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OZET
YENi SENTEZ EDIiLEN NANO-KARMOFUR BIiLESIiGININ iNSAN AKCiGER
KANSERI UZERINDEKIi ETKILERININ INCELENMESI
Emre COMLEKCI

Biyoloji Anabilim Dah, Mays, 2017
Damsman: Prof. Dr. Hatice Mehtap KUTLU

Giiniimiizde 6ldiirticti  hastalklar arasmda ik sralarda kanser aklmiza gelmektedir.
Kanser, tedavi slirecinde hastalara biiylik zorluklar yasatan ve tedavisi ¢ok pahali olan bir
hastaliktr. Akciger kanseri diinyada yaygm goriilen kanser tiirlerinden biridir ve diinya
genelinde en ¢ok Oliime sebep olan kanser tiirli olarak kabul edilmektedir. Bu durumun
en Onemli nedeni olarak hastalarm ileri evrede doktora gitmesi ve geciken teshis
gosterimektedir. Tirkiye'de, erkeklerde akciger kanseri goriilme oram %62, kadmlarda
ise %5°tir. Kanser tedavilerinde ajanlara karsi direng sik¢a goriilen bir durumdur. Bu
ylizden kanser tedavisi i¢in yeni ajanlara ihtiyag duyulmaktadr. Antineoplastik ilaglar;
secicilikleri kisith, terapotik indeksleri dar, toksisiteleri fazla, antiproliferatif etkiyi
amaglayan, immun sistemi baskilayan ajanlardwr. Karmofur ya da HCFU (1-
hexilcarbamoyl-5-florouracil), meme kanseri ve kolorektal kanser tiplerinin tedavisinde
antineoplastk ajan olarak kullanlan bir pirimidin  analogudur. Bununla  birlikte,
karmofur ¢ok giichi bir asit seramidaz (AC) inhibitoridir. Seramidazlar kanser
hiicrelerinin ~ sagkalmmni, biiylimesini ve Olimiinii  etkilemektedirler. Asit seramidaz
aktivitesinin  inhibisyonu antineoplastkk ajanlar ve radyasyon etkilerme karsi timor
hiicrelerini duyarh hale getirmektedir. Kanser tedavisinde kullandlan daha az olan ve
disik dozlarda  sitotoksisite  gosteren yeni ilaglarm  gelistirilmesine  ihtiyac
duyulmaktadr. Kanser tedavilerinde yeni yaklagmlar, kanserli hiicrelere yeni tedavi
ajanlarmm sokulmasi, en az yan etkiye sahip olan ajanlarm segilip gelistirilmesini
amaglamaktadrr. Bu cahsmamizda akciger kanserinin tedavisi icin karmofurun ve yeni
gelistirilen karmofur yikli katt lpid nano formulasyonun potansiyel sitotoksik,
proapopotik, antiproliferatif etkileri ve sebep olabilecegi morfolojik ve ince yapisal
degisiklikler kiicik hiicreli mnsan akciger adenokarsinoma hiicre hatti (A549) lizerinde

aragtrilmigtur.

Anahtar Kelimeler: Karmofur, kati1 lipid nanopartikiil, Akciger kanseri, A549.



ABSTRACT

THE NEW SYNTHESIZED NANO CARMOFUR COMPOUND, TO EXAMINE
THE EFFECTS ON HUMAN LUNG CANCER

Emre COMLEKCI
Department of Biology,
Anadolu University, Graduate School of Science, May, 2017
Supervisor: Prof.Dr. Hatice Mehtap KUTLU

Today, cancer comes to mind in the first place among fatal diseases. Cancer patients who
experienced great difficulties in the treatment process and treatment of a disease which is
very expensive. Lung cancer is one of the type common cases in the world, and the world
is accepted as forms of cancer which causes the most deaths worldwide. This is the most
important cause of the condition, the doctor delayed diagnosis in patients with advanced
stage and is shown. In Turkey, the incidence of lung cancer in mans is abot %62 and %5
in womans. There is a fact that resistance to widely used chemotherapeutics occurs
frequently. Thus novel agents for cancer treatment are required. Antineoplastic drugs;
selectivity are limited, narrow therapeutic index, toxicity more are effective
immunosuppressive agents aimed at the anti-proliferative effect. Carmofur or HCF of (1-
hexilcarbamoyl-5-fluorouracil), for the treatment of types of breast cancer and colorectal
cancer used used as antineoplastic agent is a pyrimidine analog. Carmofur is known to
induce leukoencephalopathy. However, carmofur is a very potent inhibitor of acid
ceramidase (AC). Ceramidase, survival of cancer cells, affects the growth and death.
Prevention of acid ceramidase activity, making antineoplastic agents and sensitive tumor
cells against radiation exposure. Several side effects are known in some of
chemotherapeutics used to treat cancer. Therefore, no side effects and low doses indicates
that the cytotoxicity is need for the development of new drugs. New approaches in cancer
therapy, the introduction of new therapeutic agents to cancer cells, which aims at
developing selected agents with minimal side effects. In this study, the carmofur for the
treatment of lung cancer and a newly developed carmofur loaded solid lipid nano-
formulation, potentially cytotoxic, proapoptotic, antiproliferative effects, it may cause
morphological and subtle structural changes in non-small cell human lung cancer will be

studied on adenocarcinoma cell line.

Keywords: Carmofur, Solid lipid nano, Lung cancer, A549.
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1.GIRIS

Kanser, hiicre biliylime ve bolinmesini kontrol etmekte olan genlerin hasar
gormesi ile meydana gelen, Olim sebeplerinin ik swralarmda yer almakta olan Kritik,
karmasik ve Onemli bir hastaliktr. Kanserin en onemli tammsal 6zelligi, viicudun cesitli

bolgelerinde ortaya cikan ve difer organlara yayilabilen anormal hiicre bolinmeleridir
[1].

Kanser, ginimiizde biitlin diinya {ikeleri i¢in biiylkk bir sorun olusturan
hastalklar arasmda basi ¢cekmektedir. Diinya Saghk Orgiitine (WHO) bagh Uluslararasi
Kanser Arastrmalart Kurumunun (IARC) 2030 yih i¢in ortaya koydugu ongériiye gore,
kanser Olim nedenleri arasmda ilk swayr alacaktw. Yapilan bilimsel arastrmalar ile
kanserin teshis orant siirekli bir sekilde artarken kanser kaynakh 6liim orani hemen hemen
sabit kalmaktadr. Bu durum, kanserin maglup edilebilir bir savas olabilecegi bakmmmndan
umut verici olmaktadr [1]. Akciger kanseri halen diinyada en onemli 6liim sebeplerinin
basmda yer almaktadr ve akciger kanseri 20. yiizylln basnda nadir goriilmekte olan bir
hastalikken sikhg gittikge artmis ve 2008 yilinda tim dinyada 1.6 milyon yeni akciger
kanseri hastas1 kaydedimistir [2,3]. 2010 yiinda ise tiim diinyadaki kanser oOliimlermnin
%19 undan akciger kanserinin sorumiu oldugu tespit edilmistir. Akciger kanseri onkoloji,
goglis cerrahisi, gOglis hastalklary, radyoloji, niikleer tip, radyasyon onkolojisi, gibi
birgok anabilim dalni ilgilendiren giincel bir hastaliktr [3]. Kiigiik hiicreli akciger
kanseri ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak iizere temelde iki grupta
incelenen akciger kanserinin en yaygm olam Kiigik hiicreli dis1 akciger kanseridir
(KHDAK) ve tiim akciger kanserlerinin yaklasik %80’mni olusturmaktadwr. Bu grupta
bulunan hastalarm tgte birinden daha az hastaliga erken evrede yakalanabilmektedir.
Kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ise tiim akciger tiimdrlerinin yaklasik %15’ini
olusturmaktadr. Bunlarm da yaklasik 1/3°t4 smrh evrededir. Kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanserinden (KHDAK) daha hizh tiimdr ikilenme zamanma sahip olmasi ve buna bagh
uzak metastazlarm erken gelisimi, kemoterapi ve radyoterapiye dramatik yamt vermesi

ile ayrilir ve evreleme sistemi de farkh goriilmektedir [2,3].

Akciger dokusunda olusan bu hastaligm teshis ve tedavisi konusunda yapilan
cahsmalarda akciger ve dokusunun yapist ve fonksiyonlarmi bilmek gerekmektedir. Sag
ve sol olmak lizere iki pargadan olusan akcigerler gogiis boslugunda bulunmaktadilar.



Bu pargalar koni seklinde olmakla birlikte iist kisimlar dar alt kisimlar ise daha genistir.
Akcigerlerde kaburga yiizii, diyafram yiizii ve mediastinum yiizii olmak {iizere ii¢ adet yiiz
bulunmaktadr. Mediastinum yiiziinde akcifer gobeg (hilus pulmonis) bulunur ve
buradan ana brons, akciger arteri, sinirler, iki adet akcifer veni ve lenf damarlar1 gecer.
Ana brons akcigere grdiginde bronglara ayrilarak dallanma yapar ve brons agacmi
meydana getirirler. Sag akciger ii¢ (s, orta, alt), sol akciger ise iki (iist, alt) lobludur,
bunlar da ¢ok sayda lobguk igcermektedir. Lobguklardaki bronsguklar uzun alveol
borularma ayrimaktadr. Alveol ve kapiller arasmda gaz ahgverisi gerceklesmektedir.
Alveoller akcigerde solunum gorevini yerine getirirken, bronglar hava tasima isini
yaparlar [4]. Akciger kanserleri bronglari kaplayan hiicrelerde, brongiyoller ve
akcigerlerin alveoller gibi bolimlerinde baslayabilir [5]. Akciger kanseri olusumunun
%94’tinden tiitlinden kaynaklanan dumanmm sorumlu oldugu belirtilmektedir ve yine
akciger kanseri sebepli Oliimlerin pek ¢ogunun tiitinden kaynaklanan duman ile iliskisi
mevcuttur. [6]. Titin dumannmn solunum yolu ile viicuda almmasi, solunum yolu
epitelinde kahci degisikliklere sebep olmaktadr. Akciger kanserinde erken taniya yonelik
yapiimakta olan c¢ahsmalar erken tam ile sagkalmda iyillesme saglanamadigm
gostermektedir. Buna sebep olarak, akciger kanseri klink anlamda kiiclik boyutta tespit
edilse dahi akciger kansermin erken doneminde metastaz yapmus olma ihtimal
gosterilmektedir. Sonugta akciger kanserini malign timor gelisim riskinin arttigi evrede
iken tespit etmek gerekmektedir [7]. Akciger kanseri klink anlamda tam almig ise, olusan
kaltsal degisikliklerin arastmildi®i cahsmalarda brons epitelinde goriilen kaltsal
degisikliklerm  preneoplastik  degisimin  temelini  olusturdugu  diisiincesini  akla
getirmektedir. Uzun siireli olarak Kkarsinojenlere maruz kalnmasi kaltsal yapida hasar
meydana getirerek hiicre ¢ogalmasmm kontrol edildigi genlerde degisikliklere sebep
olarak DNA diizeyinde mutasyon ve delesyonlar ile RNA diizeyinde kanserle iliskisi olan
genlerde ekspresyonlar meydana getirmektedir [8]. Sigara kullanmm solunum yollarmda
sistemk ve Ilokal bagisikligm azalmasma yol ag¢maktadwr. Bununla birlikte kanser
hastalign sigara kullanan kisilerin solunum yollarinda, sigara kullanmm terk etmeleri
durumunda bile uzun yillar stirecek olan akciger kanseri ile meydana gelen molekiiler
degisiklikleri ortaya ¢ikarmaktadwr. Sigarann onkogenlerde artisa sebep oldugu ve tlimor
baskilayic1 genleri azalttigi birgok ¢alisma sonucunda belirtimistir [9]. Akciger kanseri
sigara kullanan kisilerde daha yaygm ve daha farkh genetikk hasarlar meydana



getirmektedir. pS53 mutasyonu sigara kullanan akciger kanserli kisilerde daha sik
gozlemlenmektedir. Ozellikle biiyikk hiicreli ve skumdz hiicreli akciger kanserinde, p53
gen mutasyonu adenokarsinomlara gore daha sk goriilmektedir. Adenokarsinomlu
hastalarda ve sigara kullanmu olan kisilerde sigara kullanmayan kisilere gore p53 ve K-
ras mutasyonu daha sk gozlenmektedir [10,11]. Akciger kanseri gelisiminde sigara
kullanmu ve sigaraya pasif olarak maruz kalma haricinde yas, wk, cinsiyet, meslek,
radyasyon, hava kirlili§i, daha Once gecirilmis akcifer hastalklary, diyet, viral
infeksiyonlarm ve immunolojik etkenlerinin de Onemli oldugu bilnmektedir. Kadmlarda
daha sk adenokarsmom gozlenmesi; Epidermal Growth Faktor Reseptorii (EGFR)
ailesinin tliyesi olan HER2 (EGFR2) 'deki mutasyonlarm daha sk goriilmesi ile iligkili
olabilir [12]. Akciger kanseri olgular yiiksek oranda ileri (evre 1V) veya lokal ileri (evre
1A, 1IB) evrede tespit edilmektedir [13]. Akciger kanseri direkt olarak genisleme veya
lenfatik dolasim yoluyla bolgesel yayimakta sinir (Brakial pleksus, rekiirren laringeal
sinir, frenik sinir bashca olmak iizere), vena kava superior gbi ana damar, organ
(perikard, plevra, myokard, ozefagus), diyafram ve gogiis duvari tutulumuna yol agarak
semptom ve bulgular sunabilir [14]. Kanser tedavilerinde kullanilan kematerapotikler,
normal hiicrelerin yenilenmesine ve tamir edilmesine olanak saglarken, aktif olarak
bolinen hiicreleri hedef alarak timorleri yok etmeyi amaglamaktadr. Bu ilaglar genel
itibariyle, direnci asabilmek ve sinerji olusturabilmek amaciyla aralkh olarak sik sk ve
yikksek dozlar halinde verilmektedir [15]. Kemoterapotik ajanlar farkh kanser tiplerinin
tedavilerinde kullamlmaktadr. Kematerapotik ajanlar; alkilleyiciler, antimetabolitler,
mitotkk inhibitérler, enzimler, antibiyotikler, hormonlar ve hormon antagonistleri gibi
kategorilere ayrilrlar ve tim bu ajanlarm etki mekanizmalar1 birbirinden farkliik
gostermektedir [16]. Antimetabolit ilaglar; folk asit, plrm ve pirimidin antagonistleri
olmakla birlikte, hiicre dongiisinin “S” fazma etkilidirler ve dolaysiyla kemik iligi, kil
kokleri ve spermatojenik hiicreler gibi hizh bolinmekte olan hiicrelerde goriilen ¢ogalma
potansiyeli yiiksek tiimorlerde etki gostermektedirler [17]. Antimetabolit ilaglar, hiicrenin
normal metabolitleri ile benzerlk gosterirler. Bundan dolay, enzimler benzerlik
gosterdikleri metabolitlerin yerlerine gecer veya aym rolii istlenerek aktiviteyi bloke eder
ve azaltrlar. Bunun disnda antimetabolitler, makromolekiillerin  iglerme  girmek
suretiyle, fonksiyonu bulunmayan bir makromolekili meydana getirebilirler [18].
Antimetabolitler smifindan pirimidin ~ antimetabolitleri, kanser hiicrelerinde  pirimidin



sentezini durdurmakta ve hiicrede DNA sentezi i¢in gerekli olan yapi taslarmdan birinin
cksilmesine yol ag¢maktadr. Pirimidin antimetabolitler grubuna giren  fluorourasil,
genellikle yavas biiyliyen solid tlimorlerin tedavisinde kullamimaktadr ve meme, over,
kolorektal,  pankreas, gastrik  karsinomlarm  vb.  lizerindeki  ¢aligiimalarda
kullanilmaktadir [19].

Florourasil, 2-deoksitimidilat (DTMP) sentezinde de etki gostermekte olan
urasilin  bir analogudur. Florodeoksiiiridin monofosfat seklinde Sahte bir niikleotide
dontistiiriilmektedir ve timidilat sentezi ile etkilesim gostermektedir ancak DTMP’ye
doniigtiirilememektedir. Sonug itbariyle DNA sentezi engellenirken RNA ve protein
sentezi engellenmemis olmaktadir. Florourasil genelde hastalara damar yolu ya da adele
ici yollarla verilir. Temel olarak, gastrointestinal sistem epitel hasari ve myelotoksisite
gbi istenmeyen etkilere yol acabildigi gibi serebellar rahatsizhklar da ortaya
cikarabilmektedir [20]. Karmofur, antneoplastik bir ajan olarak kullamlan bir
antimetabolit olan fluorourasilin bir tirevidir [21]. Karmofur, intraselliler olarak 5-FU
salabilen bir ilactr [22]. Kolorektal kanseri tedavisi i¢cin yapilan arastrmalarda klinikte
hali hazrda kullamimakta olan bir anti-neoplastik ila¢g olan karmofur, hiicre i¢i asit
seramidaz (acDaz) aktivitesinin ik nanomolar inhibitérii olarak tanmlanmustr. Bu
Onleyici etki, karmofurun anti-proliferasyon etkisnin vazgegilmez bir bileseni oldugunu
gostermekte olup karmofur'un 5-fluorourasil (5-FU) tretme kabiliyetinden bagmmsiz bir
gelismedir. Tim bunlarla birlikte, karmofur iskeletindeki yapisal degisiklikler, kanser
hiicresi ¢ogalmasmi mnhibe etmek i¢cin standart anti kanser ilaglar1 ile sinerjik olarak
hareket etmekte olan yeni bir aCDaz inhibitér seti tretmistr [23]. Pirimidin
antimetabolitler grubu igerisinde yer almakta olan 5-fluorourasilden tirev alan carmofur
bilesigi ile ilgli tiim bu Ozellklerden yola ¢ikilarak carmofurun kanser hiicreleri
tizerindeki ¢ok yonli antiproliferatif ve apoptotik etkileri A549 adenokarsinomik insan
alveolar bazal epitel hiicrelerinde incelenmistir. A549 hiicrelerine daha fazla miktarda
sokmak amaci ile karmofur yiikli kati lipid nanopatikiiller sentezlenip A549 hiicreleri
tizerindeki hiicre canliid, hiicre dongiisii ve ¢ekirdek, hiicre iskeleti ve membram iizerine
etkisi arastmimustr. Karmofur ve sentezlenen kati lipid nanopartikiil formunun AS549
kanser hiicresi icerisinde gerceklestirecegi etkilerinin arastwriimasi ve bu ajanlarm in vitro
uygulamasma yonelik bulgularm ortaya konulmasi amaciyla ve tiim dinyada en sk
goriilen kanser tiirli olmakla birlikte tedavi maliyeti de ¢ok yikksek olan akciger kanseri



hastahgmnin tedavisi i¢in yeni bir potansiyel ilag ve ilag gelistirme yaklagmu sunulmasi
maksadiyla antineoplastic bir ajan olan karmofurun bu c¢ahsmada yeni sentezledigimiz
lipid nanopartikill formunun, A549 adenokarsinomik insan alveolar bazal epitel
hiicrelerinin  canhlig, morfolojisi, ince yapist tlizerine sitotoksik, antiproliferatif ve

apoptotik etkileri ¢ok yonlii olarak arastrilmistir.



2. GENEL BILGIiLER
2.1. Kanser

Kanser kelimesi viicudumuzun cesitli organlari ve dokularmda bulunan hiicrelerin
kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalmasi sonucunda meydana gelen 100’den fazla hastaligt
tanimlamaktadr ~ [24]. Viicudumuzda  bulunan  tiim  organlar  hiicrelerden
olusmaktadirlar. Hiicreler, viicudumuzun en kiiclik yapitaslaridr ve ancak mikroskop ile
goriilebilmektedirler.  Saghkli  viicut hiicrelermin  (kas ve sinir hiicreleri  harig)
boliinebilme  yetenekleri bulunmaktadr. Olen hiicrelerin  yenilenmesi  ve  yaralanan
dokularn  (viicut i¢i ve  disndaki) onarimast  amact ile  bolinebilme
yeteneklerini  kullanmaktadilar. Ancak bolinebilme yetenekleri de smrhdwr. Hiicreler
sonsuz sekilde bolinemezler. Her hiicrenin yasamu boyunca belli bir boliinebiime sayisi
mevcuttur. Saghkh bir hiicre gerektigi yerde ve gerektigi kadar bolinecegini bilmektedir.
Buna karsm kanser hiicreleri, bu  kontrolli bolinebilme bilincini kaybetmektedir [25].
DNA’da meydana gelen mutasyon ve hasar sonucunda hiicreler anormal sekilde
bolinmekte ve g¢ogalmaktadirlar. Normal viicut hiicreleri tamir edilemeyecek bigimde
hasar gordiigi zaman hiicre Olimii (apoptosis) ile elimine edilmektedirler. Kanserli
hiicrelerde apoptosis olmamakta ve bu hiicreler gelisigiizel ¢ogalmakla birlikte anormal
bicimde biiyiiyerek Kitleler halinde timorleri olusturmaktadr. Olusan tiimérler iyi huylu
ya da kot huyln olabilmektedir. Kotii huylu olarak amlan tiimorler saghkh dokular
skistrabilmekte, iclerine dogru biiyliyebilmekte ya da tahrip edebimektedir. Kanser
hiicreleri bulunduklart doku ya da organda bulunan tiimorden ayriip lenfler ya da kan
dolagmu vasttasi ile viicudun diger bolgelerine yayilabilmektedir (metastaz). Yayilan
hiicreler gittikleri yerlerde yeni tiimor kolonileri olusturmakta ve biyiimeye devam
edebilmektedirler. Kanserde erken tam ¢ok o6nemlidir. Ozellikle meme, rahim agza ve
bagrsak kanserlermin erken tamsnda ulusal tarama programlart uygulamaktadir.
Kanserden korunmak i¢in basta titin ve alkol iirlinlerinden ve zararh c¢evresel
faktorlerden uzak durmak gerekmektedir. Ayrica diizenli spor yapmak, saghkh ve dogal

beslenmek kanser riskinin azaltilmasinda 6nemli rol oynamaktadr [24].



2.1.1 Kanserin sebepleri

Kanserde en ¢ok sorulan sorulardan ve arastmlan konulardan birisi de kanserin
sebeplerinin  neler oldugu olmustur. Kanserin sebebi ve olus mekanizmasi tam
bilinmemekle beraber yogun olarak yiiriitilen ¢ahsmalar ile son yillarda Gnemli bilgiler
elde ediimisti. Kanser bulagici bir hastalk degidir. Kanserlerin 1/3'tindeki sebepler
bilinmekte ve ¢ogu kanserin ¢ikismda gevresel faktorlerin rolii oldugu diistiniilmektedir.
Ancak genetikk faktorlerin de kanser olusumunda etken olabildigi bilinmektedir. Genel
olarak genetik baz faktorlerin temelinde cevresel karsinojenlerin (kanser yapici etken)
faktor oldugu ileri siiriilmektedir [26].

