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OZET

Kayash Parlak, E.M., Akciger Kanseri Tedavisine Yonelik Epirubisin Tasiyici
Polimerik  Nanopartikiiler ~ Sistemlerin  Gelistirilmesi ve In  Vitro
Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tek Saghk
Program, YUksek Lisans Tezi, Ankara, 2026.Akciger kanseri, diinya genelinde
hem insidans hem de kansere bagl oliimler acisindan ilk siralarda yer almaktadir.
Vakalarin biiylik ¢ogunlugunu olusturan Kiigiik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri
(KHOAK), gec evrede teshis edilmesi ve tedaviye karsi direng gelistirmesi nedeniyle
onemli bir klinik problem olusturmaktadir. Ayrica kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapotik ajanlar saglikli hiicrelere zarar verebilmekte ve kardiyotoksisite gibi
ciddi yan etkilere yol acabilmektedir. Bu nedenle, daha etkili ve hedefe yonelik yeni
tedavi yaklagimlarina ihtiyag duyulmaktadir. Bu calismada, KHOAK tedavisinde
terapotik etkinligi artirmak ve yan etkileri azaltmak amaciyla Epirubisin (EPI) yiiklii
PLGA-b-PEG nanopartikiiller hazirlanmis ve bu nanopartikiillerin in vitro apoptotik
etkileri degerlendirilmistir. Nanopartikiiller nanoc¢oktiirme yontemi kullanilarak
hazirlanmis; parcacik boyutu, zeta potansiyeli, polidispersite indeksi (PDI),
enkapsiilasyon etkinligi ve in vitro salim profili gibi fizikokimyasal o6zellikleri
karakterize edilmistir. On formiilasyon ¢alismalar1 sonucunda, ortalama 114,1 nm
pargacik boyutuna, —24,4 mV zeta potansiyeline ve 0,224 PDI degerine sahip
nanopartikiiller ila¢ tasiyici sistem olarak secilmistir. Enkapsiilasyon etkinligi
degerlendirmelerinde, EPI farkli formiilasyon asamalarinda eklenmis ve en yiiksek
enkapsiilasyon verimliligi (%55,1) EPI’'nin su fazinda eklendigi kosullarda elde
edilmistir. In vitro salim calismalar1 sonucunda, 96 saat sonunda EPI’nin %95,4{iniin
salindig1 belirlenmistir. in vitro biyolojik degerlendirmeler A549 ve BEAS hiicre
hatlar1 kullanilarak gergeklestirilmis, BEAS hiicre hatt1 kontrol olarak kullanilmistir.
Apoptotik etkinin degerlendirilmesi amaciyla p53, BAX, BCL-2 ve VEGFA gen
ekspresyonlarindaki degisiklikler RNA izolasyonu ve kantitatif gercek zamanli PCR
(QRT-PCR) yontemi ile analiz edilmistir. Sonuglar, EPI yiiklii nanopartikullerin A549
hiicrelerinde p53 ve BAX gen ekspresyonlarini artirdigini; buna karsilik BCL-2 ve
VEGFA gen ekspresyonlarini anlamli diizeyde azalttigin1 gostermistir. Bu bulgular,
EPI yukli PLGA-b-PEG nanopartikiiler sistemlerin KHOAK tedavisinde potansiyel
olarak umut vadeden bir yaklasim olabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Epirubisin, PLGA-b-PEG, Akciger Kanseri, Nanopartikiil
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ABSTRACT

Kayash Parlak, E.M., Development and In Vitro Evaluation of Epirubicin-
Delivering Polymeric Nanoparticle Systems for Lung Cancer Treatment,
Hacettepe University, Graduate School of Health Sciences, One Health Program,
Master’s Thesis, Ankara, 2026.Lung cancer is one of the leading causes of both
cancer incidence and cancer-related mortality worldwide. Non-small cell lung cancer
(NSCLC), which accounts for the majority of cases, represents a significant clinical
problem due to late diagnosis and the development of resistance to therapy. In addition,
chemotherapeutic agents used in cancer treatment may damage healthy cells and cause
serious side effects, such as cardiotoxicity. Therefore, there is a need for more effective
and targeted therapeutic approaches. In this study, Epirubicin (EPI)-loaded PLGA-b-
PEG nanoparticles were developed to enhance therapeutic efficacy and reduce side
effects in the treatment of NSCLC, and their in vitro apoptotic effects were evaluated.
The nanoparticles were prepared using the nanoprecipitation method, and their
physicochemical properties—including particle size, zeta potential, polydispersity
index (PDI), encapsulation efficiency, and in vitro release profile were characterized.
Based on preliminary formulation studies, nanoparticles with an average particle size
of 114.1 nm, a zeta potential of —24.4 mV, and a PDI value of 0.224 were selected as
the drug delivery system. Encapsulation efficiency was evaluated by adding EPI at
different formulation stages, and the highest encapsulation efficiency (55,1%) was
achieved when EPI was added during the aqueous phase. In vitro release studies
showed that 95.4% of EPI was released within 96 hours. In vitro biological evaluations
were performed using A549 and BEAS cell lines, with BEAS cells used as the control.
To assess apoptotic activity, changes in the expression levels of p53, BAX, BCL-2,
and VEGFA genes were analyzed using RNA isolation followed by quantitative real-
time PCR (qRT-PCR). The results demonstrated that EPI-loaded nanoparticles
increased p53 and BAX gene expression in A549 cells, while significantly decreasing
BCL-2 and VEGFA gene expression. These findings indicate that EPI-loaded PLGA-
b-PEG nanoparticle systems may represent a promising therapeutic approach for the
treatment of NSCLC.

