinde interkalasyon yerinin iki tarafindaki baz ¢iftleri ile etkilesir (Fornari F. et
al., 1994).

1.4 ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Ilag tasiyici sistemler temelde ilaglarin sadece patolojik bdlgelerde etki gdstermesini
amaclayan, ilaglarda yer alan etken maddelerin kimyasal yapilarinda ve alim seklinden
bagimsiz bir bicimde doku ya da organlarda organda secici ve kantitatif toplanma yetenegi
olarak tamimlanmaktadir (Tiiylek, 2017). ilag tasiyici sistemler antikanser ajanlar olarak
gelistirilmis ve tip alaninda yaygin olarak kullanilan yontemler arasinda yer almaktadir(Lao et

al. , 2013). Ilag tasiyici sistemlerin temel amaclari asagidaki gibi siralanmaktadir;

e Viicut igerisinde istenilen doku ve organlarda ilacin konsantrasyon diizeyini
yiikseltmek, ilaglarin dokulardaki toksik etkilerini en aza indirmek,

e Parental ila¢ uygulamalarindaki ¢oziiniirliigii arttirarak ila¢ uygulamasin1 daha kolay
hale getirmek,

e Etki bolgesi olarak planlanan dokularda terapétik dozun korunmasimi saglamak, ilag
tagima hizini sabit bir hale getirmek,

e llacin yar1 dmriinii arttirmak,
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e Ilag etkisini iist diizeye ¢ikarmak igin ilacin stabilitesini arttirmak ve degradasyonu
azaltmak,

e Kan-koklea ve kan-beyin bariyeri boyunca ilaglarin tasinmasini saglamak(Oykii et al. ,
2020).

Yukarida belirtilen bilgilerden de anlasilacagi gibi ilag tasiyict sistemler hem ilaglarin
hem de radyokontrast ajanlarin tasinmasina katki saglamakta, dokulara daha etkin, kontrollii
ve giivenli ulasima destek olmaktadir. Bu yoniiyle ilag tasiyici sistemler biyofarmakolojik
alanda yapilan en 6nemli calismalarin basinda gelmektedir. Ilag tasiyici sistemlerde doku ve
organlara ilaglar kat1 ya da yar1 kat1 sekilde verilmektedir. ilag tasima sistemleri icerisinde
kolloidal sistemlerden yararlanildig1 zaman tedavi siireci i¢in gerekli olan ilag seviyesi/miktari
serbest ilaclara kiyasla daha diisiik diizeydedir. Bu nedenle ilaglarin olasi yan etkileri de en
aza indirilmektedir. Bu durum, tedavilerde ilag tasiyici sistemlerin toksik madde olusumunu
engelleyerek ilag maliyetlerinin diisiiriilmesine katki saglamaktadir (U¢gmak Vural & Ozer,
2015). Tedavi siireglerini birgok acidan olumlu yonde etkileyen ilag tasiyict sistem fikri yeni
bir diisiince degildir. Gegtigimiz ylizyilin sonlarina dogru Paul Ehrlich, ilag tasiyici sistemlere
atifta bulunarak sihirli mermi "Magic bullet” kavramini ilk ortaya atan kis olarak
bilinmektedir (Canefe, Kandemir;Duman, 1994). Bu kapsamda ila¢ tasiyici sistem fikrinin
temellerinin 2000 y1l dncesine kadar dayandig1 goriilmektedir (Ugmak Vural & Ozer, 2015).
Kanser tedavisinde de yaygin olarak kullanilan nanopartikiillere (Demirtas & Sengel Tiirk,
2021) iligkin olarak yiiriitilen bu ¢alismada ilag tasiyict sistemlerden nanopartikiiller ve
polimerik nanopartikiillere deginilmis olup, s6z konusu sistemler asagida bagliklar halinde

aciklanmustir.

1.4.1 Nanopartikiiller

Bilim ve teknoloji 1960’11 yillarin baglarindan itibaren nanoteknoloji ile tanismis olup,
nanoteknoloji temel olarak nanometre boyutundaki parcaciklari esas alan bilim dalin
olusturmaktadir. Nanoteknoloji gliniimiizde 6zellikle saglik, elektronik, endiistri, molekiiler
biyoloji ve organik kimya alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Nanoteknolojinin saglik
alaninda kullanim diizeyi oldukc¢a yiiksek olup, 6zellikle hastaliklarin erken donemde teshis

edilmesi, onlenmesi ve takibinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Marangoz & Yavuz, 2020).

Nanopartikiiller saghik alaninda 06zellikle ilag hedefleme alaninda siklikla

kullanilmaktadir. ilag hedefleme ile biyoteknolojik, konvansiyonel ve genetik kaynakli ilag
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tiirleri viicudun hedeflenen doku, organ ve hiicrelerine kolayca taginabilmektedir. Yapilar
incelendigi zaman nanopartikiillerin ¢esitli ila¢ ve goriintileme maddelerini tasiyabilen
araclar olduklar1 goriilmektedir. Ebatlar1 olduk¢a kiigiik oldugu i¢in bu araglar “nano” olarak
ifade edilmektedir (Tiiylek, 2017). Giiniimiizde nanopartikiillerin en yaygin kullanildig
alanlarin basinda kanser tedavisi gelmektedir. Nanopartikiiller sayesinde kansere neden olan
hiicrelerin i¢inde yer alan ilag konsantrasyonlart artirilirken, antikanser ilaglarin normal
hiicrelere karsi olusturabilecegi sistemik toksisite de minimize edilmektedir (Daglioglu,
2020). Tedavi siireglerini olumlu yonde etkilemelerine ragmen nanopartikiillerin toksik

etkilerinin ele alindig1 ¢aligmalarin sinirli oldugu goriilmektedir (Marangoz & Yavuz, 2020).