Baghca faktorler sunlardir:

Iyonize Radyasyon: Basta Iosemiler ve epitelyal kanserler olmak iizere iyonize
radyasyonun cesitli kanserlere yol agti@i Japonya'ya atilan atom bombasma maruz
kalanlarda, ankilozan spondilit hastaligi nedeni ile radyasyon verilenlerde ve diger cesitli
nedenlerle radyasyon alanlarda gosterilmistir. Burada onemli olan radyasyonun dozudur.

Losemiler en sk, atom bombasmin atimasindan 6-8 yil sonra ortaya ¢iknustir.

Ultraviyole 1smlar: Acik havada galisanlar, deri renkleri agik olan insanlar ve kontrolsiiz
bicimde giines 1s18na maruz kalan kisilerde deri kanserleri daha sk goriilmektedir.

Hava kirliligi: Hava kirliliginin tek basma veya sigara icimesi ile birlikte akciger
kanserlerinin yaklasik %10'unda rol oynadig1 bilinmektedir.

Kimyasal karsinojenler: Cesitli mesleklerde calsan insanlarm katran ve kOmiiriin yanma
urtinleri, benzen, naftilaminler, asbest, wvinil klorir, krom vb. maddelerle temas
etmelerinin kanser olusumuna yol actigi bilinmektedir. Ornegin, boya sanayiinde galisan
kisilerde mesane kanserleri, plastik sanayinde calsanlarda karaciger kanserleri katrann
kullamldigi alanlarda ¢ahsan kisilerde deri kanserleri, asbestle temasta bulunanlarda
mezotelyoma goriilmektedir. Mesleki sebeplere bagh olan bu kanserler tim kanser
tirlerinin %4 kadarmi olusturdugu samimaktadr. Ayrica kanser tedavisinde kullanian
bazi ilaglarm, organ nakillerinden sonra kullamlan bagisiklk sistemini baskilayan
ilaglarin da kanser olusturucu etkileri bilinmektedir.



Beslenme faktorleri: Sindirim sistemi kanserleri belirli  beslenme alskanlklart ile
dogrudan filigkilidir. Bu sebeple diisik yag ve yiksek lif igeren besinler tavsiye
edimektedir. Ayrica karsinojen oldugu bilinen katki maddelerinden de kagmilmalidir.

Sigara: Sigara ile akciger kanserinin iliskisi kesin olarak kantlanmustr. Sigara ayrica
larenks, agz boslugu, yutak, mesane ve pankreas kanserlerinin risklerini de

arttrmaktadir.

Alkol: Cok miktarda ve uzun siireli alkol tiiketimi agwz, yutak, grtlak ve yemek borusu
kanserlerinin  olusma risklerini arttrmaktadr. Fazla alkol tiiketenlerin bununla birlikte

sigara da i¢iyor olmasi bu kisilerde kanser olusumu tehlikesini daha da ¢ok arttrmaktadir.

Virusler: Virlisler bilinen en kiiglik mikroorganizmalardr ve insanlarda ¢esitli bulasict
hastaliklara yol agmaktadirlar. Baz viriislerin deney hayvanlarmda kansere sebep oldugu
bilinmektedir. Insanlarda da baz viriislerin kanserle iliskili oldugu bilinmektedir.
Ornegin, Hepatit-B viriisiiniin  karaciger kanseri ile Ebstein-Barr viriisiinin Burkitt
lenfoma ile iligkili oldugu bilinmektedir.

Genetik faktorler: Kanser tek basma genetik bir hastalk olarak goriilmemektedir. Fakat
cocuklarda goriilen bir g6z kanseri olan retinoblastom gibi bazi kanser tiirlerinde genetik
bir gecis goriilmektedir. Kendisi kanser olmayan baz ailevi hastalklarda da kanser
gelisimi  goriilmektedir. Kaln bagrsakta polipler vasitasiyla gergeklesen ailevi hastalk
buna 6rmek olarak verilebilir. Baz ailelerde ise, hi¢ bir genetik gecis olmamasma ragmen
bazi kanserler daha sik goriilmektedir. Ornegin, kalm bagrsak meme, mide kanserleri
gibi [26].

2.1.2. Kanser olusum mekanizmalari

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamus elektron igerdiklerinden
dolay1 oldukga reaktiftirler. Biyolojik sistemlerde mevcut olan en Onemli serbest
radikaller oksijenden olusan reaktif oksijen tiirleri olarak bilinmektedir (ROS). ROS’un
kanser oluisumunda farkh evreleri etkiledigi ve bunun sonucunda kanser olusumunda
pekcok rol istlendigi konusunda 6nemli kanitlar bulunmaktadr [27,28]. ROS olusumunu
ve bu olusumdan kaynaklanan hasarin Oniine gegebilmek icin viicutta bulunmakta olan

savunma mekanizmalarma antioksidan koruma sistemi (antioksidanlar) denilmektedir.



Hiicresel oksidan sisteme karst antioksidan koruma sistemi, gerekli dengeyi saglar.
Hiicresel oksidan sistemin asm yiklenmesi yiizinden bu kritik denge bozuldugu zaman
(oksidatif stres) ROS, hiicre hasart olusturur [29]. ROS kaynakh DNA hasarmmn
olusumunun temelinde Halliwel’e gore iki mekanizma bulunmaktadr: Bunlardan
birincisi direkt olarak hidroksil radikali tarafindan meydana getirlen DNA zncir K,
baz modifikasyonu ve deoksiriboz fragmentasyonudur. ikincisi, oksidatif stres sonucu
olusan endoniikleaz inaktivasyonu ile DNA fragmentasyonlarmm olusmasidr [30].
Ayrica ROS ve ROS olusumuna yol agan karsinojenler, biiylime destegi, biiylime
inhibisyonu ve apoptotik sinyal yollarmda etkisini gostererek, timoér olusumunu ve
gelisimini etkileyebilmektedir [31,32].

Normal dokulardan olusturulmus olan hiicre kiiltiirlerinin  tiimérlerden meydana
getirilmis  hiicre  kiiltiirlerne  gére farkh Ozellikleri gozlemlenmistir. Bu tiir  hiicre
kiiltiirleri  i¢in transforme olmus tammu kullandmaktadr. Transforme olmus bir hiicre
daha az kisith sartlarda biiyiimektedir ve genellikle sert bir zemine tutunma ihtiyaci
duymamaktadr, bu sebeple sekil itibariyle yuvarlak bir haldedirler. Transforme olmus
hiicrelerin serum ihtiyaclari azalmistr ve zeminde tek tabaka olusturmak yerine fokus
ismi verilen kitlesel bir yapi gostermektedirler [33]. Kanserin olusabimesi i¢cin genel
anlamda pekg¢ok genetik degisiklikler gerekmektedir. Nadir olarak kansere egilim mendel
kaltmm ile kaltimaktadw. Karsmojen ismi verilen pekgok ajan hiicrelerdeki
transformasyon sikh@m arttrmaktadr. Bazen bu karsinojenler timér gelisiminde
baglatic1 karsinojenler ve tesvik edici karsinojenler olarak ikiye ayriimaktadilar. Bu ikiye
ayriima durumu kanserde farkh evrelerin var olduguna isaret etmektedir. Karsinojenler
epigenetik degisikliklere veya sk olarak direkt ya da indirekt olarak hiicre genotipinin
degismesine sebep olmaktadirlar. Mutasyonlar1 durumunda transformasyona neden olan
iki adet gen smifi buluinmaktadr: Onkogenler oOncelikle viriislerin sahip olduklar1 ve
hedef hiicrelerde transformasyona neden olan genler olarak tanmlanmslardr. Viral
onkogenlerin normal hiicrelerde fonksiyon meydana getiren hiicresel olarak benzerleri
vardr. Protoonkogen ismi verilen bu hiicresel genlerin mutasyonlart veya anormal
aktivasyonlari, timor gelisimi ile alakahdr. Simdiye dek 100 adet onkogen
tanmmlanmugtr.  Transmembran  proteinlerden transkripsiyon faktorlerine  degisebilen
tirlerde aktiviteleri bulinmaktadr [33].



Protoonkogenler, hiicrelerin sinyal ileti mekanizmasmda (biiylime, c¢ogalma,
farkhlasma ve apoptoz icin alman iletiler) islevi olan pekcok protemnin sentezinden
sorumiu olan genlerdir. Normal hiicre biiyliimesinin diizenlenmesinde aktif olan proteinler
(bliytime faktorleri, biiylime faktorlerinin reseptorleri, ileti ceviricileri ve transkripsiyon
faktorleri), protoonkogenler Ve onkogenler tarafindan sentezleri yaptirimaktadr. Hiicre
ileti yollarmdaki proteileri kodlayan protoonkogenlerin (sis, hst-1, int-2, erb-Bl, erb-
B2, fms, ret, ras, abl, myc, N-myc, cyclin D, CDK4 vb.) mutasyona ugramalari
neticesinde, biiytime faktorlerinin a1 tretimi, hiicre membram ve c¢ekirdek arasmdaki
ara yollarm kontrolsiiz uyarimasi, transkripsiyon faktorlermin sentez miktarmm artmasi,
hiicre bolinmesine mani olunamamast gbi c¢esit  sonuglar ortaya ¢ikmaktadr.
Protoonkogenler biiyiimenin  diizenlenmesini  kontrol eden proteinlerdir ve onkogen
haline doniistimii hiicre biiylimesinin  kontrol mekanizmasm bozmakla birlikte kanser
hiicrelermin  kontrolsiiz sekilde cogalma gostermelerine ve biliylimelerme yol agmaktadir.
Biiyiime ve diferansiasyonun biyokimyasal yollarmda yer almakta olan enzimlerin
aktivitesini  ve  ekspresyonunu bozan mutasyonlar onkogenezin  aktivasyonu ile
sonuglanabilmektedir. Protoonkogenler, proteinleri o6niine ¢ [cellular(c-Fos, c¢-Myc)],
onkogenlerin Oniine ise v [viral (v-Fos, v-Myc)] ekleri getirilerek adlandrimaktadir
[34,35,36]. Onkogenler, hiicre transformasyonunu baglatma ve devam ettirme
kapasitesine  sahiptirler.  Onkogenler, hiicre siklusunun normal ¢ahsma  diizenini
bozmaktadilar, ayrica yeterli prolifere olmayan hiicreleri de yok ederek apopitozisi de
tetiklemektedirler [37,38,39]. Gegtigimiz on yildan fazla sirede yapilan deneysel
cahsmalar potansiyel onkogen olarak 30 veya daha fazla onkogeni aymt edilmistir (v-Sis,
VErbB, v-kit, Mutant Gs, Ras, Raf, Jun, Fos, Bcl- 2 ailesi, p53, Rb geni vb.). Hiicresel
onkogen aktivasyonuna yol agan genetik olaylar genin yaygm veya uygun oOlmayan
ekspresyonu veya anormal gen lrininin ekspresyonu il  sonuglanabilmektedir
[40,41,42].

Insan tiimdrlerinde en sk sekide gbzlenen onkogen anomalisi ras geni
mutasyonudur. Inaktif durumdaki normal ras proteinleri GDP baglamakta ve hiicreler
bliylime faktorleri ile uyarildigmda GDP—GTP sekline cevrimektedir. Aktif ras, basta
sitoplazmik kinazlar olmak iizere proliferasyon diizenleyicilerini etkilemekte ve boylece

cekirdek hiicre proliferasyonu i¢in asm1 uyari almaktadwr. Normal ras proteininde kisa
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stiren bu donemde, intrinsik GTPaz aktivitesi ille GTP hidroliz olmakta ve protein etkisiz
sekline cevrimektedir. Aktif ras proteininin GTPaz aktivitesi, GTPaz aktive eden
protemlerle (GAPs) belirgn olarak artmaktadr. Bu sekilde, kontrolsiiz ras
aktivasyonundan korunulmaktadr. Mutant ras proteini GAPs baglayabilmekte, fakat
GTPaz aktivitesini artramamaktadir [35,36,43,44].

2.1.3. Kanser cesitleri

e Meme Kanseri

e Testis Kanseri

e Kalnbagrsak ve Rektum Kanseri
e Akciger Kanseri

e Rahim Boynu Kanseri
e Rahim I¢ Zar1 Kanseri
e Idrar Yolu Kanseri

e Mesane Kanseri

e Agrz Kanseri

e Gurtlak Kanseri

e Prostat Kanseri

e Cilt Kanseri

Kanser tiirlerinden iilkemizde erkeklerde en sik goriilenler, akciger kanseri, prostat
kanseri, kalm bagrsak kanseri, rektum kanseri, mide kanseri ve pankreas kanseridir.
Ulkemizde kadmlarda en sk gorillen kanser tiirleri ise, meme kanseri, akciger kanseri,
kaln bagmrsak kanseri, rektum kanseri, rahim agz kanseri, over (yumurtalk) kanseri,
mide kanseri ve pankreas kanseridir [45]. T.C. Saghk Bakanh@ Tiirkiye Halk Saghg
Kurumu tarafindan yaymlanan Tiirkiye Kanser Istatistikleri Raporlarma gore; erkeklerde
en sk gorilen on kanser tiirliniin yasa gore standardize edilmis hizlari g6z Oniine
alndiginda, erkeklerde trake, brons ve akciger kanserleri, kadmlarda ise meme kanseri
ik srada yer almaktadr (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2)
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Trakea,Bronsg Akcifer I 59,3
Prostat [ 36.4
Kolorektal N 4.4
Mesane II————— 1.1
Mide N 15.9
Bibrek jmmmm 7.0 = Erkek
Larinks [N 7.0
Non-Hodgkin lenfoma s 6.9
Pankreas [l 6.3
Beyin, sinir sistemi [l 6.1

0.0 200 40.0 60.0

Sekil 2.1. Erkeklerde En Stk Gériilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize Edilmis Hizlar
(Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2013) (Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kiside)

Meme I 5.0
Tiroid I 1.3
Kolorektal I 15.3
Trakea,Brong,Akciger [N 10.0
Uterus Korpusu [l 5.9
Mide N 7.1 m Kadin
Owver [ 7.0
MNon-Hodgkin lenfoma [l 5.3
Bevyin, sinir sistemi [l 4.7

Uterus Serviksi [l 4.6

0.0 20.0 40.0 60.0

Sekil 2.2. Kadnlarda En Sik Goriilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize Edilmis
Hizlar (Tiirkiye Birlesik Veri Tabami, 2013) (Diinya Standart Niifusu,
100.000 Kiside)

Meme kanseri kadmnlarda goriilen en sk kanser tiirtidiir. Meme kanseri kadmlarda
olime sebebiyet veren kanserler arasmda ikinci srada gelmektedir. Meme kanseri ile
iligkili olarak pekcok risk faktorii tanmlannmustr. Bunlar demografik, reprodiktif 6ykii,
ailesel/genetik faktorler, cevresel faktorler ve diger faktorler seklinde smiflandirilabilir
[46].
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Testis kanseri insidanst diinya genelinde artis gostermektedir. Testis kanseri 20-
40 yas grubunda en sk sekilde goriilmekle birlikte gen¢ hastalarm g¢ogunlukta olmasi
sebebiyle testis kanseri tamih hastalarm sagkalm oranlari yiiksektir. Bundan dolay1 tedavi

oncesinde, fertilitenin korunmasinin saglanmasi Onem arz eder [47].

Kolorektal — kanser, diinyadaki degisik toplumlarda  farkh  siklklarda
goriimektedir. Kolorektal kanser, kansere bagh morbidite ve mortalitenin 6nciil sebepleri
arasmdadr ayrica kolorektal kanserler gelismis lilkelerde ortaya ¢ikma sikhign ve kanser
nedenli oliimler bakimmdan tiim kanser tirleri arasmda her iki cinste de tigiincii srada
yer almaktadr [48]. Kolorektal kanserler, erkeklerde akciger kanseri ve prostat kanseri,

kadmlarda ise akciger ve meme kanserinden sonra en ¢ok goriilen kanser tiirleridir [49].

Serviks (rahim agz) kanseri, kadmlarda endometrium adenokarsinomundan sonra
en sk goriilmekte olan genital sistem kanseridir [50,51]. Serviks kanseri olgulart kadmn
yasami agismdan c¢ok Onemli bir tehdit olusturmaktadir ve serviks kanserinin %80’inden
fazlas1 gelisen lilkelerde goriimektedir. 2020°de bu oranmn %90’a ulasacag tahminler
dahilindedir [51]. Serviks kanseri Avrupa iilkelerinin halklarmda halen Onemli bir saghk
sorunu meydana getirmektedir. Dogu Avrupa iilkeleri ile Balkan iilkelerinde serviks
kanseri yillk insidansi yiiz binde 24-40 arasmda olmakla birlikte Bati ve Kuzey Avrupa
iilkelerine bakidignda yillk insidans yiiz binde 16 civarmdadr ayrica rahim agz kanseri
Sahra-alti Afrika kadmlarinda oliimlerin en sik Ssebebi olarak goriilmektedir [52,53].

Larenks (grrtlak) kanseri, bas boyun kanserleri arasinda cilt kanserlerinden sonra
%3 gorillme oramyla en sk meydana gelen kanser tiirtiidiir. Biiylik bir kismu glottik yani
ses tellerinin  bulundugu orta kisma yerlesmis olarak goriilmekte olan larenks
kanserlerinde supraglottik olan kanserler ikinci sikhktadr Bu durumun en onemli faktorii
tiitin kullanmudr. Son senelerde larenksin supraglottik bolge karsinomunun, tim larenks
kanserleri icerisinde biiylk bir orana sahip oldugu gosteriimektedir [54]. Larenks

kanserlerinin %90’1 skuam6z (yassi) hiicreli karsinomdur [55].

Prostat kanseri, bati toplumlarmdaki erkeklerde en sk goriilmekte olan solid doku
kanseridir [56]. Klinik belirti veren prostat kanserinin sikligi yas artisi ile birlikte artis
gostermektedir [26]. Cilt (deri) kanserleri, cilt dokularindan kaynaklanan kanserlerdir ve

birden fazla tiri mevcuttur. Cilde rengini veren melanosit hiicrelerinden kaynaklanan
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kanserler malign melanoma olarak isimlendirilmektedir. Bazal hiicre kaynakh kanserler,
bazal hiicreli karsinomalar olarak bilinmekte, cildin dig tabakasmda bulunan yassi
hiicrelerden  kaynaklanan ~ kanserler ise  yasst  hiicreli  karsinomalar  olarak
adlandmimaktadr. Sinir sisteminden gelen uyarilara hormon {ireterek cevap vermekte
olan noroendokrin hiicrelerinden kaynaklanan cilt kanserleri de bulunmaktadr. Cilt
kanserleri, ilerleyen yaslarda, giines 1sigma fazla maruz kalan bolgelerde veya bagigiklik
sistemleri zayif olan kisilerde goriilmektedir [57].

2.2. Akciger kanseri

Akciger kanseri halen diinyada kanser nedenli Oliimler arasmda ik swada yer
almakta ve her yil yaklasik 1,2 milyon yeni akciger kanseri tanisi konulmaktadir [58].
Akciger kanseri, prostat kanserinden sonra en c¢ok goriilmekte olan kanser tiiriidiir.
Akciger kanseri biitiin kanser Oliimlerinin yaklagik olarak iigte birini olusturmakla birlikte
insidans hiz1 75 yagindan sonra tepe noktaya ulagsmakta olan kanser tiiriidiir. Tiirkiye® de
yillk beklenen yeni akciger kanseri olgu sayis1 30239 olarak hesaplanmaktadr. Bu
olgularm %90‘mdan fazlas1 erkek hastalardr [27]. Akciger kanserinin meydana
gelmesinde %94 oraninda sigara sorumludur. Sigara, akciger kanseri riskini sigara
icmeyen kisilere gore 30 kat arttrmaktadr. Sigara kullanmm brakildiktan sonra akciger
kanserinin gelisme riski 15 senede sigara kullanmayan kisilere hemen hemen yakin
seviyede bir risk oranma dismektedir. Sigara kullanmu konusunda pasif igicilik de
akciger kanseri riskini yaklasik olarak iki kat arttrmaktadr [59]. Sigara dismda etkili
oldugu belirtilen yas, wk, cinsiyet, meslek, hava kirlilig, radyasyon, diyet, gecirilmis
akciger hastaligndan kalmig olan doku bozuklugu, viral enfeksiyonlar, genetik ve
immiinolojik faktdrlerin tamanmu sadece %6 orannda etkilidir [60]. Ulkemizde gdriilen
ilk bes kanser tiirliniin diinyadaki ve diger gelismis iilkelerdeki ornekler ile benzerlikler
gosterdigi gortilmektedir. Erkeklerde trakea, brons ve akciger kanseri (60,4/100000 kiside
YSH), kadmlarda ise meme kanseri (46,8/100000 kiside YSH) en sk goriilen kanser
tirleridir [61].
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Tablo 2.1. Uluslararast Kanser Ajanst (IARC) Tarafindan Yaynlanan Globocan 2012
Verilerine Gére Erkeklerde En Stk Goriilen Ilk Bes Kanser Tiirtiniin Dagilim1

Turkiye* Diinya IARC’aiiye 24 AB(28iilke) ABD
1 Akciger Akciger Prostat Prostat Prostat
2 Prostat Prostat Akciger Akciger Akciger
3 Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal
4 Mesane Mide Mide Mesane Mesane
5 Mide Karaciger Mesane Bobrek Bobrek

*Tlirkiye Birlesik Veri Tabani, 2012

Ulkemizde goriilmekte olan kanser tiirleri bolgeler arasinda  farkhlk
gostermektedir. Ornegin; Van ilimizde, erkeklerde akcifer kanseri en sk gorillen
kanserler icerisinde 3. srada yer almaktadr. izmir’de ise bu farkhdr ve skbk srasma
gore akciger, GIS (gastro intestinal sistem) ve bas boyun tiimérleri seklinde siralama
yapilmaktadr [59]. Son yillarda sigara kullammma karsi yiiriitiilmekte olan kampanyalar
ile birlikte, akciger kanseri insidansi erkeklerde diizenli bir diisiis gostermektedir. Ancak
kadmlarda sigara kullanmmmn artmasi Sebebiyle akciger kanseri plato dénemine
ulasmistir [59].

Insidans
100,

o B6,5

Akciger kanseri erkek

60,0 -‘-_-'_‘"--____________ Akciger kanseri kadin
L4 5

568 .. e3p .
40,0 525 2k 519 Tutinle iliskili
' kanserler erkek
16,5 16,5 16.1 163 18,2 Tutiinle iligkil
20,0 I kanserler kadin
-+ Fo .5 r— 50
3,0
mog o 2000 2000 2011 2012

Sekil 2.3. Tiitiinle Iliskili Kanserlerin Yasa Standardize Insidans Hizlarmmn Cinsiyete
Gore 2008-2012 Yillar1 Arasindaki Dagilimi (Tiirkiye Birlesik Veri Taban,
2008-2012) (Diinya Standart Niifusu,100.000 Kiside) Kaynak: [61].
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2.2.1. Akciger kanseri belirtileri

Akciger kanseri olan hastalarm %90’mdan fazla bir kismu tam doneminde lokal,

bolgesel, metastatk veya tiimoriin sistemik etkilerme bagh olarak

semptomatiktir.

Akciger ve brons sistemlerinin agr1 hissinden yoksun olmalar1 ve genellikle ik semptom

olarak  bilinen
degerlendiriimemesi
konulabilmektedir.