Keywords: Epirubicin, PLGA-b-PEG, Lung Cancer, Nanoparticle
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1.GIRIS

Akciger kanseri (AK), erken tanis1 gii¢ olan, ¢ogunlukla ge¢ evrede teshis
edilen ve tan1 aninda siklikla metastatik tabloyla ortaya ¢ikan bir kanser tiiriidiir. AK,
diinya genelinde mortalite ve morbidite oran1 en yiiksek maligniteler arasinda yer alir.
Kanser hucrelerinin histolojik 6zelliklerine gore kiigiik hiicreli akciger kanseri
(KHAK) ve kiictik hiicreli olmayan akciger kanseri (KHOAK) olmak tizere iki ana
gruba ayrilir. Vakalarin yaklasik %85-90’1n1 KHOAK olusturur. KHOAK; akciger
adenokarsinomu, skuamoz hiicreli karsinom ve blyuk hicreli karsinom gibi gesitli

histolojik alt tiplere sahiptir (1).

Akciger kanserine bagli oliimlerin yaklasik 9%80’inden sigara sorumludur.
Diger risk faktorleri arasinda radon gazina maruziyet, asbest, uzun siireli artmis
cevresel hava kirliligi (6zellikle polisiklik aromatik hidrokarbonlar), kisisel veya
ailesel genetik yatkinlik yer alir. Erken tan1 tiimor rezeksiyonu ve tedavi basarisini
artirsa da uygun tarama yontemlerinin sinirli olmasi, hastaligin metastatik egilim
gostermesi, genetik heterojenlik ve ileri evrelerde kemoterapiye diigiik yanit oranlari,
akciger kanserini Oliimciil bir hastalik haline getirmektedir. Bununla birlikte,
neoadjuvan ve/veya adjuvan tedaviler dahil olmak zere kemoterapi ve radyasyon,
lokal olarak ilerlemis ve metastatik kanserler igin Onerilmekle birlikte, bu tedavi
yontemleri sinirli genel sagkalim saglamis ve toksik yan etkiler gostermistir (2).
Neredeyse tiim geleneksel kemoterapotik ajanlar, spesifik olmayan hedefleme, diisiik
biyoyararlanim ve zamanla gelisen ilag direnci gibi sinirliliklara sahiptir; bu durum ise

kanser tedavisindeki etkinliklerini kisitlamaktadir (1).

Bir¢cok yeni terapotik yaklasim gelistirilmesine ragmen kanser, diinya
genelinde yiiksek morbidite ve komplikasyonlara bagli mortalite oranlariyla 6nemli
bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Kemoterapi ve radyoterapi gibi klasik
tedaviler kanser hiicrelerini hedef alirken ayni1 zamanda saglikli hiicrelerde de ciddi
hasara yol agabilmektedir. Ayrica, bir antikanser ajanin terapétik etkinligi yalnizca in
vitro performansina bagli degildir. Fizyolojik kosullarda bu ilaglarin kullanimi ile;
agregasyon, bozunma, istenmeyen immiinojenite, zayif ¢oziiniirliik, spesifik olmayan

doku dagilimi, diisiik doku penetrasyonu, yetersiz hiicresel internalizasyon ve hedef



dis1 toksisite gibi gesitli biyolojik engellerle karsilagiimaktadir. Bu smirlamalarin
astlmas1 amaciyla dogadan ilham alan, biyouyumlu nanopartikiil ilag¢ tasiyicilari gibi

yeni stratejiler gelistirilmistir (3).

Nanoteknoloji, kemoterapide devrim yaratma potansiyeline sahiptir.
Nanoolgekli platformlar; tedavi etkinligini artirmayzi, ilag dagiliminin daha iyi lokalize
edilmesini saglamayzi, sistemik yan etkileri azaltmay1, farmakokinetigi diizenlemeyi ve
hasta uyumunu iyilestirmeyi hedeflemektedir. Nanoteknolojide kullanilan baslica
organik bazli platformlar arasinda karbon nanoelmaslar, nanotiipler, fulerenler,
dendrimerler, polimerik partikiiller, kati1 lipit hibrit nanopartikiller, lipozomlar,

nanoemulsiyonlar ve grafen/karbon kuantum noktalar1 yer almaktadir (4).

Kanser tedavisinde birinci basamakta paklitaksel (PTX) ve EPI gibi antikanser
ilaglar kullanilmaktadir (5). EPI, antrasiklin sinifina ait bir kemoterapdtiktir ve ayni
smiftaki doksorubisinin, daunosamin halkasinin C-4 pozisyonundaki hidroksil
grubunun epimerizasyonu ile elde edilen yar1 sentetik bir tiirevidir (6). Meme, kolon,
larinks, farinks, mesane, akut 16semi ve akciger kanseri dahil gesitli kanser tiirlerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamis olsa da
DNA baz giftleri arasina interkale olarak DNA ve RNA sentezini engelledigi,
topoizomeraz Il inhibitorii gibi davrandigi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimini

artirdig bilinmektedir.

Belirli bir bdlgeye guvenli ve etkili ila¢ iletimi icin bir¢cok polimerik
nanopartikiil arastirilmistir. Bu sentetik polimerler arasinda Polilaktik-ko-glikolik asit
(PLGA), biyolojik olarak pargalanabilirligi, biyoyararlanimi, biyouyumlulugu ve
ylizey modifikasyonlarina uygunlugu sayesinde ilag tasiyict sistemlerde biiyiik
potansiyele sahip Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and Drug
Administration, FDA) onayl bir polimerdir (5).

Bu tez kapsaminda, EPI yukli PLGA-b-PEG nanopartikiilleri hazirlanmis ve
cesitli karakterizasyon testleri gerceklestirilmistir. Elde edilen nanopartikiillerin

akciger kanseri tizerindeki etkileri in vitro olarak degerlendirilmistir



2. GENEL BILGILER

Akciger kanseri, dlinya genelinde kanser morbiditesi ve mortalitesinin 6nde gelen
nedenlerinden biridir. Akciger kanseri, kiiresel 6lgekte en sik teshis edilen (%12,4) ve
en yiiksek 6liim oranina sahip (%18,7) kanser tipidir (Sekil 2.1).