1.4.2 Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller, bazen sentetik bazen de dogal yapidaki polimerler ile
hazirlanan, boyutlar1 genel olarak 10-1000 nm araliginda degisen, etkin maddelerin partikiil
icinde ¢oziildigl, yiizeyde ya da hapsedildigi alanda adsorbe edilen ya da baglandig1 matriks
sistemler olarak tanimlanmaktadir. Hazirlama tekniklerine bagli olarak enkapsiile edilmis
terapotik ajanin farkli 6zellikler ve farkli salim karakteristikleri sergiledigi nanokiireler veya
nanokapsiiller elde edilmektedir. Polimer nanopartikiiller aynt zamanda nanokapsiiller
vezikiiler sistemler olarak bilinmekle beraber, ilag bir kaviteye hapsedilmekte ve bir polimer
membran ile ¢evrelenmektedir. Nanokiireler ise matriks sistemler olup, burada ila¢ fiziksel
olarak ve uniform olarak disperse edilmis yapidadir (Derman, Kadriye, & Akdeste
Mustafaeva, 2013).

1.5 la¢ Tasiyier Sistemlerin Hedeflendirilmeleri

Birgok hastaligin tedavi siirecine destek olacak ilag¢ tiirii smirhidir. Bu durum, bazi
hastaliklarin tedavi siireglerini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu noktada hedeflendirilen
ilaglar sayesinde immun sistem hastaliklari, bazi kolay kontrol edilemeyen intraseliiler
enfeksiyonlar1 (AIDS hastaligi gibi), kanser ve arter hastaliklari, merkezi sinir sistemi
hastaliklari, kapsamina almaktadir. Etki edecegi bolgelere gore ilaclarin uygun olmayan
biyolojik dispozisyonu, yiiksek dozda ilag kullanimini zorunlu hale getirmektedir. Bu durum,
ilaclarin metabolizmalarina bagl olarak hastalarda zararli yan etkilerin olusmasina zemin
hazirlamaktadir. Bu nedenle ila¢ hedeflendirme sayesinde hedef bolgedeki ilacin dozu diisiik
diizeylerde tutulabilmekte, etken maddenin kullanimi da daha kolay kontrol altina

alinmaktadir (Canefe, Kandemir;Duman, 1994). Bunun yaninda ila¢ hedeflendirme yontemi
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ile kullanilan ilag tasiyici sistemler ilaglarin toksik etkilerini azaltmakta, ila¢ lokalizasyonunu
daha iyi hale getirmekte ve etken maddenin daha kontrollii salinmasina katki saglamaktadir
(Oykii et al. , 2020). Hedeflendirme yaklasimlari, kanser hiicresinin gelisimi esnasinda
ugradig1 fizyolojik ve morfolojik degisimler sonucunda meydana gelen ya da ortaya ¢ikan
molekiiller tlizerine kurulmaktadir. Lezyon ya da timdr tiirlerine 6zglii bu belirleyici
molekiillerin, s6z konusu yapilara 6zgii ligandlar kullanilarak taninmasi; az miktarda etkin
madde kullanilarak terapotik etkililik elde edilmesine, bunun yaninda saglikli dokularin

tedaviden olumsuz etkilenme riskinin azaltilmasina olanak saglamaktadir (Timur, 2017).

Ila¢ hedeflendirmesinde fizyolojik sinirlamalarin yaninda biyokimyasal sinirlamalar da
s6z konusudur. Nanosistemler i¢in en uygun tekniklerin gelistirilmesinde ise farmasotik
engellerle karsilasiimasi muhtemel bir sonuctur. Ila¢ hedeflendirilmesinde karsilasilan
zorluklara ek olarak kullanilacak olan ilaglarin farmokolojik etkisini tiimiiyle saglamasi i¢in
ilacin istenen siire etkilesimde kalmasini saglamak bir diger problem olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Nanotasiyicilar ig¢in diger bir 6nemli engel ise endotel yap1 ve bazal membran
olarak goriilmektedir. Ayrica plazma proteinleri de kandaki ilag tasiyici sistemlerin dagilimini
etkilemektedir. Buna karsilik nano ilag tasiyicilarinin boyutlar1 ve yiizey karakteristikleri ile
in vivo dagilimlart ve kandaki dolasimlari bir miktar da olsa ayarlanabilmektedir (Giines,
2016).

1.5.1 Pasif Hedeflendirme

Pasif hedeflendirme kullanilacak olan ilag tiirlerinin belirli bolgelere fizyolojik faktor ve
siirecler dikkate alinarak ulastirilmasini ifade etmektedir. Pasif hedeflendirmede ilaglari
hedeflenen bolgelere ulastirmak igin patolojik ve normal dokular arasindaki anatomik
farkliliklardan yararlanilmaktadir. Bu anlamda kanser hiicreleri olduk¢a farkli karakteristik
ozellikler gostermektedirler. Kanser hiicreleri ¢ok hizli boliinme gegirmeleri nedeniyle yiiksek
bir metabolik hiza sahiptir. Bu yiizden tiimor hiicreleri glikoliz yaparak ekstra enerji elde
ederler ve bunun sonucunda timoér mikro ¢evresinin pH degeri asidik olur. Bu 6zellikten
yararlanilarak tiimor hedeflenirken hidrazon bagi gibi diisiik pH degerlerinde ilag salabilen

pH-duyarli sistemler dizayn edilebilmektedir (Giines, 2016).