Okstirtigiin

sonucu,

sigara
akciger

Semptomlar kitlenin bolgesel biiyliimesi ile

icen hastalar

tarafindan bir belirte¢  olarak

cogunlukla ileri
iliskili olabilir bunun

kanserinin  tanisi evrelerde

yannda metastaz ve paraneoplastik sendromlara bagh olarak degiskenlik gosterebilir

[60].

Tablo2.2. Akciger kanserinde semptom ve bulgularin gériilme stkligi ile nedenleri.

Semptom ve bulgular Sikhk Neden
(%)

Oksiirik 75 Hava yolu obstrikksiiyonu, enfeksiyon, akciger
kompresyonu

Kilo kayb1 68 Tlerlemis kanser, kanser metastazi

Dispne 58-60 Biiyiik hava yolu obstrikksiyonu, plevral -efiizyon,
diyafragma paralizisi

Goglis agrist 45-50 Toraks duvar1 invazyonu, brakial pleksus tutulumu

Hemoptizi 29-35 Hava yolunun timér ile invazyonu

Kemik agrist 25 Kemik metastaz

Comak parmak 20 Trnak kokii ve uzun kemiklerde, periost reaksiyonu,
hipertrofik pulmoner osyeoartropati, yeni kemik
olusumu

Ses kisikligi 5-18 Rekiirren larengeal sinir tutulusu

Vena Kava Siiperior sendromu | 4 Vena Kava Siiperior’abasi veya invazyon

Disfaji 2 Ozefagus basisi

Stridor 2 Trakea obstriksiyonu

Kaynak: [60].
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Akciger kanserli olgularda herhangi bir fiziksel bulgu goriilmeyebilir. Fizik muayenede
ise plevral eflizyon, supraklavikiller lenfadenopati, Horner sendromu, lokalize hisit,
hepatomegali, kaseksi, lokalize kemik hassasiyeti, periferik motor veya sensoriyal
noropati bulgular1 saptanabiimektedir [60]. Primer tiimoriin biiylimesine bagh semptom
ve bulgular icerismde yer almakta olan Oksiirik, Ozellkle santral yerlesimhi tiimorlerde
sik bir sekilde gozlemlenen bir semptomdur. Yeni meydana gelmis olabilecegi gibi pek
¢ok yogun sigara i¢icisinde kronik bronsit-amfizem sebebiyle daha onceden mevcut olan
Okstiriigiin  6zyapism  degistirmesi klinisyenler i¢in uyaricidr. Bu tiir olgularda 6kstiriik
siddetinin artmasi, tedaviye yamt verememe ya da balgamm kanh olarak gelmesi akciger
kanserinin gostergesi olabilir [62]. Akciger bol kanlanan bir dokudur. Bu sebeple kan
yolu ile yayilmu sik olarak goriilmektedir bununla birlikte olduk¢a degisik bolgeler
etkilenebilir. Direkt veya lenfatk yaylim ile biiylk damar ve sinir invazyonlari
gergeklestirerek klinik verebimektedir. Vena Kava Siiperior Sendromu bunlara Ornektir.
Bas-boyun bolgesi ve st ekstremiteyi icine alan bu vendz doniis anomalisinden
kaynaklanan bas agrisy, konjonktivalarda hiperemi, supraklavikiler sislk, gogis On
duvarmda vendéz yapilarm belirgin hale gelmesi gozlenmektedir. Akcigerin iist kisminda
(apex-kupula) yerlesen “Pancoast timorii” genellkle bu bolgedeki yumusak doku ve
sinirlere nvazyon gosterir. Sempatik pleksus tutulumu sonucu ipsilateral terleme kusuru,
enoftalmi, pitozis ve miyozis izlenmektedir (Horner Sendromu). Omuz ve kol agrisi ile
birlikte, kas atrofisi ve giic kayb1 da bulgular i¢cinde yer almaktadr. Mediastinal invazyon
sonucunda frenik sinir tutulumu meydana gelebilmektedir. Bunun sonucunda hasta diger

bulgulara da ek olarak solunum skmtis1 ¢ekebilmektedir [62].

Her zaman primer kansere ait olgular degil, bazen de uzak organ metastazlarma
ait semptomlar goriilebimektedir. Akciger kanserinde en sk metastaz gdzlemlenen
bolgeler kemik, santral sinir sistemi, karaciger, siirrenal bezler ve karsi akciger olarak

srralanir [62].
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Tablo2.3. Akciger kanserinde saptanan uzak metastazlar ve sikigr.

Metastaz bolgesi Sikhik (%)
Santral sinir sistemi 0-20
Kemik 25
Kalp-perikard 20
Bobrek 10-15
Gastrointestinal sistem 12
Plevra 8-15
Adrenal 2-22
Karaciger 1-35
Deri-yumusak doku 1-3
Kaynak: [62].

Dikkat edilmesi gereken diger bir durum da Paraneoplastik sendromlara ait bulgulardir.
Ektopik ACTH salglanmasi sonucunda “Cushing Sendromu”, ADH salglanmasma bagh
olarak Uygunsuz ADH Sendromu, jinekomasti kemik metastazi olmadan gelisen
hiperkalsemi bu bulgulara 6rnektir. Bununla birlikte hematolojik (I6komoid reaksiyon,
trombositopeni) ve cilt lezyonlar1 (akantozis, hipertrikozis) da tespit edilebilmektedir
[62].

2.2.2. Akciger kanseri risk faktorleri

Akciger kanserinin gelisiminde birden fazla faktér rol oynamaktadr. Sigara,
akciger kanseri etyolojisinde bashca sorumlu olan faktordir. Akciger kanserine
yakalanan hastalarmin yaklagik olarak 990’1 sigara kullanmaktadr. Sigara ile akciger
kanseri arasmdaki iliski ilkk defa 1950 yiinda gosterimis ve daha sonra yapilan ¢ahsmalar
ile  dogrulanmistr. Akciger kanserinin ortaya ¢kma riski sigara  kullananlarda
kullanmayanlara gore 24-36 kat daha fazladr [63]. Sigarann akciger kanseri nedeni
oldugu yoniindeki ik bulgular 1962 yilinda yaymlanmistr. Akciger kanseri hastalarinda,
sigaranm bir risk faktorii olmasi durumunu, sigaraya baglama yasi, Sigara igme siiresi,
icilen sigaranm tipi (filtreli filtresiz, puro, diisik katran ve nikotin icerigi vb.) ve giinliik
olarak tiiketilen sigara miktar1 etkilemektedir. Nispi risk sigara kullanmayanlara kiyasla
10-30’dur ve oOzellkle 20 paket/yildan sonra belirgin bir sekilde artis gostermektedir
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(Tablo 2.4. ). Pasif sigara iciminde gorillen risk %3,5°tr. Sigara kullammmm akciger
kanseri ile olan direkt iligkisi kadmlarda %90 erkeklerde %79 orannda bulnmustur [60].

Tablo 2.4. Sigara icimi ve akciger kanseri gelisme iliskisi.

Rolatif Risk
Hi¢ sigara icmeyen 1
1 paket/giin 17
1-2 paket/giin 42
>2 paket/giin 64
Sigaray1 biraknug 2-10

Kaynak: [60].

Sigara dumannda 4000’den fazla kimyasal madde bulunur. 60°dan fazlasmn
kantlanmis  karsinojen ozelligi vardir. Bunlarm bir kismu radyoaktif o6zelliktedir; radon,
kursun, bizmut ve polonyum. Polisiklik hidrakarbonlar ve N-nitrozamin 6zellikle prokar-
sinojenik olarak tanmlanmustr [63]. Sigara kullanmma ne kadar erken baslanirsa
akciger hasar1 da bununla dogru orantii olarak o kadar ¢ok olur. Sigara kullanmakta olan
bir kisinin akciger kanseri sebebiyle 0lme riski yasamu siiresince hi¢ sigara kullanmanug
bir kisiden 15 kat daha fazladw. Sigara kullammmm brrakimasi kanser riskini tamamen
ortadan kaldrmamaktadrr, sadece riski azaltmaktadr. Yani akciger kanserin ortaya ¢ikma
riski sigara kullanimmm birakiimasi ile diigmeye baslar fakat hayati boyunca hi¢ Sigara
icmemis bir kisi idle aym durumda olmaz. Kiigiik yaslardan itibaren sigaraya baslayp
stirekli sigara icen bir insanda 75 yasma ulastiginda goriilebilecek bir akciger kanseri
kimiilatif riski %15.9‘dur. Bu kisi 60, 50, 40 ve 30 yaslarmda sigara kullanmim
brraktiginda akciger kanseri sebepli Oliimiin kiimiilatif riski swastyla %9.9, %6.0, %3.0
ve %1.7°¢ dismektedir. Bununla birlkte erkek ve kadmlarda sigara kullanimma
bakildiginda, gelismis {ikkelerde sigara i¢imi prevalansi kadmlarda %20-40, erkeklerde
%30-40 iken gelismekte olan iilkkelerde bu oranlar srasiyla %2-10 ve 9%40-60’dr.
Ulkemizde sigara icme oranlar1 ortalama erkeklerde %63, kadmlarda %24 tiir [59, 60].

Endiistriyel ve cevresel faktorler akciger kanserinin gelisimi agisindan Onem arz

etmektedir. Ozellikle asbest minerali mesleki maruziyette en onemli madde olmakla

birlkte, gerek cevresel (ak toprak ve zeolit) gerekse endiistriyel (gemi ve otomativ sanayi,
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izolasyon) alanlardaki kullanmu ile basta mezoteliyoma olmak iizere akciger ve
gastroentestinal sistem malignitelerine sebep olmaktadr. Son yillarda, topraktan havaya
gecen dogal bir radyoaktif gaz olan radon akciger kanseri olusumnda etkin bir neden
olarak karsmiza ¢ikmaktadr. Radon dogada mevcut olan uranyumun bozunma
tiriinlerinden biridir. Radonun yogunlugu toprakta bulunan uranyum konsantrasyonuna
bagh olarak degisme gostermektedir. Mesleki maruziyetin yannda dogada da bulunan
radonun son yillarda akciger kanserine yol agabilecegne dair bulgular mevcuttur. Evierin
iizerine yapildig1 arazi topraklarndaki radon miktar yiikksek olan evlerde de radon yiiksek
oranda bulunabilir ve arazideki topraktan, ev duvarlarmda olusan catlaklardan,
borulardan, elektrik tesisati ve diger girislerden giris yaparak tehlike olustumaktadir.
Akciger kanseri riskini 2 kat artwrdidi ve ABD’ deki akciger kanseri olgularmmn %6’smm
nedeni oldugu saptanmistrr [60, 63].

Hava kirliligi, akciger kanserlermin %1 kadarmdan sorumiu tutulmaktadir.
Yapilan cahsmalar yogun bir sekilde dizel egzoz maruziyetinde de akciger kanser riskinin
arttigmi - gostermistir. Trafikte maruz kalman egzoz dumanlart ve Ozellkle nitrojen
oksitlere yogun olarak kalman maruziyet akciger kanser riskini arttrmaktadir.
Benzopiren, SO2 gbi maddelere maruz kalan farelerde akciger kanseri gelismistir.
Aromatik hidrokarbonlarm yogun oldugu bdlgelerde akciger kanseri olgulari daha fazla
goriilmekle birlikte kentlerde yasayanlarda risk 1.2-2.3 kat daha fazladr [59, 63].

Kalitsal etkenlerin akciger kanseri olgusunun gelisiminde etkili bir faktér oldugu
one stiriilmektedir. Akciger kanseri gelisiminde kaltsal faktorler {iizerinde yapilan
arastrmalarda hastalarm birinci dereceden akrabalarmm kanser hastah@ goriilenlerinde
akciger kanseri riskinin 2.4 kat artis gosterdigi tespit edimistir. Cevresel faktorler ve
sigara kullannmmnm kaltsal faktorlern lizerine eklenmesi ile ortaya c¢ikan faktorler
hastaligr tetikleyen diger faktorler olarak degerlendiriimektedir. Aril hidrokarbon
hidroksilaz enzimi sigara dumannda yogun bir sekilde bulunmakta olan polisiklik
hidrokarbonlar1 aktif karsinojenlere ¢evirmekte olan bir enzimdir. Bu enzimin yiksek
aktivite gosteredigi kisilerde risk orami artmus olabilir. Hiicre biiyimesi ile ilgili islevieri
olan bazi genlerde dis etkenlerle (radyasyon, viriisler, kimyasal maddeler) farkliliklar
olusarak “onkogen” haline doniismesi karsinogenezde Onemli bir nokta teskil etmektedir.
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Bu onkogenlerin bilinen en 6nemli gruplar1 “myc” (C-myc, L-myc, N-myc) ve “ras” (K-
ras, H-ras, N-ras) aileleridir. Bunun aksine bazi timdr supresor genlerinde de
(retinoblastoma ve p53 geni) kanser hastasi olan kisilerde mutasyon tespit edilmistir.
Sigarada mevcut olan polisiklik aromatik hidrokarbonlar DNA baglarmi pargalamakla
birlikte DNA tamir, apoptoz ve hiicre dongisiinii tayin eden p53 geninde mutasyona
sebebiyet vermektedir. Akcifer kanseri olan hastalarda p53 geni, %50-70 oraninda
defektli olarak saptanmustir. Kronik karsinojen maruziyetinin sonucu olarak onkogenler
ve timor baskilayict genlerde mutasyon gelismektedir ve boylece hiicreyi kanserlesmeye
gotirmekte olan siire¢ baslamaktadr [60, 63].

2.2.3. Akciger kanseri tiirleri

Yeni yapilan arastrmalara ve bunlarla birlikte ortaya konulan goriislere gore
biitiin akciger kanserleri tek bir hiicreden (stemcell) olusmaktadr ve gen diizeyindeki
degisikliklerden kaynakli olarak farkll tipler birbirlerine doniismektedir. Patolojik
anlamda akciger kanserlerinde bilinen 4 ana grup mevcuttur. Skuamdz hiicreli karsinom
(SHK), adenokarsinom (AK), biiyiik hiicreli karsinom (BHK) ve kiiglik hiicreli karsinom
(KHK). Hiicre tipleri tedavi ile oldugu kadar prognoz ile de ¢ok yakmndan iliskilidir.
KHK’lar diger gruplar ile karsilastirildi zaman davramigsal olarak belirgin bir sekilde
farkliliklar gosterdikleri i¢in, klinisyenler akciger kanserlerini kiiclik hiicreli (small cell)
ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserleri (non-small cell) olarak ki grupta
smiflandrmaktadrlar. Ulkemizde en sk goriilmekte olan histolojik tip skuamdz hiicreli
karsinom (%45.4) olmakla birlikte Kore ve Cin gibi Asya iilkelerinde de en sk goriilen
tiptir. Bununla beraber skuaméz hiicreli karsmom ABD ve Japonya’da en sik tiptir [64].
Tez ¢aligmamizda Kullandan hiicre hatlart ile iligkili olarak sadece kiigiik hiicreli akciger
kanseri ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri yakmndan incelenecektir. Bununla
birlikte bugiin i¢in en fazla kabul goren akciger kanserleri patolojik smiflamasi Tablo
2.5’te gosterilmistir [64].
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Tablo 2.5. Akciger kanserinde histopatolojik siniflama (WHO/IASLC1999)

Malign epitelial tiimorler
Skuaméz hiicreli karsinom
Papiller
Berrak hiicreli (clear cell)
Kicik hiicreli (small cell)
Basaloid
Kiiciik hiicreli karsinom
Kombine kiigiik hiicreli
Adenokarsinom
Asiner
Papiller
Brongioloalveoler
Nonmiisindz (clara hiicreli/tip 2 pnomotosit tip)
Miismdz (goblet hiicreli tip)
Mikst (miisindz ve nonmiisindz)
Solid (miisingz formasyonlu)
Mikst
Diger
Iyi diferansiye fetal
Miisindz (kolloid)
Miisindz kistik
Berrak hiicreli (clear cell)
Biiyiik hiicreli karsinom
Noroendokrin karsinom
Basaloid
Lenfoepitelyomaya benzer
Berrak hiicreli (clear cell)
Rabdoid tip
Adenoskuaméz karsinom

Pleomorfik, sarkomatoid karsinomlar
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Spindle veya giant cell

Pleomorfik

Spindle cell

Giant cell
Karsinosarkom

Pulmoner blastom
Karsinoid tiimor

Tipik/atipik
Tikrik bezi tip
Mukoepidermoid
Adenoid kistik, Diger

Kaynak: [64].

2.2.3.1. Kiigiik hiicreli akciger kanseri

Kiiciik hiicreli akciger kanseri (SCLC-Small Cell Lung Cancer) tim akciger
kanserlermn %15’ olusturmaktadr. Kiiciik hiicreli akciger kanserli hastalarm yaklagik
olarak tgte ikisinde toraks dismda belirgin, metastatik hastaliklar meydana gelirken,
hastalarm sadece %33’i tek bir radyasyon portu igerisindeki toraks bolgesi ile smirhdir.
Bununla birlikte tami srasmda pek cok olgunun ileri evrede oldugu bir akcifer kanseri
tirtidiir. Timor hiicreleri tipik olarak ezime, c¢ekilme, yi@iima artefaktt meydana getiren,
yiksek mitotik aktivite gOsteren ince graniiler kromatine sahiptir, niikleolii belirsiz,
yuvarlak ya da fuziform yapida kiicik niikleuslu, az sayida ve dar yapih sitoplazmaya
sahip olabilir. Pek ¢ok olguda nekrozun gozlendigi bu kanser tipi kiigiik hiicreli dist
akciger kanseriyle karsilastrildiginda, kiicik hiicreli akciger kanseri genellikle daha hizl
bir ki katma ¢ikma zamanma, daha yiiksek biiylime fraksiyonuna sahiptir ve yaygin
metastazlar daha erken goriilir. Kiigiik hiicreli akciger kanseri vakalarmm c¢ogu sigaraya
atfedilebilir; ote yandan, geri kalan vakalarm cevresel veya genetik faktorlere bagh
oldugu distiniilmekle birlikte kiigiik hiicreli karsinomlar akciger disi bolgelerden de,
Ormegin  nazofarenks, gastrointestinal sistem ve  genitoliriner  sistemlerden de
kaynaklanabilir [65,66]. Kiiglik hiicreli akciger kanserinin ozellkleri Tablo 2.6°da
verilmistir [64].
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Tablo 2.6. Kiigiik hiicreli akciger kanserinin (KHAK) ozellikleri

KHAK
Ozellikler
Siklik %20-30 (30)
Cins (sikilik) Erkeklerde
Yas Geng-Orta
Sigara iliskisi Kuwvetli
Yerlesim 2/3 santral
Kavite-Abse Kitle
Histoloji Dar sitoplazmaly,
Kokeni kiiciik lenfosite

benzer
hiperkromatik
nikleuslu, ince
kromatinli, keratin +
Brons mukozasinda
noroendokrin orijinli

K tipi graniiler hiicrelerden

Sitogenetik ve
mutasyon

3p delesyonu
Retinablastoma Rb
Gen mutasyonu

p53 mutasyonu

p53 anormal ekspres.

ras mutasyonu
pl6 mutasyonu
myc onkogeni
blc2 ekspresyonu
Noroendokrin
fenotipi

Telomeraz aktivitesi

% 100 mevcut

% 100 mevcut

(% 75-100) >%90
% 40-70

>%1

>% 1

(%15-30) >% 50
% 75-95

% 100




Radyoterapiye yanit %100

% 80-90 belirgin
kiicililme, tam yanit
Kombine sk

kemoterapiye yanit

Genel gerileme

Tam gerileme
5 yillik yagam sanst %90
Paraneoplasik belirti %50
%5

Kaynak: [64].

2.2.3.2. Kiigiik hiicreli disi akciger kanseri

Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri, tiim akciger kanseri olgularmm 9%80-85
kadarindan sorumlu olmakla beraber baslhca ¢ tipi igermektedir; “squamoz” hiicreli,
adenokarsinoma ve biiylik hiicreli kanser. Tiim akciger kanser olgularmm yaklasik olarak
%30’unu squamoz hiicreli kanser olusturmaktadr. Eskiden bu hiicre tipindeki tiimorlerin
akciger santralinde ve adenokanserlerin  periferde  olusmaya egilimli  oldugu
diistiniilmekteyken yeni yapilan cahsmalarda her iki tipteki tiimdrim de benzer
yerlesimler gosterdigi tespit edilmistir. Squamoz hiicreli kanserler diger tiplere gore lokal
kalma egilimindedirler ve bununla birlikte tedavilerden sonra da lokal tekrarlamalar daha
fazla  gorllmektedir. Adenokanserler ve bilylik hiicreli kanserler tiim akciger
kanserlerinin yaklagik olarak %60’m olusturmaktadmlar. Sigara kullanmayanlarda ve
kadmlarda en ¢ok gorillen tip adenokanserdir. Fakat hastalarm g¢ogunda sigara igme
olgusu bulunmaktadr. Akciger periferinde yerlesim gosteren tiimdrlerin - yarismdan
fazlasinda lenf nodu metastazz goriilmektedir ve bu timorlerin metastaz yapma egilimleri
daha fazladr [65]. Kiigik hiicreli dis1 akciger kanserinin Ozellkleri Tablo 2.7°de
verilmigtir [64].
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Tablo 2.7. Kiigiik hiicreli dist akciger kanserlerinin ozellikleri

NSCLC
Ozellikler Skuamoz Adeno B.Hiicreli
Siklik % 40-60 (50) %20-30 (15) % 5-10 (5)
Cins (sikilik) Erkeklerde Kadmlarda Kadmlarda
Yas Orta-ileri Orta Orta-ileri
Sigara iligkisi Kuwvetli Zayif Kuwvetli
Yerlesim 2/3 santral 2/3 periferik 2/3 periferik,
Kavite- Abse Sk Nodiill <4 cm santr.
Skar zemini Kitle>4 cm

Histoloji Keratin Asiner, papiller | Biiyik
Kokeni formasyonu, veya niikleus,

hiicreler arasi sitoplazmasinda belirgin

ipligimsi miisin niikleulus, bol

baglantilar iceren yapilar sitoplazma,

(desmozom), Brons epiteli, miisin | Keratinizasyon

sitoplazmalar genis
Brong epiteli, bazal
membrana paralel

bazal hiicrelerden

salgllayan bezlerden
veya bronkoalveolar

yok

Sitogenetik ve
mutasyon

3p delesyonu
Retinablastoma Rb
Gen mutasyonu

p53 mutasyonu

p53 anormal ekspres.

ras mutasyonu
p16 mutasyonu
myc onkogeni

bcl 2 ekspresyonu

>0 90
>0 20

>0 50

% 40-60

>%630

9%10-40

(% 5-10) >%50

% 10-35
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Noroendokrin

fenotipi Biiyiik hiicreli ve karsinoid, seyrek
Telomeraz aktivitesi %80-85

Radyoterapiye yanit >0% 30-50 belirgin kiigiilme
Kombine tam yant seyrek

kemoterapiye yanit

Genel gerileme %30-40

Tam gerileme %5

5 yillik yagsam sansi % 8

Paraneoplasik belirti seyrek
Kaynak: [64].