Akciger kanseri insidans ve mortalite agisindan erkeklerde ilk sirada yer
alirken, kadinlarda ikinci sirada bulunmaktadir (Sekil 2.2). Erkek/kadin orani yaklasik
2 olmakla birlikte, bu oran bolgesel farkliliklar gosterebilmektedir. Kuzey Amerika ve
Kuzey Avrupa’da oran 1’e yaklasirken, Kuzey Afrika ve Dogu Avrupa gibi bolgelerde
4 ila 5 katina kadar ¢ikabilmektedir (7).

Erkeklerde en yiiksek insidans oranlar1 Dogu Asya’da goriilmekte olup, bu
bolgeleri Mikronezya/Polinezya ve Dogu Avrupa takip etmektedir. Diinya genelinde
erkekler arasinda en yiiksek wulusal insidans oraninin Tiirkiye’de oldugu
bildirilmektedir. Kadinlarda ise Cin ve Amerika Birlesik Devletleri dahil olmak iizere
bircok Ulkede AK kansere bagl oliimlerin baslica nedenlerinden biridir. Kdiresel
Olcekte, Kuzey Amerika, Dogu Asya ve Kuzey Avrupa’da yiiksek insidans oranlar
gozlenirken, kadinlarda en yiiksek ulusal oranin Macaristan’da oldugu tahmin

edilmektedir (7).
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Sekil 2.2. Cinsiyete gore en sik goriilen 15 kanser tiirtiniin goriilme sikligi (8).



2.1. Akciger Kanser Patogenezi

Akciger kanseri iki ana gruba ayrilir bunlar; kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri (KHOAK, hastalarin %85°i) ve kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK,
hastalarin %15°1)’dir. (9). KHOAK’nin en yaygin alt tipleri; adenokarsinom (vakalarin
%50’si) ve skuamoz hiicreli karsinom (vakalarin %?20-30)’dur. Bu alt tiplerde
progenitor lezyonlar periferik ve santral bronsiyal epitel bolgelerde goriiliir (10).

Adenokarsinomlarin biiyiik bir kismi, terminal solunum iinitesinde gelisen ve
invazyon gerceklesmeden Once adenokarsinoma doniisebilen atipik adenomatoz
hiperplazi odaklarindan koken alir. Skuamoz hiicreli karsinomlar ise genellikle santral
bronsiyal epitelde ortaya ¢ikar; bazal hiicre hiperplazisi, skuamoz displazi ve skuamoz
karsinom seklinde ilerleyerek invaziv tiimére doniisiir (11). invaziv hale gelen kétii
huylu bir tiimér genomik degisiklikler biriktirmeye devam eder, subklonal gelisim
gosterir ve hastalik genellikle daha agresif héle gelir (12-14). Malign neoplazmlar;
yayilim ve metastaz, siirekli anjiyogenez, bagisiklik sisteminden kagis, apoptoz ve
nekrozu tetikleme, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu gibi 6zelliklerle karakterizedir
(15,16). Genomik instabilite ve buna bagli gen ve protein ekspresyonundaki
degisiklikler, anormal hiicre fenotipinin ortaya ¢ikmasina yol agar.

Akciger kanserinde lezyonlarin ilerlemesi, genomik degisikliklerin zaman
icinde birikmesiyle baslar. Klinik olarak gen duplikasyonlar1 (6rnegin gen
amplifikasyonlar1), genomik yeniden diizenlenmeler (6rnegin inversiyonlar) ve bazi
kromozomal bolgelerdeki delesyonlara bagli heterozigotluk kaybi sik goriilmektedir.
Buna ek olarak, gen metilasyonu, gen diizenlenmesi ve translasyon sonrasi
modifikasyonlar gibi epigenetik mekanizmalar da gen ekspresyonunu 6nemli dl¢tde
etkilemektedir (17). Bu degisiklikler, hiicresel sinyal iletim yollarinda bozulmalara yol
acarak malign hticre klonlarmin gelisme olasiligimni artirir. Ozellikle tiitiin kullanimina
bagli akciger kanserlerinde genomik karmasiklik daha belirgindir; ¢ok sayida genomik
degisiklik tiimor biiyiimesine ve progresyonuna katkida bulunur (18). Bu kanserler,
klonal evrim sireci nedeniyle genellikle mekansal heterojenlik gostermektedir. Buna
karsilik, bazi adenokarsinomlar tiimoriin tamaminda saptanan tek bir aktive edici
mutasyonla karakterizedir ve bu durum “siiriicii onkogen” varligi ile tanimlanan diisiik

genomik ¢esitlilik (onkogen bagimlilig) ile iligkilidir. Bununla birlikte, onkogen



bagimh akciger kanserleri de belirli diizeyde genomik heterojenlik gdsterebilmekte
olup, bu durum tedavi yanitini etkileyebilmektedir (19, 20).