Pasif hedeflendirmede genellikle lokalize gonderim yontemi tercih edilmektedir. S6z
konusu uygulamada ilag sistemik sirkiilasyona sokulmadan timdr bolgesine ulastirilmakta,

boylece ilacin viicut igerisindeki sirkiilasyonu ve cesitli sistemler tarafindan metabolize
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olmas1 Onlenmektedir. Tiimoér ya da lezyon lokalizasyonunun uygunsuzlugu ve akciger
kanseri gibi bazi timorlere erisilebilirligin problemli olmasi yontemin dezavantajli yonlerini

olusturmaktadir (Giines, 2016).

1.5.2 Aktif Hedeflendirme

Aktif hedeflendirme teknigi gesitli reseptorlerin, hiicre membranlari {izerindeki antijen
proteinlerin ve lipit bilesenlerinin araciligi ile ger¢eklesmektedir. Reseptor- ligand ve antijen-
antikor gibi spesifik etkilesimler, vaskiiler endoteller aktif hedeflendirme ¢esitleri arasinda yer
almaktadir (Gtlines, 2016). Bu yontemde normal dokularda gergeklesecek olan toksik etkiler
azaltilmis olup, kemoterapotik maddelerin kanserli dokuda birikerek tiim viicuda dagilmalari

engellenmektedir (Timur, 2017).

1.5.3 Manyetik Hedeflendirme

Manyetik nanopartikiiller uzun yillardan beri biyomedikal alanda teshis ve tedavide
kullanilmaktadir. Boyutlar1 10-20 nm, disaridan uygulanan bir manyetik alan ile istenilen
sekilde hareket ettirilen ve canli viicudundaki uygulamalarinda hedeflenen yere gonderilebilen
partikiillerdir. Manyetik cevap veren nanopartikiiller magnetit, demir, nikel, kobalt gibi
materyallerden olusturulmaktadir ve manyetik ilag tasiyicilart nanokiireler, koloidal demir
oksit soliisyonlari, lipozomlar ve mikrokiireler olabilmektedir (Giines, 2016). Manyetik

hedeflendirmenin temel amaglar1 asagidaki gibi siralanmaktadir (Kas, 2000).

¢ Endotelin durumuna bagimli olmaksizin mikrovaskiiler engellerin gegilebilmesi,

e Viicuda enjekte edilen ilag dozunun en az %60’ 1min hedef dokuya ulastirilmasi,

e Serbest hale gelen ilacin organizma dolasimindaki konsantrasyonunun 100 kat asagi
cekilmesi,

e Normal doku ve hiicrelerde meydana gelebilecek hasarlarin en aza indirilmesi,

e Dokularda ilaglarin kontrollii bir sekilde dolagmasini saglama (akt. Dagdeviren, 2006).

Manyetik hedeflendirmede ultrasonik dalga kontrollii sistemlerin de biyolojik olarak
asinan ya da asinmayan polimerler ilag tasiyicist olarak kullanildigi gorilmektedir. Soz
konusu sistemler etkin maddelerin viicut i¢erisinde istenilen bolgede yogunlagsmasini saglayan
ve istenilen miktarda salimini kontrol edebilen sistemlerdir. Salim, ultrasonik dalgalarin

siddet, frekans ve uygulama dongiisiine bagimli olarak hareket etmektedir (Giines, 2016).
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2 MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

Kullanilan Doksorubisin Chemos Gmbh’den satin alinmistir. Diger kimyasallar analitik
safliktadir. Calismada CD1 fareler Kobay A. S. ’den temin edilmistir. Calismada kullanilan
cihazlar; santrifiij (Beckman microfuge E), orbital karistirici (Yellow line), su banyosu
(Memmert), spektrofotometre (Perkin Elmer Lambda 35 UV/VIS Spectrometer), hassas terazi
(Denver Instrument, SI-234A), manyetik karistiric1 (IKA, RCT basic) Ege Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Biyokimya Béliimiinden kullanilmistir. IVIS gériintiileme Ege Universitesi

ARGEFAR Faz 6ncesi arastirma biriminde gerceklestirilmistir.

2.2 Metod

Tez kapsaminda gerceklestirilen biyodagilim ve farmakokinetik c¢alismalari deney
hayvanlarinin bakimmin ve kontrollii sartlarm saglandigi Ege Universitesi ARGEFAR Faz
Oncesi Arastirma Birimi’nde yiiriitiilmiistiir. In vivo galismalara ait 2021-032 sayil etik kurul
onay belgesi Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinmistir.
Kullanilan 6-8 haftalik (15-25 g agirhginda) 27 adet CD1 erkek-disi fareler KOBAY A. S
(Ankara) firmasindan temin edilmistir. Hayvanlarin bulundugu ortam icin 24+1°C sicaklik,

%350£10 nem, 12/12 saat 1s1k/karanlik periyodu saglanmustir.

In vivo galismalar igin, liyofilize Doksorubisin yiiklii manyetik nanopartikiil (DANP)
formiilasyonu intravendz (i. v) yol ile uygulama Oncesi %S5 lik dektroz c¢ozeltisi ile
seyreltilerek Biyodagilim ve Farmakokinetik ¢aligmalarinin gerceklestirilmesi amaciyla

farelere uygulanmistir.