2.3. Insan kiigiik hiicreli dis1 akciger kanser hiicre hatti A549
2.3.1. insan kiiciik hiicreli dis1 akciger kanser hiicre hattimn genel 6zellikleri

A549, bir akciger karsinom dokusundan tiiretilmis bir insan epitel hiicre dizsidir
[67]. A549 hiicre dizisi ik kez 1972 yiinda Giard ve ark. tarafindan, 58 yasmdaki bir
Kafkasya erkeginin eksplan tiimoriindeki kanserli akcifer dokusunun ¢ikarimasi ve
kiiltiirlenmesi yoluyla gelistirilmistir [68]. AS549 hiicre hatt,, astmm indikkleme yetenegine
sahip viral enfeksiyonlar, asbeste maruz kalma ile baglantih doku hasari ve sigara ile
ligkili amfizem gbi ¢ok cesith solunum yolu rahatsizhklarmi arastrmak igin  siklkla
kullanihr. Yapisik ve epitelyal A549 hiicreleri immiinoperoksidaz boyama ile keratin igin
poztiftir, ancak integral retroviriis genomlarmmn eksikligini gosteren ters transkriptaz i¢in
negatifti. M. Lieber liderligindeki bir ekip tarafindan yapilan c¢ahsmalar, A549
hiicrelermin sitidin difosfokolin yolunu kullanarak yiiksek oranda doymamus yag asitleri
ile lesitin sentezleyebildigini ortaya koymustur. A549 hiicre hattmm orjjinal kaynag olan
karsinom, insan derisini olusturan epitel dokusunda gelisimine baslayan ve ¢ogu organ
ve bezin kaplamalarm iceren saglam, kanserli bir biliyiimedir. Bununla birlikte, bir
karsinom hiicresi, baska tiirlii saghkh olan yakmn dokulara yayilabimekte ve aym
zamanda, baslangictaki biiylimeden uzak olan viicut kisimlarmda metastaz olarak bilinen
sekonder tiimdrler olusturabilmektedir. Karsinoma gelisiminde en sik goriilen alanlardan
bazilar cilt, akcigerler, rahim, mide, yumurtalklar ve prostattr fakat bu bolgelerdeki ve
diger bolgelerdeki biiyiime insidansi iilkeye gore Onemli farklilklar gostermektedir [69].
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2.3.2. Insan kiiciik hiicreli dis1 akciger kanser hiicre hattmin karakteristigi

Insan alveolar bazal epitel hiicreleri olan A549 hiicreleri dogada skuamozdurlar
ve cigerlerin alveollerinde maddelerin diflizyonundan sorumludurlar, alveol yiizeyinde
su, elektrolitler ve diger maddeleri yayma gorevini yerine getirmekle birlikte hiicreler
kiiltirde yapisik vazyettedirler bunula birlikte in vitro olarak, tek tabaka halinde
yapisarak Dbiyiirler ve in vivo olarak atimk farelerde tiimorleri indiklerler. A549
hiicreleri, sitidin difosfokolin yolunu kullanarak yikksek oranda doymamis yag asitleri ile
lesitini  sentezleyebilir. Hiicreler model kromozom sayisi 66 olan adenokarsinomik
alveoler bazal epitelyal hiicrelerdir ve karyotip, model kromozom sayisi 12 olan
hipotriploit erkektir ayrica ¢ok sayida kromozom anomalisi ve isaret kromozomu

mevcuttur [67, 68, 70].

A549 Cells

e 9 2
’ \

Sekil 2.4. A549 Hiicreleri. Kaynak: [68].
2.3.3. insan kiiciik hiicreli dis1 akciger kanser hiicre hattimn Kkiiltiir yontemi

A549 hiicreleri standart biliylime kosullar1 altnda T75 hiicre kiiltiiri flasklarmda
yetistirilir. Yaklagk % 70-90 konsantrasyonlu hiicreler, tripsin / EDTA muamelesi ile
flasktan ¢ikarilr, pelet haline getirilir ve T75 flask basma 20 ml'lk komple hiicre kiiltiirii
ortammda 5x10° ila 1x10® hiicre konsantrasyonunda tekrar siispansiyon haline getirilir
(Srrastyla 2.5x104 hiicre / ml ila 5x104 hiicre / ml'ye esittir). A549 hiicreleri, T75 hiicre
kiiltiirti  flasklarmda toplam 20 ml'lik komple hiicre kiiltliri hacmi i¢inde yetistirilir.
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Inkiibator icinde nemlendirilmis havada 37 ° C, % 5 CO2'de tutulurlar (standart biiyiime
kosullar). Svi nitrojen deposundan cryo tlipleri ¢ikariir. 37 °C'lik bir su banyosunda
hiicreleri sadece kiigiik bir donmus parca gorene kadar ¢oziilir. Flask % 70 etanol
puskiirterek temizlenir ve steril bir cryo tiipe aktariir. Steril kosullar altnda caligilarak
Cryo tiipiin tlim icerigini, dnceden ismmis (37 © C) 20 ml hiicre kiiltlirii ortamma aktarilir.
Hiicreler oda sicakligmda 200 x g'de 5 dakika santrifij edilir. Siipernatanti atilir, dnceden
sitilmis 20 mL’lik tam hiicre kiiltliri ortaminda  hiicreleri tekrar siispanse edilir ve bir
T75 hiicre Kkiiltiiri flaskma hiicreler aktarilr. Gecelik standart biiylime kosullarmda
mkiibe edilir. Ertesi giin konflueni kontrol edilir. Hiicrelern % 70 birlesimden baglamak
iizere alt kiiltiirlenmesi gerekir. Daha az konsantrasyonda olan kiiltiirlere 20 ml taze
onceden wsitilmig komple hiicre verilir [71].

2.4. Hiicre lipid metabolizmasi

Karbonhidratlar ve proteinler ile birlikte organizmamin organik maddelerini
olusturan lipidlerin hiicre zarlarmda yer almak gibi yapisal fonksiyonlari dismda, aslolan
gorevleri organizmanin karbonhidratlardan sonra en Onemli yakit kaynag olmalaridir.
Viicuda alman besin maddeleri igerisinde lipidlerin olmast yalnizca yagda eriyen
vitaminler i¢n ve belirli doymanus yag asitleri acismdan Onem arz etmektedir. Bunlarm
haricinde besinlerde bulunmasi sart degildir.

Lipidler organizmanmn enerji deposunu meydana getirirler ve agrlklart g6z Oniine
alndignda, aym agrlkta bulunan Karbonhidrat ve proteinlere nispeten yaklasik iki kat
fazla kalori verirler. Viicuttaki karbonhidrat depolama yetenegnin ¢ok smrh olmasma
karsilk, yaglar smirsiz denilebilecek kadar ¢ok miktarlarda depo edilebilirler. Fakat buna
ragmen viicut kalori kaynag olarak lipidler yerine karbonhidratlar1 tercih etmektedir.
Lipidler organizmaya en ¢ok notral yaglar, ozellkle trigliseritler bigiminde dahil olmakla
birlikte kolesterol ve diger lipidlerde az miktarlarda organizmaya almmaktadm. Lipidler,
karbonhidratlar ve proteinler ile kiyaslandignda daha ¢ok karbon ve daha az oksijen
taswrlar. Bu sebeple, karbonhidrat ve proteinlere gore daha az oksitlenmis halde
olmalarma ragmen daha c¢ok oksitlenebililer ve bundan dolayr daha ¢ok enerji

verebilirler.
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2.4.1. Lipid sindirimi ve emilimi

Besinlerle alnan lipidlerin biiylik bir kismm gliserol olustururken, daha az
fosfolipidler ile serbest ve ester kolesteroldir. Lipid sindirimi ince bagrsaklarda ester
baglarmm hidrolitik olarak parcanlanmasi seklinde meydana gergeklesmektedir. Ester
baglarmm hidrolitkk  parcalanmas: lipaz enziminin  Kkatalitik etkisi ile meydana

gelmektedir.

Pankreas tarafindan salglanan lipaz enzimi, Ca*™ iyonlar, sabunlar ve safra
tuzlart gibi maddeler ile aktif hale getirilmektedir. Lipazn suda erimesinden dolay
lipidlere etkisini yag/su smr ylizeylerinde gosterir ve bundan dolayr yaglarm, bagmsak
peristaltk hareketleri ve safra tuzlarmmn etkisi ile smr yiizeyleri genislemekte ve bir
mikroemiilsiyon haline gelmektedirler. Safra asitleri burada yiizey gerilimini azaltict bir
etki gosterir. Mikroemiilsiyon haline gelen yaglar hidroliz sonunda trigliseritlere, serbest
yag asitlerine ve [-monogliseritlere pargalanrlar. Lipaz enzimi, trigliseritlerin  p-ester
baglarm etkilememeketedir. Bagmrsak kanalndaki kolesterol esterleri, kolesterol esteraz
enzimi vasttasi ile Kkolesterol ve serbest yag asitlerine ayriirken fosfolipidler de lipaz
enzimi ile fosfogliserit ve serbest yag asitlerine ayrilrlar. Hidroliz {iriinleri basta yag
asitleri  monogliseritler ve olmak iizere tiim lipidlerin katiddim miselleri meydana
getirirler. Bu misellerin  yapismda gliserol, -di ve trigliseritler de bulunabilir. Miseller
biciminde mukoza hiicrelerine alman lipidlerin mukoza hiicrelerinde yag asitleri
monogliseritler ile birleserek trigliseritleri, serbest kolesteroller ile birleserek kolesterol
esterlerini, fosfogliseritlerle de tekrar fosfolipidleri sentezlerler ve bu sentez {irlinlerinin
az miktarda da serbest yag asitleri ve serbest kolesteroliin proteinler ile birlesmesi sonucu
silomikronlar meydana gelmektedir. Silomikronlar mukoza hiicrelerini terk ederek Once
doku aralarma girmekte oradan da lenf kanallarma ve en son olarak da ductus thorasicus'a
gegmektedirler. Boylece dolasima dahil olan lipidler ductus thorasicus’tan adipoz doku,
kalp kasi, akciger ve karaciger dokularma tasmrrlar. Lenf yolu ile tasman silomikronlarm
kan dolasimma gegmesi sayesinde plazma siit halini alr. Bu olay emilim hipelipemisi
ismi verilir. Besin alndiktan yaklasik olarak 5-6 saat sonra emilim hiperlipemisi en st
seviyeye erisir. Yavas bir seklide azalma gOstererek yaklask olarak 10-12 saat sonra
plazma berrak hal alr ve yine eski haline doner.
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Plazmann berrak hale ge¢mesi silomikronlarm hiicre i¢ine dahil olmasi ile gergeklesir.
Silomikronlarm hiicrelere girmesi olayma plazma berraklastirict faktor (plazma-clearing
factor) yardimci olmaktadwr. Silomikronlarm yapi taslarma ayrimalar1 dahil olduklar
dokularda parcalanmasi ile gerceklesir. Bunun sonucunda acgiga c¢ikan yag asitleri ve diger
lipidler, parcalandiklar1 dokulara gore farkh sekillrde kullandrlar. Ornegin, adipoz
dokuda tekrar trigliseritler meydana getirmek suretiyle depo edililer ve kalp kasmnda

oksitlenip enerji tretirler [72].

UiPID siNDiRiMI
TRIGLISERITLER + FOSFOLIPIDLER + Ester ve Serbest KOLESTEROL
afiz boslugu
2
Mide
ME [Mised
Ca™ |
TG MG
FL FFa FL
E.Hio FG
5 Ko ——15.Kio —E
F
Sabunlar

ince Bagirsak

TE=Trighserit FL=Fosfalipid MG =Mbomosgliserit
FFA=Serbest yad asiti E_Hlo=Ester kaolesterol ME=Mikraemitsiyan
FL=Fo=folipid 5 Hlo=Serbest kolestenod SL=Silomikron

Sekil 2.5. Lipidlerin sindirimi. Kaynak: [72]

ApoC-II, lipoprotein lipazi aktive ederek c¢ok diisik dansiteli lipoproteinler
(VLDL) trigliseridlerinden serbest yag asitlerinin sahveriimesine neden olur. Boylece
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lipid icerigi gittikce azalan VLDL’ler, yaklask olarak esit miktarlarda trigliserid ve
kolesterol iceren ara dansiteli lipoprotein (IDL) ve daha sonra diisiik dansiteli lipoproten
(LDL) haline degstirilirler. Lipoprotein lipaz (LPL) vasttasiyla silomikronlardan ve
VLDL’lerden sahverilen yag asitleri, yag doku hiicrelerinde ftrigliseridler (TG,
triagilgliserol) olarak depolanrlar [73].

2.4.2. Kanser ve lipid iliskisi

Kanserde meydana gelen lipid metabolizmasndaki degisiklkler en az diger
makro molekiillerde gorillen degisiklikler kadar 6nem arz etmektedir. Kaseksi yani
beslenme islevlerinin timilyle bozulmasiyla ortaya ¢ikmakta olan kilo kaybmm biiyik
cogunlugu yag dokusu kaybma baghdwr. Aglk, yetersiz besin almmmn uzamasi, glukoz
kullanmu yetersizligi, adrenaln ve biliyime hormonlarmm sekresyonuna bagh olarak
plazma serbest yag asidi (FFA) konsantrasyonu artis gosterir. Yag mobilizasyonunun
artisi kanserde, yag asidi metabolizmasmda hiperaktiviteye Sebebiyet verir. Timor
varhgnda lipid metabolizmasmda gbzlemlenen diger bir degisiklik ise, total kolesterolin,
ozellikle de LDL-kolesterolin azalmasidr. Bu degisikligin nedeni kanserli hiicre
membrannda LDL reseptor ekspresyonunun artmasma bagh olarak LDL klirensinin
artisidir [75].
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Sekil 2.6. Tiimor varliginda lipid metabolizmasindaki degisiklikler. Kaynak: [75].
Ayrica kanserde normal dokularda olmayan, atipik lipidler sentezlenir. Bunlar:

» Dezmosterol: Kolesterol sentezinde bir ara triindiir, normalde sadece fetus beyninde
tespit  edilmistir.  Glioblastomali hastalarm  beyninde miktarmm artiy  gdsterdigi

gozlemlenmistir.

* Fukolipid: Fukoz (= metil pentoz) iceren lipid olan fukolipid, fukoz adenokarsinomlarmn
tanisinda timdr belirteci olarak kullanilmaktadir.

* Bunlarm haricinde kanserde sentezi tamamlanmanus, farkh karbonhidrat dizilimleri
olan, artmuig ¢ift bag igeren ya da anormal uzunlukta glikosfingolipid sentezi de
gorlilebilmek tedir.

Sialk asid, néromnik asitin asetillenmis tiirevi olup, doku wve hiicrelerin yapisal
bilesenidir. ~ Karbonhidrat  diziimindeki  farkhiklar  sialk  asidin  gliloproteinlere
baglanmasmi etkilemektedir. Yapilan c¢ahsmalar sayesinde kanser ewvresi ile ozellikle
metastaz varhg ile serum sialik asit diizeyi arasmda ¢ok giclii bir korelasyon oldugu

gosterilmistir [75].
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2.5. Antimetabolit ilaglar

Antimetabolitler hiicre dongiistine bagmli olan ilaglardr ve prensip olarak S-
fazma Ozgidirler. Etkilerimi DNA sentezi lizerinde gosterirler. Bu ajanlar genellikle
alkilleyici ajanlar ile birlikte kullamlmaktadr. Bas ve boyun karsinomlarma karsi,
akciger, meme ve bagrsak kanserlerine karsy osteojenik sarkom, koryokarsinom ve
l6semiye kargt etkilidirler [76]. En Onemli toksik etkilerini kemik iligi ve bagrsak
mukozast lizerinde gostermektedir. Fetiise, gebeligin tim donemlerinde zararh etki
yapmakla Dbirlikte kemik iligi baskilanmasi, bulanti ve kusma yaygm olarak goriilen
advers etkileridir [76, 77].

2.5.1. 5-fluorourasil

Florlanmig bir pirimidin analogu olan 5-fluorourasil hiicrede timin sentezni
bozmak suretiyle DNA sentezini durdurmakla birlkte RNA yapisma katilarak protein
sentezini de bozmaktadwr. Fluorourasil ¢ogalan hiicrelerde daha toksik etki
gostermektedir. Ayrica folinkk asit 5-FU’in etkisini artrmaktadr. Basta kolorektal kanser
ve meme kanseri olmak iizere over, uterus serviksi mesane, bas ve boyun, prostat,
erndometriyum, pankreas, mide ve karaciger kanserinin tedavisinde kullaniimaktadir
[77].

5-fluorourasilin yaglar ile sinerjistik etkilesimlerine bakilacak olursak; omega 3
yag asitlerinin kolon kanseri hiicre dizisi olan Caco-2 iizerinde apoptozu uyardi@m ve
kanserli hiicreler iizerinde 5-FU’in etkisini belirgin bicimde arttrdigi gozlemlenmektedir.
Yine kolon kanseri dizisi olan Caco-2 hiicre Kkiiltiirii {izerinde yapilan ¢ahsmalarda
bitkisel kaynakh lipid olan geraniol'un 5-FU etkisini arttrdigt ve bununla beraber 5-
FU’in  hiicre icinde akiimillasyonunu sagladizi  gosterimistir.  Deney  hayvanlar
kullanllarak yapilan preklinik bir ¢caliymada ise balk yaglar1 5-FU ile kombine edilmis ve
bu cahismada sazan ve tuna kaynakh balk yaglari kullanimstr. Baska bir ¢alismada ise
sarkom 180 tastyan fareler kullanidlirken, bu caligmalar sonucunda her ki yag, yan etkiyi
arttrmadan 5-FU etkinligini arttrmuglardr [78].
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2.5.2. Karmofur

Karmofur (1-heksilkarbamoil-5-fluorourasil, HCFU, Mifurol), antineoplastik bir
madde olarak yaygn olarak kullanilan 5-fluorourasilin maskelenmis formlarmdan biridir.
Karmofur molekiili, tasmm bigimi olarak 5-fluorourasil ve heksil karbamoyl ikame
edicisinin aktif bir ¢ekirdegmni icerir ve 5-FU'nun hiicrenin i¢ine niifuz etmesine yardimci

olur [79].
2.5.3. Karmofurun genel 6zellikleri ve kullamm alanlan
2.5.3.1. Karmofurun fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Molekiil formiilii, Ci11H16FN3O3 seklinde olan Karmofirun molekil agirhg,
257.265 g/moldiir. Uluslararast Temel ve Uygulamal Kimya Birligi (IUPAC) ismi 5-
fluoro-N-hexyl-2,4-dioxopyrimidine-1-carboxamide ~ ve  tammh es  anlamlann  1-
hexylcarbamoyl-5-fluorouracil, HCFU, Mifurol ve N-hexylcarbamoyl-5-fluorouracil’dir
[80].

Sekil 2.7. Karmofurun iki boyutlu yapisi. Kaynak: [80].
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Formiilii kristal halinde bir katt madde olan Karmofur -20°C’de saklanmaktadr ve erime
noktas1 283 °C’dir [81]. Karmofurun yagda yikksek miktarda ¢ozinme ozelligi olmakla

birlikte 5-fluorourasile ait olan fiziko-kimyasal 6zelliklere de sahiptir [82].

Sekil 2.8. Karmofurun 3D yapisi. Kaynak: [80].

Antineoplastik bir ilag olan karmofur, giicli bir asit seramidaz inhibitériidiir ve bu
Ozellk, anti-proliferatif —etkileri icin  esastr. Karmofur'un Kkimyasal iskeletindeki
degisiklikler, kanser hiicre c¢ogalmasm Onlemek icin standart antitiimoral ilaglarla
sinerjik olarak hareket eden yeni asit seramidaz nhibitorlerini tiretir [83]. Karmofur,
fluorourasilin bir pirimidin benzeri ve tiirevi oldugundan tipki onun gibi antikanser

kemoterapotik ve anti-metastatik aktiviteler sergilemektedir [84].
2.5.3.2. Karmofurun kullanim alanlar

Diinyada yapilan ¢algmalarda, oral olarak uygulanan karmofur'un, enzimatik
olarak veya enzimatkk olmayan bir sekide msan viicudundaki 5-FU'ya doniistiirtildiigi
ve antitimor etkisini uyguladi@i rapor edilmistir. Tek basma veya diger kemoterapotik
ajanlarla kombinasyon seklinde kullamlan oral karmofur, kiiratif olarak rezekte edilen
kolon kanseri hastalar1 i¢in adjuvan kemoterapi olarak kullamimstr [85]. Karmofur,
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kolorektal kanserin adjuvan tedavisinde kullanlmasmmn dismda gogiis ve yumurtalk
kanserlerinin tedavilerinde de kullamimaktadr. Karmofur, lokoensefalopati dahil olmak
iizere g¢esith norolojik bozukluklarm gelisimleri ile iligkilendirilmistr [86].  Siirekh
uygulama swrasmda karmofur ve onun metabolitleri kademeli bir sekilde beyinde
birikmekte ve ¢ok yavas bigimde ¢ikarimaktadr. Bununla birlikte karmofur, 5-FU
norotoksisitesine benzer bir beyincik sendromu ile beraber siddetli I6koensefalopati

tiretebilme yetenegine sahiptir [87].
2.5.4. Karmofur ve kanser iliskisi

Karmofurun kanser ile iliskisini belirlemek ve kanser tedavisi uygulamalari igin
pek ¢ok cahsma gerceklestirimistir. Asit seramidazn ekspresyonu, insanda meydana
gelen kanser tiplerinde yukari yonlii diizenlenmekte ve kanser tedavisi i¢in ilging bir
farmakolojik hedef meydana getirmektedir. Bir anti kanser ilaci olan karmofur diger bir
ismiyle 1-heksilkarbamoil-5-fluorourasilin giiclii bir asit seramidaz nhibitérii oldugu ve
bu  mekanizmann  anti-kanser  Ozelliklerine cesith  katkilar bulunabilecegi
bildirilmektedir. Cesitli kanser hiicre dizilerinde (SW403 ve LNCaP dahil) yapilan
cahsmalar, karmofurun asit seramidaz aktivitesini inhibe ettigini ve saglam olan
hiicrelerdeki seramid seviyelerini artrmakta oldugunu gostermektedir. Bunun disinda,
fareler tizerinde yapilan aragtrmalarda, karmofurun in vivo olarak uygulanmasi, cesitli
organ ve dokulardaki seramid seviyelerinde artis ve beraberinde asit seramidaz

aktivitesinin zaman ve doza bagh olarak mhibisyonuyla neticelenmistir [88].