KHOAK’ta rol alan temel onkogenler arasinda epidermal biiylime faktori
reseptori (EGFR) genindeki aktive edici mutasyonlar ile anaplastik lenfoma kinaz
(ALK) genindeki translokasyonlar yer alir. ALK translokasyonlari, ALK Kkinaz
bolgesinde ¢esitli ortak genlerin 5' dizileri ve promotorlerinin kontroltinde yurir; en
yaygin ortak ekinoderm mikrotiibiil iligkili protein benzeri 4 (EMAP4) ve Kinezin-1
agir zinciridir (UKHC). EGFR ve ALK kanser tetikleyici mutasyonlar1 0zellikle
adenokarsinomlarda gorilur (%10-60) ve sigara igme durumuna gore belirgin farklilik
gosterir; hi¢ sigara i¢meyenlerde daha yaygindir (17). En sik gorilen EGFR
mutasyonlar1 ekson 19 delesyon (E746-A750), ekson 21 L858R ve ekson 18
mutasyonlaridir (G719C/S/A). Bu kanserlerdeki direng gelisiminde en yaygin
mutasyon T790M’dir. EGFR ve ALK disindaki diger siiriicii degisiklikler arasinda
RET, ROSI1 translokasyonlari; BRAF, MET ve HER2 mutasyonlar1 ve MET, HERZ ile
FGFR1 amplifikasyonlar1 yer almaktadir (18).

EGFR’in aktive olmasi, reseptér dimerizasyonuna ve cesitli asag1 akis sinyal
yollariin aktive olmasina yol agarak hiicre proliferasyonu, sag kalimi ve hiicre
donguist ilerlemesini destekler. EGFR mutasyonlari genelde hi¢ sigara igmeyenlerde
gorulirken, sigara icenlerde KRAS mutasyonlar1 baskindir ve biiyiime faktorii salimini
artirarak EGFR sinyal iletimini guclendirir. HER2 ise ligandi bilinmeyen bir reseptor

olup homo- ve hetero-dimerizasyon ile benzer sinyal yollarin1 aktive eder (18).

2.2. Tumor Heterojenitesi

Akciger tiimorleri belirgin genetik heterojenite gosterir. Ayni tiimor iginde ve
metastazlar arasinda farkli genetik anomaliler bulunabilir (13,14). Kanser tetikleyici
mutasyonlar (6r. EGFR, ALK) tiimor gelisiminin erken donemlerinde ortaya ¢ikar ve
tiim tlimor hiicrelerinde goriiliir (gdvde mutasyonlart). Buna karsin “dal mutasyonlari
(gbvde mutasyonu olmayan)”, yalnizca belirli alt klonlarda bulunan ve timor igi
heterojeniteye katki saglayan degisikliklerdir. Bu mutasyonlar timéor gelisiminin erken
ya da ge¢ asamalarinda ortaya ¢ikabilir ve tedavi direncin etkilenmesinde 6nemli rol

oynarlar (14).



2.3. Tam

KHOAK ¢ogunlukla hastaligin ileri evrelerinde tespit edilmektedir. Taniy1
koyabilmek icin 6nce dikkatli anamnez alinmali daha sonra fiziksel muayane, temel
laboratuvar testleri, biyopsi ve akciger fonksiyon testleri yapilmalidir. En yaygin
semptom Oksiiriiktiir (vakalarin %75°1). Bunu hemoptizi, dispne ve gogiis agrisi takip
eder(19,20). Pozitron Emisyon Tomografisi (PET) ve Bilgisayarli Tomografi (BT) ise

nodal evrelemenin dogru yapilabilmesi i¢in gereklidir (20,21).

2.4. Risk Faktorleri

Akciger kanseri gelisimiyle iliskili birgok cevresel ve davranigsal faktor
bulunmaktadir (Sekil 2.3). Bunlarin basinda sigara kullanimi gelir ve tiim akciger
kanseri vakalarmin %85-90’indan sorumludur (22). Pasif igicilik ise vakalarin
%1,6’sm1 olusturmaktadir (23). Kapsamli ¢aligsmalar, pasif igicilerin akciger kanseri

riskinin hi¢ sigara icmeyenlere gore anlamli derecede yiiksek oldugunu gostermektedir

(24).
2.4.1. Radon Gaz1

Sigara igmeyenlerde akciger kanserinin birincil nedenlerinden biri de radon
gazidir. Kapali alanlarda birikebilen bu radyoaktif gaz, 1988’den itibaren grup-1
kanserojen olarak siniflandirilmaktadir ve tiim akciger kanseri vakalarinin %3-

14’linden sorumlu oldugu belirtilmektedir (25).
2.4.2. Hava Kirliligi

Ozellikle PM2.5 olarak bilinen 2,5 pm’den kii¢iik partikiil madde, sigara
igmeyenlerde akciger kanserinin 6nemli nedenlerinden biridir. PM2.5, 2013 ten beri
grup-1 kanserojen olup kiiresel akciger kanseri Oliimlerinin yaklasik %14’Unden
sorumludur (26). Bu partikiillerin mutasyon tasiyan uykuda kalmis hiicreleri aktive
ederek neoplastik klonlarin genislemesine yol actigi ve EGFR/KRAS mutasyonlari ile
iligkili oldugu diistiniilmektedir (27).



2.4.3. Mesleki Maruziyet

Mesleki kanserojenlere maruziyet, bat1 iilkelerindeki erkek akciger kanseri
olgularmin %6-17’sini olusturmaktadir (28). Asbest, kristal silika, dizel egzozu ve
kaynak dumanlar1 gibi ajanlara uzun sireli maruziyetler de riski belirgin sekilde
artirmaktadir (29,30). Elektronik sigaralar, buharlastirici cihazlar ve esrar kullanimi da
artan kanitlarla akciger kanseri risk faktorleri arasinda degerlendirilmektedir (31,32).
WHO, ozellikle genclerde elektronik sigara kullaniminin ciddi akut akciger

patolojilerine yol agabilecegine dair uyarilar yayimlamistir (33,34).

RISK FAKTORLERI

Sigaraicmek  Radon gazi

Akciger kanseri Akciger kanseri
vakalarinin %85-90"1  vakalarinin %3-14'u

Hava kirliligi  Mesleki maruziyet

Akciger kanseri Erkeklerde akciger
olumlerinin %14 kanserinin %6-17'si

Sekil 2.3. Akciger kanserinde risk faktorleri.