2.3 Doksorubisinin HPLC Analizi lle Validasyonu

2.3.1 Doku Homojenizasyonu

Sakrifiye edilen farelerden toplanan kalp, akciger, karaciger ve bobrek organlari ilk
olarak PBS ile yikanmistir. Ardindan organlar tartilmistir. Tartilan organlar PBS (karaciger ve
feces 2 mL, diger organlar 1 mL PBS ile ) igerisinde Ultraturax 8000 rpm’de 2 dk boyunca

homojenize edilmistir. Ardindan, ornekler 1/10 metanolle seyreltilmistir ve 0,45 pum por
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siringa filtresinden (CHROM-FIL) gecirilmistir. Daha sonra filtrelenen 6rneklerin HPLC

analizi gergeklestirilmistir.

2.3.2 Doksorubisin HPLC Cahismalar:

Dokularda bulunan doksorubisin miktarin1 belirleyebilmek amaciyla yapilan HPLC
analizi SHIMADZU LC-20AT (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) sisteminde
calistlmis olup, Mobil (hareketli) faz olarak, perklorik asit iceren Su:Asetonitril:
Tetrahidrofuran karisimi (76:24:0.5, v/v/v) hazirlanmis ve Inertsil ODS 3V (150 * 4.0)
analitik kolonu kullanilmigtir. Dedektor dalga boyu 480 nm (Excitation) ve 560 nm
(Emission) olarak uygulanmistir. Analitik sistem Kolon firin sicakligi 50°C, mobil faz akis

hiz1 1.25 mL/dak, enjeksiyon hacmi ise 20 pL olarak ayarlanmistir.

2.3.3 Biyodagihm Cahismalari

Doksorubisin  yiiklii manyetik nanopartikiil formiilasyonunun biyodagiliminin
belirlenebilmesi i¢in doksorubisinin uygulama dozu 25 pg Dox igeren DANP formiilasyonu
dikkate alinarak nanopartikiiller farelere intravendz (i. v) uygulamada 100 pL olacak sekilde i.
v yoldan verilmistir. Nanopartikiil uygulamasini takiben karaciger bolgesine yarim saat
siireyle 0. 1 Tesla kuvvetteki neomidyum miknatis tutulmustur. Ardindan 1. ve 3. saatlerde
(n=3) fareler izofloran altinda sedasyona tabi tutulmustur. Floresan olarak (Aex 465 nm/Aem
600 nm) in vivo goriintiileme sisteminde fareler goriintiilenmistir. Farelere siire bitiminde 80
mg/kg ketamin ve 5 mg/kg Xylazine dozlari intraperitonel yoldan uygulanmis ve sakrifiye
edilerek belirtilen organlar1 (kalp, bobrek, akciger ve karaciger) ve kardiyak kan ornekleri
toplanmigtir. Toplanan kardiyak kan 6rnekleri Edta’li tiiplere alinmigtir. Toplanan organlardan
ise IVIS goriintiileri alinmistir. Organlar ve kan oOrnekleri Ultraturrax araciligiyla PBS
icerisinde 8000 rpm / 2 dk tutularak homojenize edilmistir. Homojenizasyon islemlerinden
sonra tiim organ ve kan orneklerinde HPLC analitik sistem cihazi kullanilarak doksorubisin
analizi yapilmis ve ilacin biyodagilimi belirlenmistir. Biyodagilim arastirmalart i¢in 6-8

haftalik toplam 6 adet CD1 erkek-disi fare kullanilmistir.

2.3.4 Farmakokinetik Calismalar

Farmakokinetik analizler i¢in farelere i. v yoldan nanopartikiiller verilmistir.
Nanopartikiil uygulamasmin ardindan karaciger bolgesine miknatis tutulmustur. Fareler

metabolizma kafeslerine konulmuslardir. Farelerden belirli siirelerde (15. dk, 30. dk, 1. sa, 3.
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sa, 9. sa, 18. sa ve 24. sa; n=3) alinan kan, idrar ve feces orneklerinde HPLC ile ila¢ analizi
gerceklestirilmistir. Sonrasinda fareler sakrifiye (80 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg Xylazine
dozlar1 uygulanarak) edilmistir. Sakrifiye edilen farelerden alinan kan, idrar ve feges
orneklerinde’de HPLC ile ilag analizi gergeklestirilmistir.llacin farmakokinetik dzelliklerinin
belirlenmesi amaciyla “Hayvanlarda Farmakokinetik Calismalarin Yonetimi” kilavuzu takip
edilerek caligilmistir. Bu Kilavuza gore farmakokinetik analizler i¢in maddenin dagilimi,
eliminasyonu, adsorpsiyonu ve metabolizmasi arastirilmistir. Farmakokinetik arastirmalar i¢in

6-8 haftalik toplam 21 adet CD1 erkek-disi fare kullanilmustir.



24

3 SONUCLAR VE YORUM

3.1 HPLC Validasyon Calismalari

HPLC analizi validasyonu ¢aligmalarinda LOD-LOQ), tekrarlanabilirlik, dogrusallik ve

secicilik paremetreleri ¢alisilmistir.Bu caligmalarin sonuglar1 asagidaki gibidir.