Pro-apoptotik lipid seramidi hidroliz eden bir sistein amidaz olan asit seramidaz'm
ifadesi, bircok mnsan tiimdriinde anormal seviyede yiiksektir ve goriilen bu yiiksek seviye
kemorezistans roliine isaret etmektedir. Bununla birlikte, mevcut asit seramidaz
inhibitorleri, bu isareti desteklemek icin gerekli potensi ve ilaca benzerlikten yoksundur.
Klinik arastrmalarda kolorektal kanser tedavisinde kullanilan antineoplastik bir ila¢ olan
karmofur'un giighi bir asit seramidaz inhibitérii oldugunu ve bu O6zelligin anti-proliferatif
etkileri icin sart oldugunu gostermektedir. Karmofur'un kimyasal iskeleti tizerindeki
degisiklikler, kanser hiicre cogalmasm Onlemek amactyla standart antitiimoral ilaclarla
sinerjik olarak hareket eden yeni asit seramidaz mhibitorlerini iretmektedir. Yapilan
arastrmalarda elde edilen bulgular karmofur igcin beklenmedik bir hedef olarak asit

seramidazi belirtir ve bu molekiilin yeni kemosensitizasyon ajanlarmmn tasarimmnda
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basglangic noktasi olarak kullanidabilecegini 6nermektedir. Bununla birlikte kolorektal
kanserlerin tedavisinde kullamlan karmofur'un in vivo aktif intraseliler asit seramidaz
aktivitesi inhibitorii oldugu da gosterilmektedir. Ayrica, asit seramidaz inhibisyonunun
karmofurun anti-proliferatif etkilerinde Onemli bir rol oynadigm ve bu molekiilin
kimyasal iskeletindeki degisikliklerin kanser hiicresi c¢ogalmasm Onlemek maksadiyla
standart antitiimoral ilaglar ile sinerjik olarak hareket eden yeni asit seramidaz

inhibitorlerini {rettigini gostermektedir [83].
2.6. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite,  molekiller ~ olaylar  neticesinde  ¢esiti ~ makromolekiilerin
sentezlenmesinin  engellenmesi ve dolayisiyla  hiicrenin  fonksiyonlarmda ve yapisinda
belirgin hasarlarm ortaya ¢ikmasi olarak tammlanmaktadr [89]. Bir baska deyisle
sitotoksisite, hiicresel aktivitenin  geri  doniigtimsiiz  sekilde durdurulmasi1 ve hiicre

yapismin onarilamaz bir bicimde bozuklugunu ifade eder [90].

Sitotoksisite  testlerinde  hiicre  kiiltiirleri  kullanlarak  olast  toksikolojik

reaksiyonlar in-vitro olarak degerlendirilmektedir.
Sitotoksite testleri:

* Hiicre canlilig1 ve Olimii

* Hiicre membrani

* Hiicre organelleri

* Protein veya DNA sentezi

 Hiicre bolinmesi ile ilgili detayl bilgiler verir. Testi yapilacak olan materyalin fiziksel
Ozelligi ve hiicreler ile temas yontemi Onem arz etmektedir. Hiicre ile materyalin temas

sekilleri direkt, indirekt veya ekstrakt yolu ile olabilmektedir [89].
Sitotoksisite degerlendirme yontemleri dort baghk altmda incelenebilir. Bunlar:

e Canhlk (viability) degerlendiren testler: kisa donemde olusan toksik

reaksiyonlarin etkileri incelenir.
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e Yasam (survival) degerlendiren testler: uzun donemde olusan  toksik
reaksiyonlarin etkileri incelenir.
e Hiicre proliferasyonunu degerlendiren testler.

e Metabolik sitotoksisite degerlendirme testleri [89].
Sitotoksisite testleri:

e Tripan Mavisi (Trypan Blue Exclusion)

e MTT, XTT, WST

e Notral Krmizi Almi (Neutral Red Uptake)

e Siilforodamin B (Sulforhodamine B)

e Laktat Dehidrojenaz (Lactate Dehydrogenase) testleridir [90].

Sitotoksisitenin  degerlendiriimesi konusunda yapilan g¢ahsmalarda en yaygn olarak
kullanilanilan, enzimatik bir test olan MTT (tetrazolium tuzu 3-[4,5- dimethythiazol-2-
yl]-2,5-diphenyltetrazolium  bromide) testidir. = MTT yontemi sayesinde hiicre
toplulugundaki canli hiicrelerin  oram  kolorimetrik  yontem ile  Kkantitatif olarak
saptanabilmektedir. Bu test yontemi, saglam olan hiicrelerdeki mitokondrinin  MTT

boyasmin tetrazolium halkasmi pargalayabilmesi ilkesine dayanarak ¢ahsmaktadir [92].
2.6.1 MTT kolorimetrik sitotoksisite testi

Kolorimetrik MTT (3-(4, 5- dimethylthiazolyl-2)-2,  5-diphenyltetrazolium
bromide) testi sitotoksisite degerlendirmelerinde ¢ok sk kullandan bir yontemdir. Bu
yontem, MTT’yi mavi-mor, c¢Ozinmeyen formazan bilesigine  doniistlirebilen
dehidrogenaz enzim aktivitesini olgmektedir ve uygulanan yontemin ana ilkesi saglam
hiicrelerde mitokondrinin - MTT boyasmin tetrazolium halkasm pargalayabilmesidir.
Frajil bir mitokondrial enzim olan siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesime bagh
olan bu reaksiyonda uygulanan materyalin sitotoksik etkisi sebebiyle hiicrede
dehidrogenaz  aktivitesinin  etkilendigi  hallerde  mavi-mor  renkli  formazan
olusmamaktadr, bununla birlikte tetrazolium halkasmin pargalanmasi neticesinde sari
renkli MTT boyast mavi-mor formazan friniinii olusturmakta, sonu¢ olarak yalnizca
aktif mitokondrinin  mevcut oldugu canh ve mitokondri fonksiyonlari bozulmamis
hiicrelerde goriilmektedir. Yani Olii ya da mitokondri fonksiyonlarmda bozukluk olan
hiicreler boya il boyanmamaktadr. MTT yontemi ile hiicrelerm MTT boyasi
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kullanilarak yapilan inkiibasyonu, prensip olarak reaksiyon {irliniinin ¢ozinir duruma
getirilmesi ve reaksiyon sonucu olusan iirliniin kolorimetrik 6l¢iimii  basamaklarmdan

meydana gelmektedir [89,91].
2.7. Kat1 Lipid Nanopartikiiller

Bilindigi ilizere birka¢ kanser tiirii haricinde sitotoksik ilaclar kemoterapide Onemlh
bir yer tutmaktadw. Sitotoksik ilaglar, hizh bir sekilde biiyiime ve bolinme gdsteren
hiicrelerde toksik etki meydana getirip hiicreyi Oldirmeyi ya da hiicre fonksiyonlarmi
durdurmayr amaglamaktadr. Bu ilaglarm yan etkilerinin olusmamasi i¢in gesitli ¢Oziimler
gelistirilmigtir.  Gelistirilen bu  ¢Oziimlerden ve wumut vaat edenlerden biri de
nanotastyicilardr. Antikanser ila¢ tasmasmda yeni bir yaklagim olmasi ve sahip oldugu
cesith avantajlar dolayisiyla kati lipid partikiiller (KLN) 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlar,
50-1000 nm arasmda degismekte olan, oda ve wviicut sicakhgmnda kati hal ve lipid
yapismda bulunan pargaciklardir [92].

Giintimiizde kontrollii etkin madde salmmu amaciyla yaygn vaziyette arastrmasi
yapilan kolloidal tastyicilarm (polimerkk nanopartikiiller, lipozomlar, yag emiilsiyonlart
vb), kendilerine has avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadwr. Polimerik nanopartikiiller
goreceli olarak yavas degradasyona ugramalari, endistriyel anlamda {iretimleri i¢in bir
yontemin olmamasi bununla beraber iiretimlernden kaynaklanan toksik organik ¢oziicl
kalntilar,, ve otoklav ile sterilizasyon edilememesi gibi dezavantajlart bulunurken;
lipozomlarm da, disik fiziksel-kimyasal stabilitesinin  bulunmasi ve biyik Olgekte
tiretim yapilabilmesi i¢in uygun yontemin olmamasi gibi, piyasada az sayida lipozomal
llag formiilasyonunun yer almasma sebebiyet veren cesitl dezavantajlart bulunmaktadir.
Biiyik Olgekli iretim yapilabilmesine imkan taniyabilecek uygun yontemler olmasma
ragmen, yag emiilsiyonlar1 tastyic1 sistem olarak kullamldiginda, swvi yag damlaciklarmnm
icerisinde etkin  maddenin  dagilmas1 sebebiyle etkin madde salmmu ¢ok hizh
goriilmektedir. Son 10 yildan beri, kati lipid nanopartikiillerm (KLN) diger kolloidal
tastyict sistemlere alternatif bir ilag tastyict sistem seklinde kullanmlant i¢in  gesithi
cahsmalar yapimaktadr. Farkh kolloidal tastyicilarm avantajlarmn bir arada barmdran
ve dezavantajlarmn  ortadan kaldran KLN’lerin, kolloidal tasiyict sistem olarak
kullanimlar1 hizla artan bir ilgi gormektedir [93].
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2.7.1. Kat1 lipid nanopartikiillerin yapis1

KLN'lerin, ilag molekiiliiniin bulundugu yere gore ti¢ farkh morfolojisi vardir.
e Tlagla zenginlestirilmis kabuk modeli

e Tlagla zenginlestirilmis cekirdek modeli

* Homojen matris modeli.

Bu yapilar, Miiller ve ark. tarafindan gozlemlenen sonuglara dayamnlarak belirtimistir
[94].
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Sekil 2.9. Kati lipit nanoparcaciklarm ilaca dahil edilmis modelleri: (2) Ilacla
zenginlestirilmis kabuk modeli. (0) Ilac ile zenginlestirilmis ¢cekirdek modeli,
(c) Kati ¢ozelti (homojen matris) modeli. Kaynak: [94].

e ilagla Zenginlestirilmis Kabuk Model.

Sertlesmis bir kabuk, ilag ile zengmlestirilmis bir dig kabuk ile kaplh bir lipid
cekirdegidir. Boyle bir yapy sicak svi damlaciklarmm, faz ayrmu sonucunda lipid
nanopartikiillerini oluisturmak iizere hizla sogumasiyla elde edilir. Ila¢ zenginlestirilmis
kabuk morfolojisi, iiretim swasmda ve sogutma asamasinda ortaya c¢ikan ilacm yeniden
bolimlenmesi ile olusan bir lipid c¢okeltme mekanizmasi ile agiklanabilir. Sicak
homojenizasyondan sonra, her damla erimis lipit ve ilacm bir karigmudw. Hizh sogutma,
cekirdekteki lipid c¢okeltismi hzlandwr ve bununla bilkte dis swvi lipiddeki ilag
konsantrasyonunda bir artiy olur. Tam sogutma, bir ilagla zenglestirimis kabugun
¢okmesine neden olur. Bu yapisal model, patlamis olarak birakilan ilaglarm dahil
edilmesi i¢cin uygundur. Boyle bir hizh salmm, KLN'nin okliizif etkisine ilaveten artmus
ilag penetrasyonu gerektiren dermatolojik KLN formiilasyonlar: i¢cin oldukga arzu edilir.
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Topikal bir KLN formiilasyonundan klotrimazolin kontrollii salmi, ilacm zenginlesmis
kabuk yapismdan kaynaklanmistir [94].

‘ ‘ 0
Drug molecule ‘Oilycompanment
Sekil 2.10. Nanoyapili lipid tasiyicilarin ilag katilma modelleri: () Tip | veya kusurlu

kristal tiirii nanolipid taswict. () Tip Il veya ¢oklu tip nanolipid taswyict. (C)
Tip IIl veya amorf tip nanolipid tasiyici. Kaynak: [94].

e ilag Zenginlestirilmis Cekirdek Modeli.

Ilag bakimmndan zenginlestirilmis ¢ekirdek modeli, ilagla zengnlestirilmis kabuk
modeli i¢in tarif edilenin aksine yeniden kristallestrme mekanizmasi1 oldugunda elde
edilir. Sekil 2.10. ilagla zenginlestirilmis ¢ekirdek modelinin sematik bir temsilini

gostermektedr.

Bu morfoloji, ilacm lipitten &nce kristallesme egilimi oldugunda elde edilir. ilag, lipid
eriyik iginde doymus ¢Ozinirligine yakm bir sekilde ¢ozinir hale getirilir. Lipid
emiilsiyonunun daha sonra sogutulmasi, lipid eriyigi igindeki ilacm asmr1 doyumuna neden
olur. Bu lipidin yeniden kristallesmeden 6nce ilacm tekrar kristallestiriimesine yol agar.
flave sogutma, hali hazrda kristalize edilmis ilagla zenginlestirimis ¢ekirdek —etrafinda
bir zar olusturan lipidin yeniden kristallesmesine yol acar. Bu yapisal model, Fick'in
difizyon kanununa tabi olarak, belirli bir siire boyunca uzatimus salmm gerektiren
ilaglar i¢in uygundur [94].

e Homojen Matriks Modeli (Kat1 Céziim Modeli)

Homojen matriks modeli olarak da anidan kati soliisyon modeli, ilag molekiilleri ya
da amorf kiimelerdeki lipid matrisi icinde homojen olarak dagtildiginda elde edilir. Bu
model genellikle soguk bir homojenizasyon teknigi ile hazrlanan lipit nanopargaciklar
icin veya yiksek oranda lipofilk ilaglar katilarak hazirlanan sicak homojenizasyon
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teknigi ile tammlanr. Bununla birlikte, yiizey aktif maddeler veya ilag ile ¢Oziiniir
molekiiller olmadan kullanilabilir.

Soguk bir homojenizasyon teknigi kullamldignda, ¢Oziindiirilmiis ilag, lipid
yigmnda dagtilr. Yiksek basmgh homojenizasyona maruz brrakildignda, mekanik

ajitasyon, homojen bir matrise sahip lipid nanopartikiillerinin olusumuna neden olur.

Sicak bir homojenlestirme teknigi ile iiretilen lipid damlaciklart hizla sogutuldugunda
da benzer bir sonu¢ elde edilir; Damlaciklar kristallesir ve ilag ile lipid arasmda faz ayrmu
olmaz. Bu tir modeller, pargaciklardan uzatimis salmm gosteren ilaglarm dahil edilmesi
icin uygundur (Muchow Et al. 2008). Bdyle bir modelin bir 6rnegi, prednizolon yiikli bir
KLN sistemidir ve prednizolonun yavas salmi, genellikle 1 giin ila 6 hafta arasmdadir
(Jenning ve Gohla 2000) [94].

2.7.2. Kat1 lipid nanopartikiillerin kullamm alanlan

1991'de piyasaya strilen kati lipid nanopartikiilleri (KLN), emiilsiyonlar,
lipozomlar ve polimerik mikro ve nanoparcaciklar gibi koloidal tasiyicilari geleneksel
yapilara alternatif bir tasiyict  sistem olugturmaktadr. Kati  lipidlerden  yapilmis
nanoparcaciklar alternatif bir partikdlli tastyict sistem olarak Onerildikleri ntravendz
uygulamalar i¢in yeni kolloid ila¢ tastyicist olarak dikkat ¢ekmektedir. KLN, kiiciik
boyut, genis yiizey alani, yiiksek ilag yiklemesi ve ara yiizdeki fazlarm etkilesimi gibi
benzersiz Ozellikleri sunar ve farmasotiklerin performansmi artrma potansiyeli agisindan
caziptir [95]. KLN’ler, kozmetik uygulamalarda kullanimak iizere umut verici tastyicilar
olmalarmi saglayan ¢esitli Ozelliklere sahiptirler. Bu 6zellikler, Retinol ve ao-tokoferol
gibi stabilitesi 1yi olmayan bilesikleri kimyasal bozunmalara karst korumaktadilar.
Uretilen KILN’nin tiriiyle birlikte, kozmetik aktif bilesenlerin kontrolli  sahmum
saglamaktadwlar. Deriye uygulandiklarmda bir film tabakasi olusturarak oOrtlici  etki
gostermektedirler. UV bloke edici ozellikleri vardr. Partikiiler ozellikleri sebebiyle UV
isigm etkili bir bicimde yansttarak, fiziksel giines filtresi (sunscreen) olarak rol oynarlar.
Ayrica, molekiiler giinesten koruyucu ajanlar i¢in tasiyici olarak kullanlabilmektedirler.
Bu, uzun siireli stabil formiilasyonlarm kazanilmasmi saglar. Ayrica UV bloke edici
etkinin  artis  gostermesine Ve  formillasyondaki  glinesten  koruyucu  madde

konsantrasyonunun diisiiriilmesine olanak saglarlar [93]. Dis hekimliginde, protez yapm
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materyalleri i¢inde giimiis nanopartikiilleri kullanilarak —antibakteriyel etki saglannustr
ve protez stomatitisini Onlemek icin potansiyel bir yaklasm olabilecegi ileri stirlimiistiir.
Bunun dismda nanopartikiil dolduruculu dental kompoztler dis dokusuna adezyonu ve
materyalin  kimilma dayanklli@m artrnustr.  Dis  hekimliginde, implant uygulamalart
icn, karbon nanotiipler titanyum implantlarm  yiizeyini kaplama  amaciyla
kullanilabilmektedir. Yumusak astar materyallerme antifingal etki gostermesi i¢in belirli
konsantrasyonlarda  glimiis  nanopartikiilleri ilave edimisti. ~ Nanopartikiiller — dis
hekimliginde lokal anestezi amaciyla da kullamimaktadr. Milyonlarca aktif analjezik
mikron boyutlu stispansiyon hastanm dis etine asilanmakta ve nanorobotlar gingival
sulkus, lamina propia, dental tiibiiller vastasiyla pulpaya ulagmaktadir. Dis hassasiyetini
azaltmak amaciyla analjezik dental robotlar pulpaya asilanabilmektedir [96].

2.7.3. Kat1 lipid nanopartikiillerin avantajlan ve dezavantajlan

KLN’ler; lipozomlarm, emiilsiyonlarm ve kati partkillerin = temin  ettigi
avantajlarm birlesimini ihtiva etmektedirler. Diisiik sitotoksisite ve disik —sistemik
toksisite icermeleri bununla birlikte organik ¢oziicii kalntlarma sahip olmamalari, biiyik
Olcekte {iiretim alanlarmmn olanaklar dahilinde olmasi gbi yag emiilsiyonlarmmn
avantajlarmi  tagmakla  birlikte dokulara etkin - maddelerin  hedeflenebilmesi  gibi
lipozomlarm avantajlarmi  da  bulundurmaktadw, bunlarm dismda katt  polimerik
nanopartikiillerin avantajlarma da sahiptir, bunlar; kati lipid matrisleri vasttasiyla etkin
maddenin kontrolli bir sekilde salmm ve etkin maddelerin kimyasal bozunmaya Kkarsi

korunmas1 olarak belirtilmektedir [93].

KLN’lerin avantajlan ozetlenecek olursa:

- KLN’ler kolloidal biiyiikliige sahiptirler.

- Lipofilik ve hidrofilik etkin maddeler hapsedilme ozellikleri mevcuttur.

- Sulu dispersiyonlar1 uzun siire stabil kalabilmektedir bununla beraber alternatif olarak,
dondurma veya piiskiirtme seklinde kurutma uygulanabilmektedir.

- Hazrlama esnasmda fizyolojik bilesiklerin kullanmasmdan dolay1 toksikolojik olarak
kabul edilebilmektedirler.
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- KLN’ler ile etkin maddenin kontrollii salim1 saglanabilmektedir.
- Otoklav veya gama ismlar1 vasttasiyla sterilizasyonu gergeklestirilebilmektedir.

- Organk ¢oziciilerin tiretimde kullaniimamasi sebebiyle, organik ¢oziicii kalntisi ihtiva

etmemektedir.
- Endiistriyel Ol¢ekte tiretimleri olanak dahilindedir.

- Yiizey Ozelliklerinde goriilen modifikasyonlar ile belirli dokulara ilag hedeflemesi
saglanabilmektedir.

- Etkin madde ¢evresel etkenlerden korunmakta ve aym zamanda stabilitesi de

artrilmaktadr.
- Ekonomik anlamda kabul edilmekte olan bir tastyic1 sistemdir [93].
KLN’lerin Dezavantajlarn:

KLN’lern pek cok avantajlari olmasma ragmen, KLN’lerin kullanmlarmi smirlamakta

olan baz faktorler de mevcuttur:
- Etkin madde yiikleme kapasiteleri nispeten diistiktiir.

- Saklama esnasmda goriilebilen polimorfik gecisler sebebiyle, etkin madde tasiyicidan
disariya sizabilmektedir.

- KLN dispersiyonlarinin su igerikleri nispeten (%70 — 99.9) yiiksektir.
- Ortamda farkh kolloidal yapilar da mevcut olabilir [93].
2.7.4. Kat1 lipid nanopartikiillerin sentezlenmesi

KLN'ler kati lipit, emiilgator ve su / ¢oziciiden meydana gelmektedir. Kullanilan
lipitler trigliseridler (tri-stearin), kismi gliseridler (Imwitor), yagh asitler (stearik asit,
palmitik asit), steroidler (kolesterol) ve mumlar (setil palmitat) olabilir. Cesitli emiilsiyon
yapicllar ve bunlarm kombinasyonu lipid dispersiyonunu stabilize etmek i¢in
kullamimaktadir. Emiilgatorlerin kombinasyonu parcacik yigimayr daha etkin bir sekilde
onleyebilmektedir ve KLN'lerin belli bir avantaji, lipid matrisinin akut ve kronik toksisite
tehlikesini azaltan fizyolojik lipidlerden yapimis olmasidr. Emiilgatorin  segimi,
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parenteral uygulama i¢in uygun emiilgatérin uygun bir miktar1 ile uygulama yoluna
baghdr.  Nanopartikiill sentezleme yontemleri ile ilgili olarak pek ¢ok sentezleme
yontemi  bulunmaktadw. Bu yontemler, yiiksek basm¢gh homojenizasyon (sicak
homojenizasyon ve soguk homojenizasyon), mikroemiilsiyon, ¢oziicli emiilsifikasyon-
evaporasyon/¢coziicli diflizyon ve yikksek hizda karstrma ya da ultrasonikasyon
yontemleridir [97].