2.5. Akciger Kanseri Tedavisi

Erken evre KHOAK hastalarinda cerrahi, temel ve en etkili tedavi yontemi
olarak kabul edilmektedir. En iyi prognozun saglanabilmesi amaciyla, sistematik lenf
nodu diseksiyonunu da iceren radikal cerrahi uygulanmali ve tam rezeksiyon
hedeflenmelidir (35).

1990’11 yillarda video yardimli torakoskopik cerrahi (VATS), akciger

rezeksiyonlarinda geleneksel agik torakotomiye kiyasla daha az invaziv bir yaklagim



olarak tanitilmistir (36). VATS; daha az postoperatif agri, iyi yasam kalitesi ve yliksek
fiziksel islevsellik gibi onemli avantajlar sunmaktadir (37). 2000°1i yillarda VATS nin
gelisimini takiben robot yardimli torakoskopik cerrahinin klinik kullanima girmesiyle
birlikte, cerrahlar ti¢ boyutlu goriintiileme, artirilmis el becerisi ve daha yiiksek cerrahi
hassasiyet gibi ek avantajlara sahip olmustur (38).

Bununla birlikte, bircok hastada uzak metastaz gelisimi veya lokal niiks riski
devam ettiginden, hastalarin 6nemli bir kisminda cerrahi sonrasi radyoterapi,
kemoterapi veya hedefe yonelik tedaviler gibi adjuvan tedavilere gereksinim

duyulmaktadir.
2.5.1. Radyasyon Tedavisi

Radyoterapi, yiiksek enerjili 1sinlarin kanser hiicrelerindeki DNA’ya hasar
vererek hiicre 6liimiine yol agmasi prensibine dayanir. Bu tedavi yontemi timoriin
ilerlemesini durdurabilir veya vicudun belirli bdlgelerindeki tumorlerin ortadan
kaldirilmasini saglayabilir. Ameliyata veya kemoterapiye uygun olmayan KHOAK
hastalarinda yasam kalitesini artirmak amaciyla palyatif tedavinin bir pargasi olarak

da kullanilabilir (39).

2.5.2. Sistemik Tedaviler

Adjuvan kemoterapi, tibbi kontrendikasyon bulunmamasi durumunda, timor
boyutu >4 c¢cm olan veya lenf nodu tutulumu saptanan ve primer tiimorii cerrahi olarak
tamamen ¢ikarilmis KHOAK hastalarinda 6nerilmektedir. Yapilan analizler, adjuvan
kemoterapi uygulanmasinin 5 yillik genel sagkalimi %5,4 oraninda artirdigini
gostermektedir (HR: 0,89; %95 GA: 0,82-0,96; p = 0,005) (HR: Hazard Ratio/Tehlike
Orant; GA: Giiven Aralig). Kiiratif amacli cerrahi sonrasi patolojik evre II ve III
hastalarda adjuvan kemoterapi standart yaklasim olarak kabul edilirken, evre IA igin
onerilmemekte, evre IB’deki rolii ise smurli olup daha diisiik kanit diizeylerine
dayanmaktadir. KHOAK’de kemoterapotik ajanlar genellikle platin bazli ¢ift
kombinasyonlar seklinde uygulanmakta olup, sik kullanilan rejimler arasinda sisplatin
+ vinorelbin ve sisplatin + dosetaksel yer almaktadir (40).

Sistemik tedaviye uyum, kemoterapinin neoadjuvan (indiksiyon) olarak

uygulandigt durumlarda adjuvan tedaviye kiyasla daha yiiksek bulunmustur.



Neoadjuvan tedavi ayrica ameliyat sonrast patolojik tam yanitin (pCR)
degerlendirilebilmesine olanak tanimasi nedeniyle sagkalim acgisindan prognostik
onem tasimaktadir (41).

Ameliyatla tamamen c¢ikarilmis erken evre KHOAK hastalarinda, iki
randomize faz III ¢aligma adjuvan immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin etkinligini
ortaya koymustur. Atezolizumab calismasinda, adjuvan kemoterapiyi takiben bir yil
sireyle uygulanan atezolizumabin, evre II-IIIA KHOAK ve timér PD-L1
ekspresyonu >%1 olan hastalarda hastaliksiz sagkalimi (DFS) anlamli diizeyde
iyilestirdigi gosterilmistir (HR: 0,66; %95 GA: 0,50-0,88; p = 0,039) (42).
Pembrolizumab ¢aligsmasinda ise, bir yil siireyle uygulanan adjuvan pembrolizumabin,
adjuvan kemoterapi almis veya almamis, tamamen rezeke edilmis evre IB—IIIA
KHOAK hastalarinda DFS’yi plaseboya kiyasla anlamli sekilde artirdig: bildirilmistir
(HR: 0,76; %95 GA: 0,63-0,91; p = 0,0014) (43).

EGFR mutasyonu tastyan evre IB (=3 cm)-IIIA KHOAK hastalarinda
gerceklestirilen faz III Osimertinib ¢alismasi, istege bagli adjuvan kemoterapi
sonrasinda {i¢ y1l siireyle uygulanan osimertinibin hem DFS’yi (65,8 ay vs. 28,1 ay;
HR: 0,27; %95 GA: 0,21-0,34) hem de genel sagkalimi (HR: 0,49; %95 GA: 0,34—
0,70; p < 0,0001) anlamli bi¢imde 1iyilestirdigini gostermistir. Bes yillik genel
sagkalim oranlar1 osimertinib ve plasebo kollarinda sirasiyla %88 ve %78 olarak
raporlanmustir (44,45).