LOD — LOOQO (Tespit ve Tespit Alt Simirlari)

Sinyal/giiriiltii (S/N) oranlar1 baz alinarak hesaplanmalar1 yapilmaktadir. LOQ (limit of
quantitation) yani tespit alt sinir1 degeri 17,24 ng/mL, LOD (limit of detection) yani tespit
siir1 degeri ise 5,17 ng/mL olarak hesaplanmistir. Bu sonuglarin diger tiim sonuglarla uyumlu

oldugu belirlenmistir.

Giin ici Dogruluk & Kesinlik & Geri kazanim

Tekrarlanabilirlik parametresi diisiik derisim i¢in 100 ng/MI, orta derisim i¢in 500
ng/mL ve yiiksek derisim i¢in 2500 ng/mL konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler analitik

sisteme 5’er kez enjekte edilmistir. Sonuglar agagidaki Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1 Doksorubisine ait giini¢i tekrarlanabilirlik parametreleri.

DUSUK
DERISIM

Hesaplana
n Derisim
104,196

99,286

98,970

102,339

104,098

101,778

2,532
2,488

1,778

(100ng/mL)

%Geri
Kazanim

104,196

99,286

98,970

102,339

104,098

101,778

2,532
2,488

1,778

ORTA
DERISIM

Hesaplana
n Derisim
569,486

559,734

567,847

562,817

561,651

564,307

4,170
0,739

12,861

(500ng/mL)

% Geri
Kazanim

113,897

111,947

113,569

112,563

112,330

112,861

0,834
0,148

2,572

Analitik Standart: Doksorubisin

YUKSEK
DERISIM

(2500 ng/mL)
Hesaplana %  Geri
n Derisim  Kazanim
2397,917 95,917
2394,684 95,787
2421,159 96,846
2410,760 96,430
2399,850 95,994
2404,874 96,195
10,924 0,437
0,454 0,018
-3,805 -0,152

Giinleraras1 tekrarlanabilirlik ¢aligmasi i¢in ise 3 ayr1 giinde 3’er enjeksiyon olarak

belirlenen diisiik, orta ve yiiksek derisimde ¢alisilmistir. Bulunan sonuglar asagidaki Tablo

3.2-3.3-3.4-3.5° de verilmistir.
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Tablo 3.2 Doksorubisine ait 1. giin tekrarlanabilirlik parametreleri.

N 1. enjeksiyon
N 2. enjeksiyon
N 3. enjeksiyon
Ortalama

SD

% RSD
%Sapma Glinigi

DUSUK DERISIM
(100 ng/mL)
Hesaplanan %  Geri
Derigim Kazanim
100,173 100,173
100,782 100,782
104,075 104,075
101,677 101,677
2,100 2,100
2,065 2,065
1,677 1,677

ORTA DERISIM
(500 ng/mL)
Hesaplanan %  Geri
Derisim Kazanim
524,498 104,900
518,287 103,657
523,145 104,629
521,977 104,395
3,266 0,653
0,626 0,125
4,395 0,879

Analitik Standart: Doksorubisin

YUKSEK DERISIM
(2500 ng/mL)
Hesaplanan % Geri
Derigim Kazanim
2380,570 95,223
2380,878 95,235
2386,172 95,447
2382,540 95,302
3,149 0,126
0,132 0,005
-4,698 -0,188

Tablo 3.3 Doksorubisine ait 2. giin tekrarlanabilirlik parametreleri.

N 1. enjeksiyon
N 2. enjeksiyon
N 3. enjeksiyon
Ortalama

SD

% RSD
%Sapma Gilinigi

DUSUK DERISiM
( 100 ng/mL)
Hesaplanan % Geri
Derisim Kazanim
96,812 96,812
101,647 101,647
103,045 103,045
100,501 100,501
3,271 3,271
3,255 3,255
0,501 0,501

ORTA DERISIM
(500 ng/mL)
Hesaplanan % Geri
Derigim Kazanim
522,250 104,450
512,768 102,554
533,130 106,626
522,716 104,543
10,189 2,038
1,949 0,390
4,543 0,909

Analitik Standart: Doksorubisin

YUKSEK DERISIM
(2500 ng/mL)
Hesaplanan % Geri
Derisim Kazanim
2409,189 96,368
2396,834 95,873
2409,467 96,379
2405,163 96,207
7,214 0,289
0,300 0,012
-3,793 -0,152
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Tablo 3.4 Doksorubisine ait 3. giin tekrarlanabilirlik parametreleri.

DUSUK DERISIM ORTA DERISIM YUKSEK DERISIM
(100 ng/mL) (500 ng/mL) (2500 ng/mL)

Hesaplanan % Geri  Hesaplanan % Geri  Hesaplanan % Geri
Derisim  Kazanim  Derisim  Kazanim  Derisim  Kazanim

N 1. enjeksiyon 105,910 105,910 509,948 101,990  2445,545 97,822
N 2. enjeksiyon 105,226 105,226 500,594 100,119  2344,883 93,795

N 3. enjeksiyon 102,557 102,557 502,617 100,523  2353,290 94,132

Ortalama 104,564 104,564 504,386 100,877  2381,239 95,250
SD 1,772 1,772 4,922 0,984 55,849 2,234
% RSD 1,695 1,695 0,976 0,195 2,345 0,094
%Sapma Giinigi 4,564 4,564 0,877 0,175 -4,750 -0,190

1

Analitik Standart: Doksorubisin

Tablo 3.5 Giinlerarasi tekrarlanabilirlik paramatrelerinin karsilastiriimasi.