2.7.4.1. Kat1 lipid nanopartikiillerin sentez yontemleri
2.7.4.1.1. Yiiksek basin¢li homozenizasyon yontemleri

Yiksek basmch homojenizasyon (HPH), KLN iretimi i¢in giivenilir ve etkili bir
yontemdir. Yiksek basmngh homojenizatorler, birkag mikron geniglikteki dar bir delikten,
yiiksek bir basmg ile birlikte (100-2000 bar) swviyr itmektedirler. Itilen svi, ¢ok kisa bir
mesafede ¢ok yiksek bir hiza (1000 knvsaat’in lizerinde) ulasmaktadr. Yiksek bir
kayma stresi (gerilimi) ve kavitasyon kuwvetleri, partikiilleri mikron altinda biiytikliikteki
parcalara ayrmaktadr. Yiiksek basm¢h homojenizasyon yontemi, sicak homojenizasyon
ve soguk homojenizasyon olarak iki sekilde uygulanabilmektedir [93].

e Sicak Homojenizasyon:

Sicak  homojenizasyon, lipidin erime noktast iizernde gorilen sicakliklarda
gerceklesmektedir bundan dolay1 emiilsiyonun homojenizasyonu olarak
degerlendirilebilmektedir. Etkin madde, erime noktasmm 5-10 °C izerindeki bir
sicaklikta eritimis olan lipid i¢cinde ¢ozilir ya da disperse edilir. Etkin madde ihtiva eden
erimis lipid, aym sicaklktaki sulu emiilgator cozeltisi i¢cinde yiiksek hizda karistrma ile
disperse edilir. Elde edilen sicak pre-emiilsiyon homojenizatérden gegirildikten sonra
olusan sicak Y/S nanoemiilsiyonu oda sicakhgma sogutulmaktave bu sekilde lipid kati
hale gelmektedir (rekristalize olur) sonu¢ olarak kati lipid nanopartikiiller elde
edilmektedir. Bununla beraber, kisa zncirli yag asitlerinden meydana gelen ya da erime
noktast  diisik (oda sicakligma ¢ok yakm) olan gliseridler  kullanildiginda,
rekristalizasyonun  baglatilabilmesi i¢in, nanoemiilsiyonlarin  daha diisik sicakliklara
kadar sogutulmasi gerekebilir. Rekristalizasyon, liyofilizasyon uygulamasi ile de
baslatilabilmektedir. Partikill biyikkigiinin  kiicik oluisu ve emiilgatér bulunmasi
sebebiyle, lipid rekristalizasyonu fazla gecikebilmekte bundan dolayr da {iriin, uzun aylar
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stiresince asir1 sogutulmus bir karisim (supercooled melt) olarak kalabimektedir. Sicak
homojenizasyon yontemi, sicaga karsi hassasiyetleri diigsik olan etkin maddeler icin
uygundur. Bunun sebebi, yiiksek sicakhga maruz kalman siirenin daha kisa olmasmdan
kaynaklanr. Fakat, yiksek sicakliga karsi a1 hassasiyet gosteren bilesikler ve hidrofilik
Ozelligi bulunan etkin maddeler i¢in soguk homojenizasyon metodu kullanidabiimektedir
[93].

e Soguk Homojenizasyon:

Etkin maddenin icerisinde ¢Oziildiigi ya da disperse edildigi erimis haldeki lipid, kuru
buz veya s nitrojen vastasiyla hizh bir sekilde sogutulmaktadwr. Kati lipid, yaklasik
olarak 50 — 100 um boyutundaki lipid mikropartikiillere kigiiltiilmektedir. Kati lipid
mikropartikiiller, soguk emiilgator ¢ozeltisinde disperse edilmekte ve olusturulan pre-
stispansiyon, oda sicakhfinda ya da oda sicakhgmndan daha diisik sicaklikta yiiksek
basngh homojenizatérden gegirimesi sonucunda kati lipid nanopartikiiller meydana
getirimektedir. Soguk homojenizasyon metodu, sicak homojenizasyon metodunda ortaya
cikan; sicaklkla etkin madde degradasyonunun indiiklenmesi, homojenizasyon esnasmda
etkin - maddenin sulu fazda dagilmasi, nanoemiilsiyonun lipid rekristalizasyonunun
zorlugu gibi sorunlar ile bas edilmesi i¢cin gelistiribmistr. Bu iki homojenizasyon yontemi
de, %40’a kadar olan lipid konsantrasyonlarmda uygulama yapmak i¢in elverisldir ve
genel anlamda, dar partikiil biytkligii dagimlarin1 vermektedir [93].

2.7.4.1.2. Mikroemiilsiyon yontemi

Mikroemiilsiyonlarm diliisyonuna dayanan bir KLN hazrrlama yontemi Gasco ve
ark. tarafindan gelistirilmistir. Mikroemiilsiyon yonteminde ilk olarak, lipid (yag asitleri
veya gliseridler) eritiimekte, daha sonra su, emiilgatér ve koemiilgatér karismu, lipid ile
esit sicakhfa sahip olacak bigimde wsitimakta ve erimig lipid icerisine eklenip
kargtrimaktadr.  Bu maddeler, mikroemiilsiyon olusmasi amactyla belirli oranlarda
karistmildigi zaman, transparan ve termodinamik olarak stabil bir sistem kazanimus olur.
Meydana gelen sicak ya da ik mikroemiilsiyon, 6zel bir sekilde gelistirilen termostath
sirmga vasttastyla asm miktardaki soguk su (2-3 °C) icerisinde mekanik bir karistrma
yoluyla disperse edilir. Sicak mikroemiilsiyonda soguk suyun hacim orani, 125 ile 1:50
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arasinda degisebilmektedir bununla birlkte fazla su, ultrafitrasyon wveya liyofilizasyon
ile uzaklastrilmaktadir [93].

2.7.4.1.3. Coziicii emiilsifikasyon-evaporasyon veya ¢éziicii difiizyon yontemi

Cozicli  emiilsifikasyon-evaporasyon yonteminde; lipid, su ile karismayan
organk bir ¢oziiciide (toluen, kloroform vb) ¢oziilir. Bu ¢ozelti bir sulu faz igerisinde
emiilsifiye edilir ve ¢oziclinin vakum altmda buharlastiriimas: ile, lipid nanopartikiilleri
meydana gelerek ¢okme olusur. Hazrlama swrasmda 1s1 uygulanmamasi bu yOntemin
sagladig bir avantajdr. Bu sebeple, yikksek sicaklk altmda bozulan etkin maddelerin
yiklenmesi i¢in elverigli bir yontemdir. Yontemin avantaji oldugu gibi dezavantaji da
vardr, bu da, organk ¢oziclinin kullanmasi gerekliligidir. Bununla birlikte, bu
yontemle iretim yapimasi scaling up isleminin yapimasmda da sorunlari beraberinde
getirmektedir. Bu metod ile meydana getirilen {rinin ortalama partikil biyikkigi,
organik fazdaki lipidin konsantrasyonuna baghdr. Coziicii diflizyon yonteminde; su ile
kismen karismakta olan ¢oziicliler (benzil alkol, etil format vb) kullamimaktadwr. Lipid,
su ile doyurulmus ¢oziciide ¢oziilmekte ve fazla sicakliktaki, ¢ozicii dle doyurulmus sulu
emiilgator ¢Ozeltisi ile emiilsifiye edimektedir. Cok miktarda (15 — 1:10 oranlarmda) su
ilave edilmesinden sonra, organik ¢06ziiciinin emiilsiyon damlaciklarmdan siirekli faza
diflizyon olmasi sebebiyle KLN’lerde ¢okme gozlenir. Epey seyreltik olan dispersiyon,
ultrafitrasyon veya liyofilizasyon uygulamasiyla konsantre edilmektedir. Trotta ve ark.
(2003), ¢oziicii diftizyon yontemi ile disik toksisitede olduklar1 kabul edilen ¢ozicti ve
emiilgatorleri  kullanarak,  gliserin  monostearat  nanopartikiillerinin  hazrlanabilirligi
tizerinde arastrmalarda bulunmuslardr. Benzil alkol veya biitil laktat ile emiilsifikasyon
diflizyon yontemi uygulanarak Kati lipid nanokiirelerin iretilmesinin miimkiin oldugunu
gostermiglerdir [93].

2.7.4.1.4. Yiiksek hizda karistirma ve/veya ultrasonikasyon yontemi

Yiksek hizda karstrma ve/veya ultrasonikasyon yontemlerinin her ikisi de,
yaygin ve kolay bir sekilde kullamimakta olan yontemlerdir. Cogunlukla bu ki yontem
birlikte kullanimakla beraber belirli bir zaman boyunca yiiksek sicakliklarda
uygulanmaktadrlar.  Yiksek hizda karstrma  yonteminda  bulunan  dezavantaj,
mikrometre boyutuna ulasabilen genis partkil biyikkigi dagilmh trin verebilmesidir.
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Bu dezavantaj, saklama esnasmda partikiil biiylimesi gibi fiziksel stabilite sorunlarma yol
agmaktadr. Ilave olarak, ultrasonikasyon yontemi kullamidin —takdirde, metal

kontaminasyonunun g6z oniine alnmasi1 gerekliligi belirtilmistir.

KLN dretmi i¢cin, modifiye yiiksek hizda homojenizasyon ve ultrason yontemi
Hou ve ark. (2003), tarafindan gelistirilmistir ve bu yontem, organik ¢oziiciiye gereksinim
duyulmadan yiiksek kalitede KLN’lerin hazrlanmasi olanagmi sunabilecek, etkin, bastt,
uygun Ve bir yontem olarak belirtilmistir [93].

2.7.5. Kati lipid nanopartikiillerin karakterizasyon metodlan

Kalite kontrolinde KLN'lerin yeterli ve dogru karakterizasyonu gereklidir. Bununla
birlikte, KLN'nin karakterizasyonu, pargaciklarm kolloidal boyutu ile sunum sisteminin
karmasikhgi ve dinamik yapist nedeniyle ciddi bir soruna sahipti. KLN'ler i¢in
degerlendirilen Onemli parametreler arasnda, partikil boyutu, boyut dagiim kinetigi
(zeta potansiyeli), kristallik derecesi ve lipit modifikasyonu (polimorfizm), ilave kolloidal
yapillarm (miselller, lipozom, siiper sogutmal eriyikler, ila¢ nanopartikiilleri) birlikte
bulunmasi, dagitim siireci zaman olgegi, ila¢ igeridl, in-vitro ila¢ salmmu ve ylizey
morfolojisi yer almaktadr [98].

Partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyelin olciilmesi:

Partikiil buytkligii ve dagihmu, Kolloidal tasiyici sistemlerde en  6nemli
fizkokimyasal — Ozelliktir.  Partkil  biyikkigiini ve daghmm etkileyen Onemli

faktorlerden biri hazrlama yonteminin parametreleridir.

Basmcm ve devir sayismmn artiriimasi ile  partikiillerin - biiyiikliglinde azalma
oldugu belirlenmistir. Uretimde kullanlan emiilgatdriin - tipi ve miktar1 da, partikiil
bliyikligiinii  etkilemektedir. Genellikle, emiilgator miktarmi belirli bir orana kadar
artrmak, ortalama partikill biyiikkigiinii azaltmaktadwr. Emiilgatorler, KLN’lerin
hazrlanmasi srasnda, damlaciklarn yiizeylerini kaplayarak damlacik kiimelesmesini ve
uzun donemdeki partikill birlesmesini  Onleyecek mekanik veya elektriksel engel
olusturmaktadwlar.  Damlaciklarm  stabilitesi  yeterince  saglanabilirse,  katilastrma
isleminden sonra elde edilen partikiillerin boyutu nanometrik aralkta olmaktadwr. Partikiil
bliylikligiiniin rutin Olgiimleri ign en giicki yontemler; foton korelasyon spektroskopisi

49



(PCS) ve lazer kwmmu yontemi (LD)’dir. Coulter Counter yontemi ise, kolloidal
dispersiyonlar1  destabilize edebilecek elektrolitlere  ihtiyag gOstermesi ve  kiigiik
nanopartikiillerin ~ degerlendirilmesindeki ~ zorluklar  nedeniyle, KLN’lerin  partikiil
biiyiikligii Olglimiinde nadiren kullamimaktadr. KLN’lerin sekillerinin - belirlenmesinde,
diger partikiiler sistemlerde oldugu gibi, atomik kuvvet mikroskobisi (AFM) ve elektron
mikroskobu kullanilabilir. Diiz bir silikon yiizeye sabitlenen nanopartikiillerin sekilleri,
AFM ile vakuma ihtiyag¢ duyulmadan belirlenebilmektedir. Zeta potansiyelinin
Olciilmesi, kolloidal dispersiyonun saklama stabilitesi hakkmda tahminde bulunmaya
olanak vermektedir. Genel olarak, yikli partikiillerde (yiksek zeta potansiyeli),
elektriksel itme nedeniyle, partikil agregasyonunun meydana gelme ihtimali daha azdrr.
Ancak bu kural, sterik stabilizatérler igeren sistemler icin tam olarak gegerli
olmamaktadr.  Ciinkii, sterik  stabilizatorlerin  adsorbsiyonu, zeta  potansiyeli
azaltmaktadir [93].

Lipid matrisin yapismm (lipid modifkasyonunun) rekristallenme ozellklerinin ve

diger kolloidal yapilarin degerlendirilmesi:

KLN kalitesini karakterize etmek icin, partikil biiyiikkigli analizi gereklidir;
ancak, yeterli degildir. Lipid modifikasyonunun ve lipidin kristalinite derecesinin
karakterizasyonu da Onemlidir. Ciinkii, bu parametrelerin  yani lipid yapidaki
degisikliklerin saptanmasi, lipid matristeki etkin madde enkapsiilasyonu ve etkin
maddenin salm hiz1 ile son derece iliskilidir. DSC ve X ismi krmmu yontemleri, lipidin
durumunu  aragtrmak i¢in yaygn olarak kullamimaktadr. Lipidlerin yapisal ozelliklerini
arastrmak icin IR ve Raman spektroskopisi yontemleri de kullanlmaktadw. Etkin
maddenn fizksel durumu ve yerlesimi de, DSC ve X ismu kwrmmu cithazi ile analiz
edilebilmektedir. Etkin madde igeriginin lipidin kristal Ozelliklerine etkisi, oOzellikle X
ism1 krmmu cithazt e incelenebilmektedir. Farkl kolloidal tiirlerin taymi i¢in, hazirhk
admlan gerektirmeyen ve duyarh yontemler olarak, NMR ve Elektron Spin Rezonans
(ESR) yontemleri kullanmaktadr. Her iki yontemin de sisteme zarar vermemesi
nedeniyle, aym Ornekten tekrarlanan Olglimler almak miimkiin olmaktadwr [93].
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2.8. Apoptozis

Apoptozis (programlanmig hiicre Oliimii), hiicre intihar1 olarak da bilinmekte olan
fizyolojik bir olaydr. Embriyolojik gelisim  ve eriskin dokunun  yasaminin
sirdiirilmesinde  anahtar rol oynar. Organizmann ihtiyag duymadig, biyolojik
gorevlerini tamamlamis olan veya hasarh halde bulunan hiicreler apoptozis olayr ile
genetik bir sekilde kontrol edilerek ortadan kaldrimaktadr. Apoptozisin hizlandigi veya
yavasladigi durumlarda ¢esitli hastalklar olusmaktadw. Apoptozs, klasik hiicre Olim
seklini niteleyen nekrozisden pek ¢ok oOzelligi bakimindan farkh bir hiicre O6lim
mekanizmas1 olarak bilinmektedir. Nekrozs, fizyolojik Olim seklini ifade etmemesine
ragmen, apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlarda olusabilmektedir. Apoptozis
mekanizmasnmn tetiklenememesi veya mekanizmanin herhangi bir basamagnda olusan

degisikliklerin timor gelisimine katki sagladigi bilinmektedir. [99].
2.8.1. Apoptozun morfolojisi

Apoptozisde gerceklesen ana morfolojik olay, niikleusun yogunlasmasi ve
sonrasmda parcalara ayrimasidr. Immun elektroforez  gergeklestirildiginde  ‘ladder
pattern’ olarak adlandmlan merdiven bigiminde bir goriiniim olusamkatadr. Normal
durumda bir hiicrede birbirini takip etmekte olan 7 adet kirlma onarilirken, apoptoziste
yaklagik olarak 300000 kirilma olusmakta fakat hiicre onarmm yapilamamaktadr.

Sekil 2.11. Normal hiicre ve apoptotik hiicre gériiniimleri

Kromatin, apoptozis halinde siiperkondens bir hale gecerek niikleus zar altmda
kresentik bir goriniim olusturmaktadir. Floresan boyama uygulamasi yapildignda
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DNA’da boncuklanma seklinde bir golrntii meydana gelir, olusan bu durumun nedeni
DNA’nn endonikleaz ile 6zgil bir bigimde interniikleozomal bolgelerden 180-200 bp
(baz ¢ifti) biiyiikliglinde parcalara ayrimasidr. Hiicreler apoptozisin erken evresinde
birlesme bolgelerinden ayrimakla birlkte Ozellesmis yiizey organellerini kaybetmekte
ve belirgin bir sekilde biiziilme gostermektedirler. Biiziilme ile birlikte birkag dakikada
hacimlerinin 1/3’tinii kaybetmektedirler. Bu durumun nedeni, plazma membraninda me
bulunan iyon kanallai1 ve pompalarmdaki aktivasyon durumunun = bozulmasidir.
Apoptotik hiicrelerin var oldugu dokulardan elde edilen kesitler ile yapilan c¢aligmalarda
kesitler 15,k mikroskopunda incelenmis ve hiicrelerin  plazma  membrannda
tomurcuklanmalarm  olustugu  bununla birlikte hiicrenin, sitoplazma ile  gevrili olan
kromatin pargalarmdan olusan apoptotik cisimciklere parcalandig belirtimistr ve bu
anda hiicre yasammi halen siirdiirmektedir. Apoptotik hiicreler; komsu hiicreler ve
makrofajlar yoluyla tanmmakta ve fagosite edilmektedir. Plazma membrannda goriilen
degisiklikler ile apoptotk hiicreler tanmnwken, normalde hiicre membranmmn i¢
tabakasmda olan fosfatidil serin, aminofosfolipid transferaz enzimi ile membrann dis
tabakasma goc¢ eder, fagositk hiicrelerin vitronektin, lektin &zelligi gosteren reseptorleri
fosfatidil serin ile baglanp fagositozu uyarmaktadw. Apoptoz iki ama yol ile
baslatimaktadr. Bunlardan birincisi, hiicre disindan tetiklenen, poztif (TNF o varhg)
ya da negatif (biiyiime faktorii yoklugu) ekstrensek yoldur. Ikincisi, hiicre icinde
goriilmekte olan DNA hasari, endoplazmikretikulum stresi ya da mitokondriden
tetiklenen intrensek yol. Hiicre i¢i ya da hiicre dist mekanizmalarm hangisiyle baslarsa
baslasm, apoptotik siire¢ kaspazlar (Cysteine Aspartate Specific ProteASEs- CASPASE)
olarak isimlendirilen proteolitik enzimler yolu ile gerceklestirilir. Kaspazlar apoptozisde
onemli roller {stlenen sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Kaspazlar ik olarak inaktif
proteinler halinde sentezlenmektedir. Kaspazlar farkh yollar ile aktive edilip hiicresel
hedeflerdeki tetrapeptitleri tammaktadr ve var olan substrat, bir karboksil ile
ayrmaktadr. Memelilerde yaklask 14 kaspaz tanmmlanmakla birlikte filogenetik analiz
neticesinde gen ailesinin ICE (kaspaz-1) ile iliskili ve CED-3 benzeri olmak {izere iki adet
altgrubu mevcuttur [99].
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2.8.2. Apoptoz ve kanser iliskisi

Hiicrelerin normal apoptotik prosesten kagabilmeleri igin  belli bir  6zellik
kazanmalar1 gerekmektedir ve bu neredeyse biitin kanser hiicrelerinde goriilen bir
Ozelliktir. Timor hiicreleri antiapoptotik proteinlerin aswr1 yapmu ya da proapoptotik
proteinlerin  yapmmlarmm veya etkilerinin  azalmasi sonucunda apoptoza  direng
kazanmaktadrlar. Ornegin, folkiiler B hiicreli lenfomada kromozomal bir yer
degistirmenin neticesinde Bcl-2 proteminin yapmunda artis gozlemlenmektedir. Yapilan
cahsmalarla p53 yolu ile baslatlan apoptoz Yyolundaki proteinlerin yapm ya da
islevlerinde goriilen bozukluklarn insanlardaki kanserlerin hemen hemen yarismda etkili
gosterdigi  belirtilmis bunun dismda Apaf-1 in  metastatik melanom hiicrelerinde
yapiimadigi gosterimistir. Bazi kanser tiirlerinde (hepatoselliler karsinom, melanomlar)
Olim reseptorlerinden biri olan CD95’in yapmmm azaldig bulunmustur. Kanserlesme
ve apoptoz diizenlemesinin bozulmasi arasmndaki iliski kemoterapotiklere ya da
radyasyona diren¢ olusurarak da klink tibbi ilgilendiren sonuglara yol acabimektedir
[100].

Kanser tedavisinde apoptozis etkisine bakacak olursak, geride kalan 10 il
icerisinde, insan kanserlerinin intrensek apoptoz direnci altmda yatan molekiiler
mekanizmalarm ortaya ¢ikartimasi terapotikk amaglarda fayda saglayacak hedeflerin
belirlenmesine  6n ayak olmustur. Olim reseptorleri vasttas1 ile apoptozis, insan
kanserlerinde sinyal iletim kaskatmu ¢esith diizeylerde devre disi brakabimekte ve
plazma zar diizeyinde 6lim reseptorlerinin hiicre yiizey ifadesi bozulabilmektedir. CD95
ylizey ifadesinin azalma gostermesi, noroblastom hiicreleri ve I6semide ilag direncli
varyantlarda goriilerek ilag direncine bagh oldugu rapor edimistr. CD95’mn disinda
TRAIL reseptorlerinin  meydana getirdigi degisiklikler rezstans mekanizmasi olarak
belirtilmektedir. TRAIL/TRAIL reseptor sistemleri kanser tedavileri i¢in Olim reseptor
ailesinin umut vaat eden bir Ornegi olarak kabul edimektedir. TRAIL’in malignant

olmayan msan hiicreleri ile karsilastrimasi sonucunda kanser hiicrelerinde hiicre

olimiinii tetikledigi bildrilmistir.

Mitokondriyal apoptozis yolu ele alndignda, insan kanserlerinde apoptozisin
mitokondriyal (intrensek) yolundaki sinyallemesi sk bir sekilde bozulmaktadr bununla
birlikte mitokondriyal dis zar gecirgenligi, proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerin Bcl-
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2 ailesini  iceren cesith faktorlerle, Bcl-2’deki genetik  degisiklikleri ya da
posttranslasyonel modifikasyonlartyla insan kanserlerinde goriilmekte olan hiicre olim
rezistans1 da siki bir sekilde kontrol edimektedir. Folikiiler lenfomada mmmiinoglobulin
agr zincir gen bolgesine Bcel-2 onkogeninin kromozomal translokasyonu, Bcl-2’nin asi1
transkripsiyonel aktivasyonu ve yikksek ekspresyon seviyeleri ile neticelenmektedir.
Insan kanserlerinde, proapoptotik Bcl-2 ailesindeki Bax proteininde gerceklesen genetik
degisiklikler rapor edilmistir. Oregin, Bax geninde bulunan tek nikleotid degisimi ya da
cerceve kaymasi mutasyonlart hematopoetik neoplazmlarda ya da kolon kanseri iginde
tanmlamigtr [101].

2.8.3. Apoptoz tayin metodlan
2.8.3.1. Konfokal mikroskopi

Hiicrelerde olusan biiziigme, kromatin yogunlagmasi, yogunlasma, membran
tomurcuklanmasi, DNA parcalanmasi, ¢ekirdek parcalanmasi ve apoptotk cisim
meydana gelmesi seklindeki morfolojik degisiklikler belirgin  apoptoz gdstergeleridir
[102].