Ameliyat edilemeyen evre III KHOAK hastalarinin énemli bir kismi, diisiik
performans durumu ve eslik eden komorbiditeler nedeniyle es zamanl
kemoradyoterapiye uygun degildir. Bu hastalarda ardisik kemoradyoterapi veya
yalnizca radyoterapi segenekleri degerlendirilmekle birlikte, bu yaklasimlar es zamanl
kemoradyoterapiye kiyasla daha diisiik lokal kontrol ve sagkalim oranlar ile iligkilidir
(46). Faz Il durvalumab calismasinda, yasl (>75 yil) ve/veya performans durumu 2
olan hastalarda radyoterapi ile es zamanl diisiik doz giinliik karboplatin ve ardindan
durvalumab uygulanmasinin fizibil oldugu gosterilmistir. Ayrica kemoterapiye uygun
olmayan hastalarda radyoterapi sonrasi durvalumab tedavisinin de uygulanabilir bir

secenek oldugu bildirilmistir (47,48).
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2.5.3. Hedefli Terapi

Hedefli tedaviler, timor hiicrelerinin biiyiimesini, ¢ogalmasini ve hayatta
kalmasini destekleyen genleri, proteinleri veya tiimor mikrocevresini hedef alir. Bu
tedaviler, kanser hiicrelerini segici olarak etkilerken saglikli hiicrelere az zarar verir.

Cesitli timor tiplerinde hedefler degisiklik gosterir (49).
EGFR ve ALK Inhibitorleri

EGFR yolunun akciger kanserindeki rolii géz oOniline alindiginda, EGFR
mutasyonu tasityan tlimorlerde bu yolu hedefleyen ilaglar tiimor biiyiimesini
siirlayabilir. Afatinib, entrectinib, erlotinib, gefitinib ve osimertinib dahil gesitli
EGFR inhibitorleri FDA tarafindan onaylanmistir. ALK pozitif KHOAK hastalarinda
ise ALK inhibitorleri (alektinib, brigatinib, seritinib vb.) tedavide 6nemli yer
tutmaktadir (50). KHOAK hastalarinin yaklasik %20-25’inde KRAS mutasyonu
bulunmaktadir. KRAS G12C mutasyonunu hedefleyen ve FDA onayi alan ilk ve tek
ila¢ sotorasib’tir (51).

2.5.4. Immiinoterapi

Immiinoterapi, bagisiklik sisteminin kanserle savasma dogal kapasitesini
giiclendirmeyi amaglayan biyolojik bir tedavi yontemidir. Bagisiklik yanitini artirmak
veya yeniden diizenlemek i¢in dogal ya da sentetik bilesikler kullanilir. Son yillarda
gelistirilen tedaviler, bagisiklik sisteminin tiimor hiicreleriyle etkilesim noktalarini
(PD-1, PD-L1, CTLA-4) hedefleyen immiin kontrol noktasi inhibitorlerini
icermektedir (52).

Immiinoterapi, KHOAK hastalarinda tek basma, diger immiinoterapilerle
kombinasyon halinde veya kemoterapi ile birlikte uygulanabilir. Ileri evre hastalarda,
hedefli tedaviye direncli timorlerde yaygin bir segenektir (51). Kemoradyoterapi ile
birlikte immiinoterapi kullanimin1 degerlendiren kesifsel faz II ¢alismalar umut verici
sonuglar bildirmis olsa da pulmoner toksisite riskine dikkat edilmelidir. Diger bir
klinik caligmada, durvalumabin es zamanli kemoradyoterapi ile kullaniminda
progresyonsuz sagkalim veya genel sagkalim agisindan bir fayda gdsterememistir
(53,54).
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2.6. Epirubisin (EPI)

EPI, antrasiklin sinifina ait bir kemoterapotik ajandir. EPI ve doksorubisin,
ayni temel antrasiklin ¢ekirdegini paylasan benzer tlrevlerdir. EPI, doksorubisinin
stereokimyasal izomeridir. Aralarindaki temel fark, seker kisminda (daunosamin)
bulunan 4'-OH gubunun stereokimyasal konfigiirasyonundan kaynaklanmaktadir. 4'-
OH grubu doksorubisinde B-konfiglirasyonunda, EPI’de ise a-konfigiirasyonundadir
(Sekil 2.4).

Doxorubicin Epirubicin

Sekil 2.4. EPI’in kimyasal yapisi (55).

Doksorubisin, pirarubisin, daunorubisin ve EPI gibi antrasiklinler; meme
kanseri, akciger kanseri, hepatoselliiler karsinom, mide kanseri ve ¢esitli hematolojik
maligniteler de dahil olmak iizere pek ¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan ve oldukga etkili antineoplastik ajanlardir (56-58).

EPI, DNA ve RNA’nin baz ciftleri arasina interkale olarak niikleik asit
sentezini engeller; ayrica DNA topoizomeraz II ve DNA helikaz enzimlerini inhibe
ederek DNA replikasyonunun ve transkripsiyonunun durmasia yol acar (59,60).
Bununla birlikte, kronik kardiyotoksisite, nefrotoksisite ve ila¢ direnci gibi yan etkiler,
antrasiklin tedavilerinin 6nemli sinirlamalar1 arasinda yer almaktadir (61). Ayrica
serbest antrasiklinlerle yapilan tedavilerin, proapoptotik sinyallerin ve antiapoptotik
savunma mekanizmalarinin aktivasyonuna neden olarak cesitli tiimor modellerinde

siirh antitimor etkinlik gostermesine yol agtigi bildirilmistir (62).

12



EPl’'in yapisal modifikasyonu, onun antitimoral aktivitesini korurken daha
diisiik yan etki profili ile kullanilmasina imkan tanir. Bu nedenle EPI, geleneksel
antrasiklinlere kiyasla daha diisiik kardiyotoksisite gosterir; ancak doz simirlayici
toksisite, terapotik etkinligi azaltabilmektedir (63,64). EPI, meme, larinks, farinks,
mesane, akciger, yamurtalik, pankreas kanserleri ile ¢esitli lenfomalar ve akut 16semi
gibi bircok malignitenin tedavisinde klinik kullanim alani bulmustur (5,65).