Diisiik Derisim (100 Orta Derisim(500 Yiiksek Derisim (2500
ng/mL) ng/mL) ng/mL)
Hesaplanan % Geri  Hesaplanan % Geri  Hesaplanan % Geri
Derisim  Kazanim  Derisim  Kazanim  Derisim  Kazanim

. Giin Ortalama 101,677 101,677 521,977 104,395  2382,540 95,302

2. Giin Ortalama 100,501 100,501 522,716 104,543  2405,163 96,207
3. Giin Ortalama 104,564 104,564 504,386 100,877  2381,239 95,250

Ortalama 102,247 102,247 516,360 103,272  2389,648 95,586
SD 2,091 2,091 10,376 2,075 13,453 0,538
%RSD

Giinlerarasi 2,045 2,045 2,009 2,009 0,563 0,563
Tekrarlanabilirlik

%Sapma

Gilnlerarasi 2,247 2,247 3,272 3,272 -4,414 -4,414

Tekrarlanabilirlik

Analitik Standart: Doksorubisin
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Dogrusallik

50 ile 2500 ng/mL arasinda secilen 5 farkli konsantrasyondaki standart ¢dzeltinin, pik
alan degerlerinin konsantrasyon degerlerine karsi grafige gecirilmesiyle kalibrasyon egrisi
olusturulmustur.Regresyon parametrelerinin degerleri R2=0,991 ve a
=132,99 seklindedir,bulunan degerler y = ax denklemi ile hesaplamalar1 yapilmistir.Sekil
3.1’de ilgili grafik verilmistir.

350000

300000 4

250000 -

200000 -

150000 -

100000

S0000 - y = 132.99x
R® =0.9914

0 500 1000 1500 2000 2500

Sekil 3.1 Doksorubisinin doku validasyonuna ait standart grafigi.

Secicilik

Sekil 3.2’de verilmis olan Kor doku numunesi ile Sekil 3.3’ daki Doksorubisin
standardina ait kromatogramlarin karsilastirilmasi, Sekil 3.4° de verilmis olup Dokrorubisine

ait alikonma zamanu ile ilgili olarak herhangi bir sinyal gozlemlenmemistir.
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Sekil 3.4 K6r numune ile doksorubisin standartinin kromatogramlarin karsilastirilmasi.
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3.2 Biyodagihim Calismalari

Saglikli CD1 fareler tizerinde gergeklestirilen biyodagilim ¢aligmasinda intravendz yol
kullanilarak 30 dk siiresince 0,1 Tesla kuvvetinde neomidyum miknatis uygulanmistir.
Uygulama sonrasinda 1. ve 3. saatin bitiminde sakrifiye edilen farelerden elde edilen bobrek,
kalp, akciger ve karaciger iizerinde ex vivo IVIS goriintiilemesi gerceklestirilmistir. Toplanan
organlara iliskin ex-vivo IVIS goriintiileri Sekil 3.5 ve 3.6 ’de verilmekte olup, goriintiilerde
yer alan organlar soldan saga kalp, akciger, karaciger, bobrek seklindedir. Zamana bagl
olarak DANP formiilasyonunu gozlemlemek iizere 1. ve 3. saatin bitiminde elde edilen VIS
goriintiileri karsilastirildiginda, karacigerde daha fazla biriktigi tespit edilmistir. Bunun yani
sira, degerlendirilmeye alinan saat dilimlerinde kalpte ve akcigerde 1s1ma gozlemlenmemis,

ancak miknatisin yogun olarak tutuldugu karaciger bolgesinde 1s1ma gézlemlenmistir.

Epifluorescence

Radiant Efficency
[secjcm3fsr,

)

Color Scale

Min = 9.58e6
Max = 1.797

Sekil 3.5 DANP formiilasyonun i. v. yolla uygulama yapilan CD1 farelerin 1 saat sonunda
sakrifikasyonunu takiben ¢ikarilan kalp, akciger, karaciger ve bobrek dokulariin IVIS goriintiileri.
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Sekil 3.6 DANP formiilasyonun i. v. yolla uygulama yapilan CD1 farelerin 3 saat sonunda
sakrifikasyonunu takiben ¢ikarilan kalp, akciger, karaciger ve bobrek dokularinin IVIS goriintiileri.

Lacava vd. yaptig1 ¢alismada, disi Isvicre farelerinde manyetik rezonans kullanarak,
dekstran kapli manyetik nanopartikiilerin intravendz enjeksiyonu sonrasi biyolojik dagilimini
ve kinetik egilimini aragtirmistir. Enjeksiyon bitiminden 90 dakika sonra sakrifiye edilen
farelerden kan ornekleri, beyin, kalp, bobrek, akciger, karaciger ve pankreas toplanmistir.
Yapilan inceleme sonucu toplanan organlardan beyin, kalp, bobrek, akciger ve pankreas’ta
herhangi bir manyetik rezonans sinyalinin alinamadigi goriilmiistiir. Karaciger ve dalak’ ta
manyetik nanopartikiillerin kiitlece %47’sinin tutuldugu belirlenmistir. (Lacava et al. , 2002).
Bagka bir ¢alisma olarak; Jain vd. tarafindan, erkek Sprague-Dawley siganlarina oleik asit ve
Pluronic kapli demir oksit MNP’lerinin intravenéz olarak gergeklestirilmesine iliskin
uygulamalari incelenmistir. Fareler intravendz uygulama sonrasinda belli siirelerde sakrifiye
edilerek bazi organlar (beyin, dalak, bobrek, kalp, akciger ve karaciger) alinmistir. Alinan
organlar tizerinde alt1 saat sonunda gerceklestirilen analizlerde, en fazla nanopartikiillerin
karacigerde  biriktiginin  gbzlemlendigi  goriilmektedir.  Karacigere demir  oksit
nanopartikiillerin enjekte edilmesinden 3 hafta sonra demir seviyesi enjekte edilen dozun
yaklasik %50’sine tekabiil ettigi tespit edilmistir. Karaciger dokusuna kiyasla bobrek
dokusunda ¢ok az manyetik nanopartikiilin birikimine bagli olarak diisiik manyetizasyon
varligi gozlemlenmistir (Jain, Reddy, Morales, Leslie-Pelecky, & Labhasetwar, 2008).