Konfokal mikroskopi, bir numunenin yiiksek c¢oziniirlikli goriintilerini ve 3-D
rekonstrikksiyonunu tiretmek i¢in glichi bir aractr. Konfokal mikroskopide bir lazer ism,
objektif mercek araciigiyla bir flioresan numuneye odaklanr. Yanstilan gk ayna
tarafindan saptiriirken, yayan fliioresan 151k "odak disi" 15131 azaltmak icin bir konfokal
apertirden gecer. Odaklanmig 15k daha sonra emisyon filiresi icinden geger ve foto-
cogaltictya gecer. Biitiin bir goriintii elde etmek icin lazer odak noktast numune {izerinde
hareket ettikge tek nokta XY olarak taranr [103]. Konfokal mikroskopi hiicre
aragtrmalar1 icin ideal bir arastrma yontemidir fakat doku pargalarmda kullanmu
nispeten  kisithdr. Uyart  si8min  derindeki  hiicreye  penetrasyonu  ve  floresan
emisyonunun dokuda yayimu zor oldugu icin kullandacak enerjinin yiiksek olmasi
gerekmektedir. Yiiksek enerji ile doku ve hiicre zarar goreceginden canh yapilar tizerinde
kullanmu uygun degildir. Bu tip sorunlarm istesinden gelmek amaciyla multi-foton
teknigi gelistirimistir. Bu  tekni@in bilinen konfokal teknikten farki 6zel bir lazerin
kullamihyor olmasidir [104]. Lazer konfokal mikroskopi teknigi, boyama uygulamalari

ile elde edilen gorintilerden tic boyutlu fotograflarm meydana getirilmesine de imkan
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saglarken bu donanmmlar ile bircok hiicre i¢ci organel ve tim bilesenlerin detayl
incelenebilmesinde  konfokal mikroskop yaygm olarak kullanlmaktadr. Cekirdek
ve/veya aktin filamentlerinin senkronik bir sekilde uygun floresan boyalar ile boyanmasi
hiicrelerin  bulundugu yerin ve seklinin goriintilenmesini  kolaylastrmaktadr. Floresan
boyalar DNA’ya baglandiklar1 i¢in hiicrenin kromatini ve bununla birlikte hiicre
cekirdegini goriiniir hale getirebilmektedir [105].

2.8.3.2. Gecgirimli elektron mikroskopi ile apoptoz tayini

Insan gbzi ile cok ince detaylarm gorilebilme imkam kisthdr. Bu sebeple
goriintii transferini  saglayan 1sik yollarmm mercekler ile degistirimesiyle, ¢ok daha
kiigiik olan detaylarm goriilebilmesine imkan veren optik cihazlar gelistiriimistir. Fakat
gelistirilen bu tiir cihazlar, biiylitme oranlarmm smirh olmasi ve goriintiide islem yapma
olanagmn olmamasi sebebiyle bu yontem iizerinde yeni sistemler gelistirilmesine Yol
acmustr.  Elektronik ve optik sistemler birlikte kullanilarak yiiksek biiyiitme analizleri
yapilabilen gorintilerin  saglandig cihazlar gelistirilmistir.  Elektro-optik prensipler ile
taramali elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope-SEM)  gelistirilmistir.
Taramal Elektron Mikroskobu (TEM), pek c¢ok alandaki gahsmalarda kullanimakla
beraber, biyolojik bilimlerde, tipp ve kriminal alanlarmda yaygmn olarak kullanidmaktadir
[106]. Apoptotik hiicrelerde olusan ince yapisal degisikliklerin gegirimli  elektron
mikroskobunda incelenebilmesi i¢in, Oncelikle hiicrelerin  TEM’de biyolojik numune
takibine uygun bir sekilde takip edilmesi ve bloklar bicimine getirilmesi gerekmektedir.
Olusturulan bloklar 6nce mikrotom cihazinda yari ince kesitler alnmasiyla hiicrelerin
daglmmm 15k mikroskobunda bakilmasi amaclanr daha sonrasmda yar1 ince kesitte
incelenecek olanlar isaretlenerek kesit (70-100nm) alnmaktadr. Elde edilen ince Kesitler,
uranil asetat ve kursun sitrat boyalar1 ile muamele edilerek hiicre c¢ekirdegi, hiicre
membram Ve organelleri daha belirgin  duruma getirilmekte ve gecirimli elektron
mikroskobunda goriintiileri elde edilebilmektedir [107].
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. A549 hiicreleri

A549 insan akciger kanseri hiicre hatti American Type Culture Collection’dan
(ATCC) temin edimistir. Esas ATCC numarasi ve kodu CCL-185 olan A549 hiicreleri
ATCC’nin  Onerdigi protokol dogrultusunda cogaltlarak -196 °C’de sivi  azotta
stoklanmugtir.

3.1.2. Kullamlan kimyasallar ve sarf malzemeleri

Dimetil ~ siilfoksit  (DMSO), MTT  (3-(4,5-dimethyithiazol-2)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromid), Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI), Fetal Bovine
Serum (FBS), Penisilin-Streptomisin = Soliisyonu (10000 U/mL  penisilin, 10mg/mL
streptomisin),  Tripsin-Etilendiaminotetraasetk ~ asit  (TripsivEDTA),  Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma); Osmium tetraoksit, Glutaraldehit, Araldit,
Propilen oksit, Uranil asetat, Kursun sitrat (Electron Microscopy Science); Annexin V
apoptosis detection kit (BD, Pharmingen, USA); firmalarmdan temin edilmistir. 25 ve 75
cn?’lik flask (TPP, Isvigre); 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP, Isvicre); cam pipetler (1,
2, 5 ve 10 mL hacimlerinde), pastor pipetler, enjektorler (10, 20 ve 50 mL hacimlerinde),
steril falkon tiipler (15 ve 50 mL) (TPP, Isvicre); steril tek kullanmik Afiltreler (0,2
mikron c¢apmnda), kryotiip, yuvarlak lamel (Biolab) ve bakr grid (EMS) firmalarmdan
temin edilmistir.

3.2. Metod
3.2.1. A549 hiicrelerinin cogaltilmasi

Sv1 azot tanki igerisinde -196 °C’de stok halinde bulunan A549 hiicreleri tanktan
cikarimis, tiip icerigi eritildikten sonra %10 serum (Fetal Bovine Serum/FBS) iceren
RPMI besi yeri igerisine alnarak, 1200 rpm’ da 10 dk santriftij edilmistir. Siipernatant
kismn  dokiildikten sonra, hiicreler yeni besi yeri i¢inde siispanse edilerek kiiltlir
flasklarma alnmig, 37 °C’de, %5 CO2 ve uygun nem standartlarm iceren inkiibatorde
inkiibe edilmislerdir. Tamamen hiicreler ile kaplannus flask igerisindeki besi yeri bir pipet
vasttastyla uzaklagtirilarak, PBS ile hafifce ykanma isleminden sonra 1X tripsi/EDTA
soliisyonu kullanilarak  inkiibatérde hiicreler kaldmimustr. Flask tabanndan kalkan
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hiicrelerin iizerine, uygulanan tripsinin iki kati hacminde besi yeri eklenmis ve 1200
rpm’da 5 dk santrifj edilmistir. Meydana gelen hiicre pelleti {izerindeki besi yeri pipet
ile atilarak tekrar besi yeri ilave edilmis ve karistrma isleminden sonra hiicreler esit
oranlarda ayr sekilde yeni flasklara bolinmistir. Bu sekilde cogaltilan hiicreler 6.
pasajda deneylerde kullammistr. Hiicrelerm bulundugu flasklardan bazlart PBS ile
ykandiktan sonra, 1X tripsiVEDTA yardmiyla kaldmip ymne iki kati besi yeri
eklendikten sonra santrifiijlenmis ve elde edilen hiicre pelleti besi yerinde silispanse
edilerek %5 oranmda DMSO eklendikten sonra kryo tiiplerde dondurulup swi azot
tankinda stoklanmugstir.

3.2.2. Karmofur yiiklii kat1 lipid nanopartikiillerin sentezi

Karmofur yikklii KLN hazrlamak i¢in  sicak homojenizasyon yontemi
kullamustr. KLN hazirlanmasinda % 3 lipit, % 5 etken madde ve % 1,2 orannda
Tween 80 kullandmustr. Once lipidin 80°C’de erimesi saglanarak karmofur eklemesi
yapimus ve Tween 80 eklenerek ultraturaks ile 20500 rpm’de yaklask 1 dakika
karigtirlarak ~ karmofur  yikkli KLN formulasyonu elde edilmisti. Bos kati lipid
nanopartikiillerin  hazirlanmasmda yine aym yontem kullamlmustr ancak —karmofur
ilavesi yapimamustir. Elde edilen siispansiyonlar oda sicakhgnda sogutulmus ve 0.25
pm’lik filtrelerden gecirilerek kullanma kadar siyah cam sisede ve buzdolabinda +4
°C’de saklanmigtir [108,109].

3.2.2.1. Karmofur yiiklii kat1 lipid nanopartikiillerin karakterizasyonu
3.2.2.1.1. Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyel Olciimii

Karmofur yiikli KLN’lerin zeta potansiyel ve elektriksel iletkenlk Olgiimleri
Zetasizer Nano Series (Nano-ZS) (Malvern Insturuments, Ingiltere) kullaniarak
yapimistr. Bunun i¢in hazirlanan kati lipid nanopartikiiller NaCl ile iletkenligi 50uS’ye
ayarlanmig  distile suda  seyreltilerek  siispanse edilmis ve cihazm  kiivetine
yerlestirimistir. Kiivetten yapilan Olglimler srasmda cihazin sicaklig 25°C, sk sagihm
acis1 90° olacak sekilde ayarlanmustr. Her Olgiim ard arda ii¢ kez tekrar edilmis ve elde
edilen ortalama degerler dikkate almmustir [109].
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3.2.3. MTT Kolorimetrik Sitotoksisite Testi

A549 hiicreleri 96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarma, kuyu basma 5x10% hiicre
olacak sekilde ekimistir. Plakaya ekilen hiicreler 37 °C’de ve %S5 karbon dioksitli
ortamda ikiibe edimisti. A549 hiicreleri, karmofur, bos KLN, ve karmofur yikli
KLN’lerde 3.13-200 uM konsantrasyon araliginda seri diliisyon yapilarak 24 saat inkiibe
edilmistir. Stire sonunda kuyucuklara 20 pl. MTT boyasi (Smg/mL) ilave edilerek, 37
°C’de 2 saat daha inkiibe edilmistir. Inkilbbasyon sonucunda plakadaki her kuyucuk
icerigindeki smv1  kisim  bosaltilarak  canl  hiicreler tarafindan  olusturulan  formazan
tuzlarmm ¢Ozinebilmesi amaciyla 200 uL ELx808-IU (Bio-Tek, USA) plaka
okuyucusunda 540 nm dalga boyunda okutulmustur. Deney 3 kez tekrarlannustrr.
Karmofur ve KLN ile muamele edimeyen hiicre grubu kontrol olarak kabul edilmistir.
Her doz igin ayrn ayr canhhk degerleri kontrol grubuna gore hesaplanmistir [110].
Uygulanan karmofir ve karmofur yikkli KLN’lerin A549 hiicreleri iizerindeki ICso
konsantrasyonu bu canhlk degerleri kullanmlarak Microsoft Office Excel programmnda

hesaplanmigstir.
3.2.4. Konfokal Mikroskopi Yontemi
3.2.4.1. Hiicrelerdeki morfolojik degisikliklerin konfokal miikroskopi ile tayini

Konfokal mikroskopi yontemi ile karmofur ve yeni sentezlenen karmofur yiiklii-
KLN ve bos karmofur formulasyonunun A549 hiicreleri iizerinde sebep oldugu
morfolojik  degisiklikler —incelenmigtir. ~ Konfokal —mikroskopta incelenecek  A549
hiicrelerinin  hazirlk asamsmda oOncelikle 3x10° hiicre/kuyu yogunlugunda 6 kuyucuklu
plakalarda inkiibe edilen hiicreler karmofur, karmofur KLN ve bos KLN
formulasyonunun ICso konsantrasyonu ile 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda besi yeri uzaklastirimig, hiicreler fosfat tamponu (PBS)’de
yikanarak glutaraldehitte fikse edimistir. Fiksasyon sonrasmda tekrar PBS ile yikanan
hiicreler akridin oranj ve falloidin boyalar1 ile ikili boyama uygulamasi gerceklestirilerek
hiicrelerde olusan morfolojik degisiklikler konfokal mikroskopta (Leica TCS-SP5 II)
Leica Confocal Software Version 2.00 yazlmu kullamlarak incelenmis  ve
goriintiilenmistir [111].
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3.2.5. Gegirimli elektron mikroskopi yontemi
3.2.5.1. Gegirimli elektron mikroskobunda hiicre takip yontemi

Gegirimli elektron mikroskobunda (TEM) ince yapr degisikliklerini incelemek
amactyla 1x108/mL yogunlugundaki A549 hiicreleri 12 ayn flaska her grup icin iiger
tekrarh olacak sekilde ekilmis, 24 saat siiresince karbon dioksitli etiiv i¢erisinde mkiibe
edimist.  Karmofur, karmofur yikli KLN ve bos KLN formlarmm ICso
konsantrastonlar1 licer flaska uygulanmug ve 24 saat etiiv i¢erisinde inkiibe edilmistir. 3
flask A549 hiicresi ise kontrol grubu hiicresi olarak hicbir madde uygulamasi
gerceklestiriimeden inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda flasklarda ghitaraldehit
ile fikse edilen A549 hiicreleri doku takibine almmis ve gece boyu +4 °C’de glutaraldehit
icinde fikse edilmisti. Bu siire sonunda tamponile ykamaya tabi tutulan hiicreler
osmiyum tetraoksit igerisinde ikincil fiksasyon uygulamasma tabi tutulmustur.
Osmiyumun hiicrelerden tampon c¢ozeltisinde ykanmasmdan sonra etil alkol serisinde
(%50, %70, %90, %96 ve absolii etil alkol) dehidrate edimistir. Propilen oksit ile
dehidrasyon neticesinde seffaflastrilan hiicreler resine abstirildiktan sonra kalplara
yerlestiriimek  lizere resin ile bloklannmug, 60 °C’de etiiv icerisinde 48 saat boyunca
polimerizasyonu yapilan bloklar kesit almma hazir vazyete getirimist. Hazr hale
getirilen bloklar traglanmis ve 80-100 nm’lik ince Kesitleri almmustr. Hazrlanan ince
kesitler bakr gridlere alnr ve kursun sitrat ve uranil asetatta boyanarak gecirimli
elektron mikroskobunda 120 KV’de (Biotwin FEI, USA) goriintilenmistir [107].

3.2.6. Akis sitometri yontemi
3.2.6.1. Akus sitometrisinde anneksin V-FITC ve PI boyama yontemi

Akis sitometrisinde anneksin V-FITC ve PI uygulamalart i¢in ik olarak A549
hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara her kuyuda 5x10° hiicre olacak bigcimde ekilmis ve 24
saat boyunca, 37 °C’de ve %5 karbon dioksitli etiiv igerisinde ¢ogaltimustir. 24 saatlik
stire neticesinde A549 hiicreleri karmofur, karmofur yiiklii KLN ve bos KLN’nin ICso
konsantrasyonlar1 ile 24 saat sliresince uygulanmistr. 24 saatlk inkiibasyon siiresi
sonucunda hiicreler flasktan kaldmims, 2 defa PBS ile santrifijlenmis ve yikanmustir.
Hiicreler yikandiktan sonra 1 mL igerisindeki sayis1 hesaplanmustir. Akis sitometri tiipline
5uL anneksin ve SuL PI boyalan eklenmis ve daha sonrasmda 1x10° hiicre/mL hiicre
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stispansiyonundan 100 pL almarak boyalarm lizerine aktarm yapimis, oda sicakligmda
karanhk ortamda 15 dakika bekletimis ve sonrasmda akis sitometri cihaznda (BD
FACSCalibur™, ABD) analiz edimistir (Annexin V-FITC apoptosis detection kit, BD,

Pharmingen).
3.2.6.2. Akus sitometrisinde hiicre dongii analizi

Akis sitometride hiicre dongiisii analizinde CycleTEST™ PLUS DNA Reagent Kit
(BD Pharmingen, ABD) kullamimugtr. Kullamlan bu kit prensip olarak iyonik olamayan
bir deterjan vasttasiyla hiicre membran lipidlerin ¢6ziilmesini ve tripsin  kullanmm
sayesinde hiicre iskeleti ve c¢ekirdek proteinleri yok edimektedir. Hiicrede bulunan RNA
bir enzim vasttasiyla uzaklastiriir. Bunun sonucunda cekirdek kromatini spermin ile sabit
tutulmaktadir. Propidyum (PI) hiicre c¢ekirdegne baglanmakta ve boyanmis olan
cekirdekler 580-650 nm dalga boyunda akis sitometride 1s1ma gerceklestirmektedir. A549
hiicrelerinde gerceklestirilecek DNA anlizinde, A549 kontrol hiicrelerine (5x10°) 24 saat
stresince karmofur, karmofur yikli KLN ve bos KLN’nin ICso konsantrasyonlart
uygulanmigtr. Deney grubu olan A549 hiicreleri farkh tliplere alnmig 1200 rpm’de 5
dakika siiresince santrflj ediimis ve siipernatant kismmlar1 atimustr. Tim tiiplere tripsink
tampondan 250 pL eklenmis ve yavas bir sekide karstridmustr. Tiipler 10 dakika
boyunca oda sicakhginda bekletimistir. 10 dakika sonunda tiim tiiplere 200 pL RNaz
tamponlu soliisyon eklenmis ve yine yavas bir sekilde karistwriustr. Tipler 10 dakika
stiresince oda sicakhginda bekletilmistir. Tiiplere PI boyasi soliisyonundan 200 pL
eklenmis, yavas bir bicimde karistrilnustr. Sonrasmda buzdolabi igerisinde karanhk
ortamda buz i¢cinde 10 dakika boyunca inkiibasyonu saglanmustr. Hiicre ornekleri 50
um’lik filtrelerden gegirildikten sonra sitometri cihaznda (BD FACSCalibur™, ABD)
analizi gerceklestirilmistir.

3.2.7. istatistiksel analiz

Microsoft  Office  Excel programu  kullandlarak  ICsp  konsantrasyonlari
hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Karmofur ve Karmofur Yiikli Kati Lipid Nanopartikiillerin Karakterizasyon
Bulgulan

4.1.1 Karmofur ve karmofur yiiklii kati lipid nanopartikiillerin partikiil boyutunun
olcillmesine ait bulgular

Sentezlenen  nanopartikiillerin ~ fizksel ~— kararhiklan ~ ve  etkinlikleri — partikiil
biiytikliklerme gore farkliik arz etmektedr [118]. Yaptigmiz c¢alsmada yeni
sentezledigimiz karmofur yiikli KLN ve bos KLN formulasyonlarmmn 0. Giinde 25°C’de
parcackk boyutlar1 Olclimistir. Karmofur yiikli KLN ve bos KLN formulasyonlarmmn
partikiil boyutlar1 srasyla 60,12 nm ve 69,71 nm oldugu tespit edilmistir. Karmofurun
aym sartlar altmda Olgiilen partikiil boyutu ise 374,1 nm olarak tespit edilmistir. Yapilan
Olciimlerde  aym  sartlar  altnda  polidispers indeks ie  pargackk  dagiu
degerlendirmesinde karmofur yiiklii KLN ve bos KLN partikiillerinin indeksleri swrastyla
0,380 ve 0,311 olarak saptanmistr. Polidispers indeksi sifira yakmn olan 6rneklerin
homojen dagihm gosterdigi kabul edilmistir (Tablo.3.1).

Tablo 3.1. Karmofur, Bos KLN ve Karmofur Yiiklii KLN Formulasyonlarimin Partikiil
Boyutu ve Polidispers Indeks Degerleri

Formiilasyonlar Partikiil Boyutu (nm) Polidispers Indeksi (PI)
Ortalama S.S. Ortalama S.S.
(n=3) (n=3)

Karmofur 374,1 41,78 0,330 0,000

Bos KLN 69,71 66,56 0,311 13,03

Karmofur yikli KLN 60,12 9,74 0,380 1,17
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4.2. MTT Kolorimetrik Sitotoksisite Bulgulan
4.2.1. Karmofurun A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksisite bulgulan

Karmofurun A549 imsan akciger kanseri hiicreleri lizerindeki sitotoksisitesi MTT
yontemi uygulanarak tespit edimisti. MTT yontemiyle AS549 hiicrelerine uygulanan 5-
5-110 pM aralklarmdaki karmofur konsantrasyonlart arttikga, hiicrelerin  canliik
yiizdelerindeki azalmann 24 saat siiresi sonunda olustugu gozlemlenmistir. Belirlenen
konsantrasyonlarm uygulandigt  A549 hiicrelerinin  canhhk ylizdesi kontrol grubu
hiicrelerinin canhlik yiizdesi ile kiyaslandiginda doza bagh olarak azals gostermistir.
Deney neticesinde elde edilen canliik mnhibisyon egrisi grafigi Microsoft Office Excel
programi ile hazrlanmigs ve aym programla ICso konsantrasyonu 23 M olarak
saptanmustir.
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Sekil 3.1. Karmofurun A549 hiicrelerine 24 saatlik uygulanmasi sonucunda elde
edilen 1Cso degeri (23 uM olarak saptanmastir.)

4.2.2. Karmofur yiikli kat1 lipid nanopartikiillerin A549 hiicreleri iizerindeki
sitotoksisite bulgulan

Karmofur yikli KLN formulasyonunun A549 msan akciger kanseri iizerindeki
sitotoksisitesi MTT yontemi ile tespit edilmistir. Karmofir KLN uygulamasmda 3,13-
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200 pM araligmdaki konsantrasyonlar AS549 hiicrelerine uygulanmustr. Uygulama
yapimayan A549 hiicreleri ise kontrol grubu olarak kullamimstr. Elde edilen MTT
sonuglarma gore 24 saatlk inkiibasyon siiresi neticesinde AS549 hiicrelerinin canliik
yiizdelernin doza bagh olarak distiigli saptanmistr. FElde edilen canhlik yiizdeleri
Microsoft Office Excel progranmu kullanlarak ICso konsantrasyonu 16 pM olarak
saptanmustir.
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Sekil 3.2. Karmofur yiiklii KLN formulasyonunun A549 hiicrelerine 24 saatlik
uygulanmasi sonucundaki etkisi ile elde edilen grafikte ICso degeri 16
uM olarak tespit edilmistir.

4.2.3. Bos kati lipid nanopartikiillerin AS549 hiicreleri iizerindeki sitotoksisite
bulgulan

A549 hiicrelerine 24 saat siiresince uygulanmis olan bos KLN formulasyonunun
3,13-200 pM konsantrasyon arahgmdaki hiicreler lizerinde anlamh derecede sitotoksik
etki gostermedigi saptanmustr. Kontrol grubu AS549 hiicreleri ile aym % canliik degerleri

elde edilmesi sebebiyle 1Cso degeri hesaplanmamustir.

4.3. Konfokal Mikroskopik Bulgulan
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4.3.1. Hiicredeki morfolojik degisikliklerin konfokal mikroskobik bulgular:

4.3.1.1. A549 kontrol hiicrelerindeki morfolojik degisikliklerin konfokal mikroskobik
bulgulan

A549 kontrol hiicrelerinin morfolojik yapsi falloidin ve akridin oranj ile gerceklestirilen
ki boyama uygulamasi sonucunda konfokal mikroskop goriintiisii Gorsel 4.4.a. ve
Gorsel 4.4.b. e gosterilmektedir.