EPI tedavisinin siirlamalarini asmak amaciyla ilag tasiyict nanosistemleri
gelistirilmekte olup, bu sistemler farmakokinetik parametreleri ve terapdtik etkinligi
iyilestirmeyi hedeflemektedir. Ayrica tiimor hiicrelerine yonelik seciciligi artirmak
amaciyla fonksiyonellestirilmis nanosistemlerin gelistirilmesi, EPI’in terapotik

etkisini artirirken yan etkileri azaltma potansiyeline sahiptir (5,59,66).

2.7. Nanoteknoloji ve Nanopartikiller

Nanoteknoloji, 1-100 nanometre (nm) araliginda yer alan yapilarin tasarimi,
tiretimi, karakterizasyonu ve uygulamalarini konu alan disiplinleraras1 bir bilim
alanidir. Bu 6lgekte elde edilen ve noktasal (0-boyutlu), iki boyutlu veya t¢ boyutlu
yapisal Ozellikler go6steren materyaller genel olarak nanopartikill olarak
tanimlanmaktadir. Nanometre Ol¢egine indirgenen malzemeler, yiiksek yiizey
alani/hacim orani, kuantum etkileri ve 6zgiin fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle
makroskobik karsiliklarindan belirgin bigimde farkli davranislar sergiler.

Nanoteknolojinin bilimsel temelleri ilk kez yaklasik 60 yil once, fizikei
Richard Feynman’in 1959 yilinda gercgeklestirdigi ve “There’s Plenty of Room at the
Bottom” baslikli konusmasinda ortaya konmustur. Bu oncii yaklasim, atomik ve
molekiiler diizeyde madde manipiilasyonunun miimkiin olabilecegini Ongorerek
modern nanoteknolojinin gelisimine zemin hazirlamigtir. Takip eden yillarda
nanofabrikasyon ve karakterizasyon tekniklerindeki ilerlemelerle birlikte,
nanoteknolojinin uygulama alanlar1 hizla genislemistir.

Glinlimiizde nanoteknoloji; tekstil, kozmetik, tarim, biyomedikal bilimler, tip,
eczacilik ve elektronik gibi birgok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle
biyomedikal ve farmasdtik uygulamalarda nanopartikiller; hedeflendirilmis ilag
tagima, kontrollii salim, biyoyararlanimin artirilmasi ve yan etkilerin azaltilmasi gibi

avantajlar sunmaktadir. Bu yoniiyle nanoteknoloji, geleneksel yaklagimlarin yetersiz
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kaldig1 durumlarda yenilik¢i ve daha etkili ¢oziimler gelistirilmesine olanak saglayan
stratejik bir teknoloji alan1 olarak 6ne ¢ikmaktadir (67,68).

Saglik alanindaki kullaniminda ise artan antibiyotik direnci, ilaglarin kisa
yarilanma 6mrii, toksisite sorunlari1 ve hastaliklarin daha erken teshis edilme ihtiyaci,
nanoteknolojiyi son yillarda 6nemli hale getirmistir. Gelistirilen farkli nanopartikiiller;
ilag, gen, as1 gibi biyolojik ajanlari hedef doku ve hiicrelere tasiyabilmekte; yiizey
Ozellikleri sayesinde hidrofobik etkin maddelerin ¢oziiniirliigiini ve terapotik etkisini
artirabilmekte; yan etkileri azaltmakta ve farmakokinetik profili iyilestirmektedir.
Ayrica hizli degradasyona karsi etkin maddeyi koruyabilir, yarilanma Omriinii
uzatabilir, kontrolli ya da siirekli salim saglayabilir ve birden fazla ajanin birlikte
verilmesine imkan taniyabilir.

Nanoteknolojinin sundugu benzersiz fizikokimyasal 06zellikler, 6zellikle
kanser tedavisinde yenilik¢i yaklasimlarin gelistirilmesine olanak saglamistir.
Nanopartikiil tabanli ilag tasiyici sistemler, terapotik ajanlarin hedef dokuya segici
olarak iletilmesini, kontrollii saliminmi ve sistemik toksisitenin azaltilmasini miimkiin
kilarak tedavi etkinligini artirmaktadir. Bu nedenle nanoteknoloji, modern onkolojide
kisisellestirilmis ve daha gilivenli tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir.

Ideal bir nanopartikiilin biyouyumlu, biyobozunur, non-imminojenik ve
yiiksek stabilitede olmasi beklenir. Nanopartikiller, cekirdek, kabuk ve ylzey
tabakasindan olusan ¢ok katmanli ve karmagik bir yapiya sahiptir. Yiizey tabakasinda
kiigiik molekiiller, ylizey aktif maddeler, metal iyonlar1 ve polimerler yer alabilir.
Kabuk tabakasi, kimyasal ve fizikokimyasal o6zellikleri bakimindan c¢ekirdekten
farklilik gosterir ve genellikle islevsel modifikasyonlarin gergeklestirildigi bolge
olarak gorev yapar. Cekirdek ise nanopartikiiliin yapisal biitiinliigiinii ve temel
ozelliklerini belirleyen ana bilesendir. Nanopartikiiller yapisal o6zelliklerine gore
gbzeneksiz veya mezo-gozenekli formda bulunabilir. Bu yapisal gesitlilik,
nanopartikiillerin parenteral, oral ve inhalasyon gibi farkli uygulama yollarinda ilag
tastyici sistemler olarak kullanilmasina olanak tanimaktadir. Ayrica bu partikiiller,
aptamerler, proteinler veya antikorlar ile fonksiyonellestirilebilmekte ve boylece hedef
dokuya 06zgiil baglanma kapasiteleri artirilabilmektedir. Yiiksek yiizey alani/hacim

oranlar sayesinde daha yiiksek miktarlarda etkin madde tasiyabilen nanopartikiiller,
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ilaglarin minimum kayip ile hedef bolgeye tasinmasina olanak saglayarak tedavi

etkinligini artirmaktadir (69-71).