Bunun yani sira farelerden toplanan kan orneklerinde ve organlarda (kalp, akciger,
karaciger, bobrek) homojenizasyon islemi yapilarak HPLC ile etkin madde analizleri
gerceklestirilmis olup verilen ilacin biyodagilimi belirlenmistir. Tablo 3.6° da; HPLC analiz

verilerine gore intravendz uygulamanin 1. ve 3. saat sonundaki doksorubisin birikimlerinin
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sirasiyla karaciger, akciger, kalp ve bobrek organlarina iliskin % dagilim/mg verileri
goriilmektedir. Hesaplamalar her bir siire ve organa ait fare verilerinin ortalamasi alinarak
yapilmis olup tablo degerleri olusturulmustur. intravendz uygulamanin gerceklestirilmesinden
1 saat sonra doksorubisinin karacigerdeki dagilim seviyesinin %59,92 dagilim/mg organ
olarak goézlemlendigi, akcigerdeki oranin %17,89, bobrekte %16,95 ve kalpte %5,25
degerlerinde oldugu gorilmistiir. 3 saat sonundaki doksorubisinin dagilimi incelendiginde
karacigerde %40,45’e diistiigii ve diger organlarda ise dagiliminin arttigi belirlenmistir. Sonug
olarak bobrek’te %27,98, akciger’de %18,87 ve kalp’te %12,70 dagilim/mg organ

doksorubisin dagilimi goriilmektedir.

Tablo 3.6 Intravendz uygulama sonrasinda doksorubisinin 1 ve 3 saat sonunda organlarda
biyodagilimi (%dagilim/mg organ).

1 saat sonunda 3 saat sonunda
Organlar
%dagilim/mg %dagilim/mg
Karaciger 59,92 40,45
AKciger 17,89 18,87
Kalp 5,25 12,70
Bobrek 16,95 27,98

Niu vd. (2014) gergeklestirmis oldugu calismada, Dox ile birlestirilmis polilaktik-ko-
glikolik asit (PLGA) nanopartikiilleri hazirlayarak yiizeyini ayr1 ayri aside duyarli PEG ve
mannoz ile kaplamislardir. B16-F10 hiicrelerini subkutan olarak C57BL/6 farelere enjekte
ederek tiimér modeli olusturduktan sonra bu fareler iizerinde biyodagilim c¢alismasi
yapilmistir. Gergeklestirilen biyodagilim calismasi sonucunda bobrek, akciger , karaciger ve
dalakta 6zellikle yiizeyi mannoz kapli Dox igeren nanopartikiillerde yiiksek miktarda Dox
birikimi gézlemlenmistir (Niu et al. , 2014). Feng vd. tarafindan gergeklestirilen baska bir
calismada, mezo gozenekli silika nanopartikiilere doksorubisin yiiklenerek siganlar iizerinde
biyodagilim ¢alismasi yapilmistir. Siganlar, nanopartikiil intravendz olarak verildikten 2 saat
sonra sakrifiye edilmistir. Gergeklestirilen etkin madde analizi sonucunda Dox birikiminin
organlardan en ¢ok karacigerde oldugu gozlenmis olup, ardindan doksorubisinin sirasiyla

bobrek, kalp ve akcigerde biriktigi gozlemlenmistir (Feng et al. , 2014).
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3.3 Farmakokinetik Calismalari

Belirli zaman dilimlerinde (15 dk, 30 dk, 1 sa, 3 sa, 9 sa, 18 sa ve 24 sa) DANP
formiilasyonunun intravendz yol ile uygulandiktan sonra plazma ornekleri toplanmustir.
Toplanan plazma o6rneklerinde doksorubisin tayini i¢gin HPLC cihazi kullanilarak ilaglarin
zamana baglhh plazma konsantrasyonlari belirlenmistir. Sekil 3.7 ’de Doksorubisinin
intravenéz uygulamasi sonrasinda zamana bagli plazma konsantrasyonu verilmektedir.
Phoenix WINNONLIN 7. 0 (Pharsight, USA) programi ile kan 6rneklerinden elde edilen
sonuclara iliskin nonkompartmental farmakokinetik degerlendirilmistir.  Intravendz
uygulamasi sonrasinda, doksorubisinin plazmaya karsi elde edilen konsantrasyon grafikleri,
yartlanma omrii (t1/2), klirens (Cl_F_obs) ve dagilim hacmi (Vz_f obs) gibi parametrelerine

yonelik sonuglar Tablo 3.7 ve 3.8 ’de verilmistir.

14,00 -
12,00
10,00

8,00

6,00

4,00

Plazma Konstrasyon (ug/mL)

2,00 -

0,00

0 5 10 15 20 25
Zaman (sa)

Sekil 3.7 Doksorubisinin intravendz uygulamasi sonrasinda zamana bagli plazma konsantrasyonu.
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Tablo 3.7 Doksorubisinin intravenéz uygulamasina ait farmakokinetik parametreleri.