Gorsel 4.4.a. Falloidin ve Akridin oranj kullanilarak yapian ikili boyama ile elde
edilen A549 hiicrelerinin Konfokal Mikroskop Gériintiisii (40x). Ok
basi; gekirdek yapisi, Ok, hiicre iskeleti.
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Gorsel 4.4.b. Falloidin ve Akridin oranj kullanilarak yapilan ikili boyama ile elde
edilen A549 hiicrelerinin Konfokal Mikroskop Gériintiisii (40x). Ok
basi;, Normal hiicre iskeleti yapisi. Ok, Normal ¢ekirdek yapist.

4.3.1.2. Karmofurun A549 hiicreleri iizerinde neden oldugu degisikliklerin konfokal
mikroskobik bulgular

Karmofurun A549  hiicrelerinin  morfolojik  yapisi  iizerinde sebep oldugu
degisiklikler falloidin ve akridin oranje ile gerceklestirilen ikili boyama uygulamasi
sonucunda konfokal mikroskop ile incelenmistir. Gorsel 4.5 ile AS549 hiicrelerinin elde
edilen konfokal mikroskop goriintiileri gosterilmektedir.
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Gorsel 4.5. Karmofurun 1Cso Konsantrasyonunun 24 Saat Stiresince Uygulama
Yapildigi A549 Hiicrelerinin Falloidin ve Akridin oranj kullanilarak
yvapuan ikili boyama ile elde edilen Konfokal Mikroskop Goriintiisii
(40x). Ok basi;, Kromatin kondenzasyonu, Ok, hiicre iskeletinde

parcalanma.

4.3.1.3. Karmofur yiiklii kat1 lipit nanopartikiillerin A549 hiicreleri iizerinde sebep
oldugu morfoloik degisimlerin konfokal mikroskobik bulgular

Karmofur yiiklii kati nanopartikiillerin ICso konsantrasyonunun 24 saat siiresince
A549 hiicrelerinin morfolojik yapis1 iizerinde sebep oldugu degisiklkler falloidn ve
akridn oranje ile gergeklestirilen ikili boyama uygulamasi sonucunda konfokal
mikroskop ile incelenmistir. Gorsel 4.6 ile A549 hiicrelerinin elde edilen konfokal
mikroskop goriintiileri gosterilmektedir.
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Gorsel 4.6. Karmofur Yiiklii Kati Lipit Nanopartikiil Formiilasyonunun ICso
Konsantrasyonunun 24 Saat Siiresince Uygulama Yapildigi A549
Hiicrelerinin Falloidin ve Akridin oranj kullanilarak yapilan ikili

boyama ile elde edilen Konfokal Mikroskop Goriintiisii (40x). Yildiz,
Hiicre iskeletinde delik olusumu ve Iskelet parcalanmast OKk;

Kromatin kondenzasyonu.

4.4. Gegirimli Elektron Mikroskopik Bulgulan

4.4.1. A549 kontrol hiicrelerinin ince yapisimn gecirimli elektron mikroskopik
bulgulan

A549 kontrol hiicrelermin ince yapist karmofur, karmofur yikki kati lipit
nanopartikiiller ve bos nano kati lipit nanopartikiillerin formulasyonlart ile uygulandiktan
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sonra olusacak sitotoksik etki sebebi ile gerceklesen degisikliklerin karsilastirimasi
bakimmndan ge¢irimli elektron mikroskobu (TEM) ile gorintilenmistir. Kontrol A549
hiicrelerinin TEM goriintiileri Gorsel 4.7°de gosterilmistir.

Gorsel 4.7. A549 Kontrol Hiicrelerinin TEM Gériintiisti (6000x). Ok bast;, Normal
cekirdek membrani, Ok; Normal Cekirdek¢ik Yapisi, Yildiz; Hiicre

Iskeleti ve Organeller

4.4.2. Karmofurun AS549 kontrol hiicrelerinde sebep oldugu ince yapisal

degisimlerin gecirimli elektron mikroskopik bulgulan

Karmofurun 23uM ICso konsantrasyonu ile uygulanan AS549 hiicrelerinde
meydana gelen ince yapisal degisiklkler TEM ile mncelenmisti. Olusan degisiklikler
Gorsel 4.8, Gorsel 4.9. ve Gorsel 4.10. ile gosterilmistir.
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Gorsel 4.8. Karmofurun ICso konsantrasyonunun 24 saat siiresince uygulandigt
A549 hiicrelerinin TEM goriintiisii (6000x). Ok, Hiicre iskeletinde

delikler, Yildiz; Kromatin kondenzasyon, Ok basi; Dairesel hiicre sekli
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Gorsel 4.9. Karmofurun I1Cso konsantrasyonunun 24 saat stiresince uygulandigt
A549  hiicrelerinin TEM  gériintiisii  (6000x). Ok; Kromatin

kondenzasyon, Ok basi; Hiicre ¢ekirdek membraninda ondiilasyon.
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Gorsel 4.10. Karmofurun ICso konsantrasyonunun 24 saat siiresince uygulandigi
A549 hiicrelerinin TEM goriintiisii (6000x). Ok, Hiicre ¢ekirdek

zarmma ¢ekilmis kromozomlar ve yiiziik sekli olusmast.

4.4.3. Karmofur yiiklii kat1 lipid nanopartikiillerin A549 hiicrelerinde sebep oldugu
ince yapisal degisimlerin gecirimli elektron mikroskopik bulgulan

Karmofur yikli KLN’lerin 16puM ICso konsantrasyonu ile uygulanan AS549

hiicrelerinde meydana gelen ince yapisal degisiklikler TEM ile incelenmistir.
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Gorsel 4.11. Karmofur yiiklii KLN formulasyonunun ICso Konsantrasyonunun 24
saat stiresince uygulandigi A549 hiicrelerinin TEM gériintiisti. Ok,

Kopmus haldeki hiicre tomurcuklanmalart.
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Gorsel 4.12. Karmofur yiiklii KLN formulasyonunun ICso konsantrasyonunun 24
saat stiresince uygulandigi A549 hiicrelerinin TEM gériintiisti. Ok,

Kopmus ve sismis haldeki graniillii endoplazmik retikulumlar.
4.5. Akis Sitometri Bulgulan
4.5.1 Kaspaz 3/7 uygulamasimmn akis sitometrisindeki bulgulan

4.5.1.1 A549 kontrol hiicrelerinin Kaspaz 3/7 uygulamast ile akis sitometrisindeki
bulgular

A549 hiicrelermin apoptotikk profil bakimmndan incelenmesi amaciyla akis
sitometrisinde Caspase 3/7 uygulamasi ile gerceklestirilmisti. A549 kontrol hiicrelerinin
deney gruplarmda %97.25canhlk tespit edimisti. %0.45 orannda Oli hiicrelere

rastlanmustir.
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APOPTOSIS PROFILE
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Sekil 4.1. 4549 Kontrol Hiicrelerinin Apoptotik Profili. Geg nekrotik, nekrotik
veya olii hiicreler (%0.45), Apoptotik/Oli hiicreler (%1.75), Canli
Hiicreler (%97.25), Apoptotik veya Erken Apoptotik Hiicreler (%60.55)

4.5.1.2. Karmofur yiiklii kati lipid nano partikiillerin uygulandigi A549 hiicrelerinin

kaspaz 3/7 uygulamasi ile akis sitometrisindeki bulgulari

Karmofur yikkli kati lipd nanopartikiil formulasyonunun A549 hiicrelerinde
apoptotik profil bakmmdan incelenmesi amaciyla akis sitometrisinde Caspase 3/7
uygulamasi ile gergeklestirilmistir. Karmofur yiikli KLN uygulanmuigs A549 hiicrelerinde
%35.25canllik tespit edilmistir. %73.95 oraninda apoptotik/olii hiicrelere rastlanmistir.

74



APOPTOSIS PROFILE
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Sekil 4.2. Karmofur yiiklii Kat Lipid Nanopartikiil formulasyonunun A549
Hiicrelerinde Kaspaz 3/7 Uygulamas: Sonucu Apoptotik Profili. Geg
nekrotik, nekrotik veya élii hiicreler (%20.80), Apoptotik/Olii hiicreler
(%73.95), Canli Hiicreler (%5.25), Apoptotik veya Erken Apoptotik
Hiicreler (%0.00)
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5. TARTISMA

Kanser, 6lim nedeni olarak ik sralarda bulunan kompleks ve Onemli bir hastaliktir.
Kanserin tedavisinde kullanilmakta olan geleneksel yOntemlerden kaynaklanan yan
etkiler, tedavinin basarismi ve etkinligni diisirmektedir. Kanser tedavisinde erken teshis,
cok Onemlidir. Kanserin erken evrelerde teshis edilmesi geleneksel tam yOntemlerinin
kullanilmas1 ile giictiir. Kanser, gelisimi uzun siiren bir hastalktr. Kanserin erken
evrelerinde teshis edimesi kanser tedavisinde kolaylklar saglamaktadr. Hiicrelere,
mutasyonun  erken  evrelerinde  miidahale edildigi  takdirde kanser  gelisimi
durdurulabilmektedir [1]. Son yillarda kanserm olusumu ve gelisimi iizerine yapilan
cesith calgmalar sayesinde molekiiler ve biyokimyasal diizeyde yeni katkilar
saglanmustr. Genotipik ve fenotipik diizeyde bir siire¢ olan kanser ¢ok basamakh ve uzun
stirelidir. Gtinlimiizde hiicrenin bolinme ve biiyiimesinden sorumlu olan biyokimyasal
mekanizmalar, hiicre biiylimesini uyaran molekiiller, biliyime mekanizmasmi kontrol
etmekte olan proteinler, gerektigi zamanda biyiimeyi smirlandirict etkide olan genler ve
mekanizmalar ile  kanser olusumu ve gelisimi, molekiiler diizeyde ag¢iklanmaya
cabsimaktadrr. Bununla birlikte ilerleyen senelerde, uygulanan klasik kanser tedavileri
yerine hiicre siklusu ve kanser alannda ulasilan yeni bilgiler onciiliigiinde, yeni ve daha
ozel tedavi metodlart uygulanacaktir [114].

Hem normal hem de timorli hiicreler gesitli evrelerden gegerek gelismektedirler.
Yalizca ¢ogalmakta olan hiicreler iizerinde etkili olan kemoterapotk ilaglar; dongilye
spesifik ilaclar olarak anilmaktadr. Dongiiye spesifik olmayan ilaglar, ¢ogalmakta olan
hiicreler iizerinde daha etkili olmalarma ragmen biiyime hzn disik olan timor
tedavilerinde etkili olmaktadwlar. Kanser tedavisinde faydalanlan ilaglar daha farkl
mekanizmalar ile de etki gostermektedirlerler. Genel olarak smiflandiriimis olan biitiin
ilaglarm sadece malin hiicreleri etkilemesi amaglanmaktadr. Fakat pratikte ilaglar kanser
hiicrelerine secici etki gostermemekte ve prolifere olan tiim normal ve anormal hiicreleri

ise etkilemektedir [115].

Bir pirimidin analogu olan 5-Fluorouracil (5-FU), 1957'de Duschinsky tarafindan
sentezlendiginden bu yana, malignanslarm tedavisinde oldukga etkili bir antimetabolizma
llacdr. Yapilan cahgmalarda 5-FU, timidilat sintazz inhibe ederek DNA biyosentezini
bloke ettigi icin ntihar inaktivatorii olarak disiiniimiis ve nihayetinde hiicre dongiisi
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durdurulmustur. Bununla birlikte, 5-FU, yiiksek toksisite ve zayif timor ilgisi sergilemis;
bu, terapotk uygulamasm smrh hale getirmis ve yiksek kemik iligi, gastrointestinal
sistem ve merkezi sinir toksisitesi insidansma yol agnustr. 5-FU yapismmn ¢ok sayida
modifikasyonu,  farmakolojk ve  farmakokinetik  Ozelliklerni  iyilestrmek  icin
arastrilmustr, bunlar arasmda tegafur, karmofur ve floxuridin artnus biyoaktivite,
secicilik, metabolik stabilite, absorpsiyon veya diisiik toksisite ile yaygm olarak
kullamimaktadr [116]. Tek basma veya diger kemoterapotik ajanlarla  kombinasyon
halinde oral karmofur, kiiratif olarak rezeke edilen kolon kanseri hastalart i¢in adjuvan
kemoterapi olarak kullanidmustr. Gegmis denemeler ve meta-analizler, bu kanserli
hastalarin hayatta kalmasinin uzatlmasmda etkili oldugunu gostermektedir [85].

Kullanlan mevcut yontemlere ragmen yeni yontemlere ihtiyac duyulmaktadr ve
bunun c¢esitli sebepleri bulunmaktadw. Mevcut yontemlerin eksiklifi, mevcut ilaglar ve
lag kombimasyonlar1 ile birgcok kanser tiiriinde tedavi ya hi¢ saglanamamakta, ya da
yeterli sonu¢ almamamaktadr. Kullammda olan ilaglarm oOnemli yan-etki ve diger
dezavantajlar1 ortadan kaldwilamamustr. Yeni olgularm ve etki mekanizmalarmm
saptanmas: sayesinde dogrudan ve daha etkin tedavi uygulamalart kanser tedavisinde

umut verici olacaktr [115].

Nano-teknoloji alanindaki gelismeler, kanserde hedefe odakh ilag dagitmm
konusunda pek ¢ok Onemli yenilkler getirmisti. Bu dogrultuda ilaglarm kanser
hiicrelerindeki hiicre i¢ci konsantrasyonlar1 arttilabilirken, saghkh hiicrelere olan toksik
etkileri en aza indirilebilmektedir. Kanserde erken teshis i¢in, kansere 0Ozgii
biyomolekiiller ile  biyokonjugasyon olusturabilen nanoyapilar  kullanilabilmektedir.
Biyomolekiiller ile birlesim sagladiklarmda, nano yapilarm c¢esitl fiziksel Ozellikleri
degisiklik gostermekted ve bu degisiklikler optik, mekanik ve elektriksel yontemler ile
saptanarak soz konusu biyomolekiilin varligi veya miktari hakkinda bilgi edmilebilir [1].

Yaptigimiz  ¢ahsmada, nanoteknolojinin  kanserli hiicreler {iizerindeki etkisi
irdelenmistir. Teshis ve tedavide kanser, epey zorlu bir hastaliktir. Interdisipliner bir bilim
olan nanoteknoloji kanser konusunda Onemli avantajlar sunmaktadw. Nanoteknoloji
yardimiyla kanserli dokuya yonelik kemoterapi miimkiin olmaktadr. Bu sayede
halhazirda  kullamlan kemoterapi ilaclarmm yan etkileri biiyiik Olclide ortadan
kaldriimus  olur. Bunun yamswra kanserli dokulara etkili dozlar verilmesi ile iyilesme
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stiresi kisaltilabilir. Nanoteknoloji, kanser tedavisi yaninda teshisi konusunda da Onemli
olanaklar sunmaktadr. Nanoteknolojinin sagladigi erken teshis ve etkili tedavi olanaklart
lle kanser, rutin tedavi edilebilir, iyilesme oram yiiksek, Oliim oram diisiik bir hastahk
haline getirilebilir [1]. Son 10 yildwr, kati lipid nanopartikiillerin (KLN) diger kolloidal
tastyic1 sistemlere alternatif bir ila¢ tastyict sistem olarak kullanmmlart i¢cin ¢ahsmalar
gerceklestiriimektedir. Farkll kolloidal tastyicillarm avantajlarm bir arada barndran ve
dezavantajlarmn ortadan kaldran KLN’lerin, kolloidal tastyict sistem olarak kullanimlar
giderek artan bir ilgi gormektedir. Kati lipid nanopartikiiller (KLN), oda ve viicut
sicakhgnda kat1 halde bulunan lipidler ile hazrlanan ve emiilgatorler ile stabilize edilen,
nanometre boyutundaki partikiillerdir [93]. 5-FU tiirevi olan karmofurun anti-kanser
etkisini ortaya koyabilmesi i¢in, hiicreler igerisine karmofuru daha fazla miktarda ve daha
kolay sokabilmek amaciyla c¢aliymamizda karmofur yikli kati lipid nanopartikiiller
sentezlenmistir. KLN’ler toksikolojik olarak kabul edilebilir olmalari, etkin maddenin
kontrollii sabimmna ve ilag hedeflemesine olanak saglamalari ve endistriyel boyutta
tretilebilmeleri  gibi  avantajlar1  sayesinde ¢ahsmamizda kullandigmiz  kolloidal ilag
tastyic1 sistemlerdir [93].

KLN’ler canh sistemlerde iyi tolere edilmektedirler. Partikil biyiikkigii dagihim,
Lv. enjeksiyon igcin ¢ok onemli bir konudur. Bununla birlikte partikil biuyikliginin
tamamen mikron alti arahkta olmasi gerekmektedir. Ciinkii mikrometre boyutundan
biyik partikiillerin bulunmas;, KLN sisteminin performansini azaltabilmektedir [93]. Bu
sebeple cahsmamizda gergeklestirilen poidispers indeks ve pargackk boyutu Olglimii ile
sentezledigimiz KLN formulasyonlarmm partikiill boyutlarmmn birbirlerme yakm olup
homojen bir dagim sergiledigi bulunmustur (Tablo 3.1.). Yaptigmiz cahsmada yeni
sentezledigimiz  karmofur  yikklii KLN  formulasyonlarmm  partikiill boyutlart ile
karmofurun partikiil boyutlar1 6lgiilmiis, swasiyla 60,12 nm ve 374,1 nm olarak tespit
edilen sonuglar kiyaslandiginda yapilan kiyaslama ile partikiil boyutunun yaklasik 6 kati
kadar kiiciik oldugu goriimiistiir.

Cabsmamizda yeni sentezlenen karmofur yikli KLN  formulasyonunun
sitotoksik, antikanser ve antiproliferatif etkilerinin olup olmadig A549 insan akciger
kanseri hiicreleri lizerinde arastrimustr. Karmofurun 5-110 pM araligmda ve karmofur
yikli KLN formulasyonunun 3,13-200 pM arahgmda uygulanmasi sonucu A549
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hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisi oldugu tespit edimistir. Karmofur ve karmofur yiikli
KLN formulasyonunun 24 saatlik ICso konsantrasyonlarmmn srasiyla 23 uM ve 16 puM
oldugu tespit edilmistir.

Yapilan c¢ahsmalardan birinde Kolorektal kanseri tedavi etmek amaciyla
kullamlan karmofur, sican rekombinant asid seramidazmmn olduk¢a gliclhi bir inhibitorii
olarak tespit edilirken, ICso konsantrasyonu 29 +5 uM olarak belirtimistir [83]. Cesitli
hiicre hatlartyla yapilan cahsmalar ile diisiik dozlarda sitotoksisite gosterme agismda
kendi ¢alsmamiz uyum gostermektedir.

Calymamizda karmofur ve karmofur yikki katt lipid nanopartikiillerin A549
hiicreler1 iizerinde apoptozu indikkleme Ozellkleri tespit edimisti. AS549 hiicrelerine
karmofur ve karmofur yikkli KLN formulasyonlarmm uygulanmasit ile A549 hiicre
morfolojileri konfokal mikroskopta incelenmistir. Karmofur ve karmofur yikli KLN
formulasyonlarmm ICsp  konsantrasyonlarmm uygulandigt  A549  hiicrelerinde;  hiicre
iskeletinde delik olusumu, hiicre iskeletinin pargalanmasi, kromatin kondenzasyonu
seklindeki degisiklikler saptanan morfolojik degisikliklerdir (Gorsel 4.4.A ve Gorsel
4.4.B). Saptanan bu degisiklikler hiicrelerde apoptoz isaret edici degisiklikler olarak

degerlendirilmistir.

Cahgmamizda, karmofur ve karmofur yikli KLN formulasyonlarmm A549
hiicreleri ilizerinde apoptoz indikleme etkismin karsilastrilmast amaciyla  apoptoz
profilleri akis sitometrisinde mcelemeye almmustr. Karmofur’un ICs0
konsantrasyonunun 24  saat siiresince uygulandi®i A549  hiicrelerinin  apoptotik
profillerinin incelenmesi ele alndignda, ge¢ nekrotik, nekrotik veya Oli hiicrelerin
oraninin %7.05, nekrotik, erken nekrotik veya ge¢ apoptotik hiicrelerin ise %1.30 oldugu
tespit edimistir. Canli Hiicrelerin %90.40 ve son olarak Apoptotik veya Erken Apoptotik
Hiicrelerin oram ise %1.25 olarak saptanmustr. Karmofur yiklii KLN formulasyonunun
A549 hiicreleri lizerine uygulanmasma bakildiginda ise gec¢ nekrotik, nekrotik veya oOli
hiicreler %82.45, nekrotik, erken nekrotkk veya ge¢ apoptotk hiicreler %10.20, canli
Hiicreler %7.10, apoptotik veya erken apoptotik hiicreler %0.25 oranmdadr ve bununla
birlikte karmofur yiikli kati lipd nanopartkil formulasyonunun AS549 hiicrelerinde
apoptotik profil bakmmndan incelenmesi igin gergeklestirilen akis sitometrisinde yapilan
Caspase 3/7 uygulamasmda A549 hiicrelerine karmofur yikli KLN uygulanmis ve
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%5.25 canlilk tespit edilmistir. %73.95 oranmnda apoptotik/0lii hiicrelere rastlanmustir.
Karmofur uygulamasmda ise %97.25 canllk tespit edilmistir. %0.45 orannda Oki

hiicrelere rastlanmistir ve apoptoz indilkklenmesinin arttig tespit edilmistir.

Bizim gergeklestirmis oldugumuz bu c¢ahsmada fluorourasil tiirevi olan karmofur
ve yeni sentezledigimiz karmofur yikkii KLN formulasyonlarmmn A549 msan akciger
kanseri hiicreleri lizerinde etkili bir antkanser Ozelligi goOstermistir. AS549 hiicreleri
iizerinde yapilan uygulamalar ile gergeklesen degisikliklerin yeni sentezlenen karmofur
yikli KLN formulasyonunda gerceklesmesi, yeni bir antikanser terapdtik ajanmm
meydana getirilmesi ihtimalini ortaya ¢ikarnmustr. Ortaya ¢ikan bulgular neticesinde
karmofur yilkli KLN formulasyonunun ¢esith hiicre hatlarmda denenerek antikanser
Ozelliklerinin gelistirilmesi ve c¢esith hiicre ve dokular iizerinde hedefli bicimle ¢ahsma
alam bularak klinik tedavi uygulamalinda yer alacag tahmin edilmektedir.

Yapian  aragtrmann  sonuglarma  bakilarak,  karmofur  yikkli = KLN
formulasyonunun uygulanacak hiicre igerisine daha kolay sekilde girmesi ve kontrololi
lla¢ salmm yapimasi agisimdan AS549 hiicrelerini karmofur ajanma kiyasla daha etkin
bir bicimde apoptotik indikkleme yolu kullanarak oldiirdiigii goriilmektedir. Bununla
birlkte karmofur yikkli KLN formulasyonunun kanser tedavisi uygulamalart igcin
gelecekte etkili bir sekilde kullanilacagi diisiiniilmektedir.
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