0.0306 22633 1 12.33 0.4932 146.45 280.655

Tablo 3.8 Doksorubisinin intravenz uygulamasina ait farmakokinetik parametrelerin devama.

47. 818509 2. 909 0. 0891 1491. 112 9094. 279 10. 1818  32.404

Intravendz uygulama sonrasinda, toplanan idrar ve feces drneklerinde zamana bagl

doksorubisin konsantrasyonlar1t HPLC ile tayin edilmis olup Tablo 3.9 *da verilmistir.

Tablo 3.9 intravendz uygulama sonrasinda doksorubisinin zamana bagli idrar ve fegesteki miktarlari

(dox pg/ drnek mg).

Zaman (sa)  Idrar (dox pg/ 6rnek mg)  Feces (dox pg/ 6rnek mg)
0,25 ornek toplanamadi ornek toplanamadi

0,5 ornek toplanamadi ornek toplanamadi

1 ornek toplanamadi ornek toplanamadi

3 0,027 0,904

9 0,039 1,606

18 0,054 0,189

24 0,135 3,045

flgili tabloda goriildiigii iizere idrar ve feces ornekleri 15 dk, 30 dk ve 1. saatte
toplanamamistir. Doksorubisin atilim oranlari incelendiginde; idrarda dox atilim oraninin 24.
saate kadar artarak devam etmekte oldugu, fegeste ise zamana bagli dox atiliminin, 18. saat

haricinde arttig1 ve 24. saatte maksimum atiliminin gergeklestigi goriilmiistiir.

Plazmadaki maksimum doksorubisine ulasma zamani yani Tmax degeri, 1 saat olarak
tespit edilmistir. Bobde vd. yaptigi1 ¢alismada, doksorubisin yiikli ve yiizeyi PEG kapli N-

2hidroksipropil metakrilamit polimerik miseller hazirlanarak gergeklestirdikleri ilag tasiyici



36

sistemine iliskin farmakokinetik parametreler incelendiginde Tmax degerinin yine 1 saat
oldugu gorilmektedir (Bobde, Patel, Paul, Biswas, & Ghosh, 2021). Gergeklestirilen

caligmada elde edilen Tmax degeri literatiir ile uyumludur.

Intravendz uygulama sonrasi doksorubisinin yarilanma omrii literatiirde 20-48 saat
olarak bildirilmistir (Pfizer). Yapilan degerlendirmelerde intravendz uygulama sonrasinda
DANP formiilasyonunun, sistemik dolasima katilmasiyla viicudun tiimiine dagilmasi
gerceklestigi i¢in yarilanma Omriiniin 22,63 saat oldugu gozlemlenirken, portal ven

uygulamasinda ise bu degerin 9,3 saat oldugu gézlemlenmistir.
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4 GENEL DEGERLENDIRME

Biyodagilim ¢aligsmasi i¢in CD1 farelerden toplanan kalp, akciger, karaciger ve bobrek
dokularina ait olan IVIS goriintilleri karsilastirildiginda zamana bagli olarak DANP
formiilasyonunun karacigerde daha fazla biriktigi gézlenmistir. DANP formiilasyonun i. V.
yolla uygulama yapilan CD1 farelerin 1 ve 3 saat sonunda sakrifikasyonunu takiben ¢ikarilan
kalp, akciger, karaciger ve bobrek dokularinin IVIS goriintiileri karsilastirildiginda ise yine
yogun olarak karaciger dokusunda isima goriilmiistiir. Ayrica toplanan organlarda ve kan
orneklerinde homojenizasyon islemi sonrasi gergeklestirilen HPLC ile yapilan analiz
verilerine gore doksorubisin’in karacigerde 1 saat sonunda en yiiksek dagilim seviyesinde
oldugu, 3 saat sonundaki dagilim incelendiginde ise karacigerdeki dagilimin diistiigi ve diger

organlardaki dagilimin ise arttig1 goriilmektedir.

Doksorubisin’in  intravenéz uygulamasi sonrasinda zamana bagli plazma
konsantrasyonundaki maksimum Dox’a ulasma zamani Tmax 1 saat olarak bulunmustur.
Doksorubisin intravendz uygulamasina ait farmakokinetik parametrelerinde yarilanma
omriiniin 22,633 saat olarak tespit edilmistir. Intravenéz uygulama sonrasinda doksorubisinin
zamana bagl idrar ve fecesteki miktarlari ise 24 saat’e kadar atilim oraninin artarak devam

ettigi yapilan HPLC analizi ile tespit edilmistir.

Elde edilen tiim sonuclar dikkate alindiginda, karaciger kanseri tedavisine yonelik
gelistirilen ilag tasiyici sistemin saglikli fareler lizerinde karacigerde birikme oranin yiiksek
oldugu gorilmistir. Hedefli ila¢ tasiyic1 sistem tercih edilme ve kullanilma amacini
desteklemistir. Sonu¢ olarak karaciger kanseri tedavisi i¢in potansiyel oldugu
diisiiniilmektedir. ileri deneylerin yapilmasi uygun oldugu diisiiniilmektedir. Biyodagilim ve
Farmakokinetik ¢aligmalarimiz degerlendirildiginde bulunan sonuglarin, Literatiir bilgisi ile

uyumlu oldugu gézlenmistir.
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