2.7.1. Nanopartikul Cesitleri

Nanoteknolojide kullanilan nanopartikiiller temel olarak organik ve inorganik
olmak tizere iki grupta smiflandirilir. Organik tabanli nanopartikiiller; karbon
nanoelmaslar, karbon nanotipler, grafen ve grafen oksit, fullerenler, dendrimerler,
polimerik nanopartikiiller, lipid bazli sistemler (lipozomlar, kati lipit hibrit
nanopartikiiller, nanoemiilsiyonlar) ve karbon/grafen kuantum noktalarin1 kapsar.
Inorganik nanopartikiiller ise baslica metal ve metal oksit nanopartikiilleri (6rnegin
altin ve manyetik nanopartikiiller), metalik kuantum noktalar1 ve gozenekli

nanomalzemelerden olusmaktadir (4).
Polimerik Nanopartikuller

Bu genis nanopartikiil siniflar1 igerisinde polimerik nanopartikiiller,
ayarlanabilir yapilari, biyouyumluluklar1 ve kontrollii ilag salimina olanak taniyan
ozellikleri nedeniyle 6zellikle farmasoétik uygulamalarda 6ne ¢ikmaktadir. Dogal veya
sentetik polimerlerden uretilebilen bu sistemler, etkin maddelerin korunarak
tasinmasini, hedef dokuya yonlendirilmesini ve tedavi etkinliginin artirilmasini
miimkiin kilmaktadir. Bu 6zellikleri sayesinde polimerik nanopartikiiller, modern ilag
tastyict sistemlerin temel bilesenlerinden biri olarak degerlendirilmektedir (72).

Kullanilan polimerler dogal (6r. albimin, jelatin, aljinat, kollajen,
siklodekstrin, kitosan) veya sentetik (6r. polilaktik asit — PLA, poli-laktik-ko-glikolik
asit — PLGA, polikaprolakton — PCL, poliakrilatlar, polietilenimin — PEI, polietilen
glikol — PEG, polianhidritler, poli-L-lizin) olabilir. Bu polimerler temel olarak

biyouyumluluk ve biyobozunurluk ézellikleriyle karakterize edilir (69-71).
Kati-Lipit Nanopartikuller

Kati lipit nanopartikiilleri (KLN’ler), hidrofobik karakterde kararli bir kat1 lipit
cekirdeginden olusan iyi bilinen nanotasiyicilardir. KLN’ler  polimerik
nanopartikillerin ve lipozomlarin bir fiizyonudur. Etken madde bu ¢ekirdek icerisinde

dagitilir. Uretimleri  genellikle mikroemiilsifikasyon veya yiiksek basingh
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homojenizasyon yontemleriyle gergeklestirilir. KLN’ler yiiksek biyouyumluluk,
yuksek enkapsulasyon verimi ve kontrollii salim 6zelliklerine sahiptir. Etken madde
yiikleme verimleri birgok nanomalzemeye kiyasla daha yiiksektir ve ilag salimini
haftalarca surdirebilir. Yiizeylerinin lipit kokenli olmasi biyouyumlulugu artirir.
Genellikle fizyolojik olarak giivenli kat1 lipitler (mumlar, yag asitleri, trigliseritler)

kullanilarak hazirlanirlar (71,73).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Geregler

Tez caligmasi kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler ve cihazlar asagidaki
tablolarda verilmistir (Tablo 3.1 ve Tablo 3.2).

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Tablo 3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler.

Kimyasalin Ad1

Uretici Firma

(PLGA-b-PEG) (50:50) (Mw: 38.000-54.000)

S. Aldrich, Almanya

Aseton Merck, Almanya
Tripsin-EDTA Thermo-Gibco, ABD
DMEM-HG Pricella, Cin Halk Cumhuriyeti

Penisilin-Streptomisin

S. Aldrich, Almanya

PBS 1X Ca, Mg free

S. Aldrich, Almanya

Dimetilsilfoksit

Merck, Almanya

Pluronic-f 68

S. Aldrich, Almanya

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.2. Kullanilan Cihazlar.

Cihaz Ad1

Uretici Firma

Hassas Terazi

Schimadzu, Japonya

Ultra Hassas Terazi

Schimadzu, Japonya

Ultra Saf Su Diizenegi Millipore, ABD
Cok Noktalt Manyetik Karistirici Thermo Scientific, ABD
Vorteks IKA, Almanya

Ultrasantrifij

Hettich, Almanya

UV-Vis spektrofotometre

FLUOstar Omega spectrofotometre

BMG Labtech, Almanya

Partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyel tayin

cihazi

Malvern Instruments, UK

Karbondioksitli inktibator

MCO-20AIC, Sanyo, ABD

17



3.2 Nanoc¢oktiirme Yontemi ile Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
3.2.1 Bos Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

YUKkIi olmayan nanopartikiiller, yaklasik 160-170 nm'lik polimerik
nanopartikiillerin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan nanopresipitasyon
yontemiyle hazirlanmistir (74). Organik faz, PLGA-b-PEG'nin (%0,75 a/h ve %1,5
a/h) 5 mL asetonda ¢6ziilmesiyle hazirlanmistir. Bu organik faz, manyetik karistirici
altinda, Pluronic F-68 (%0,02 a/h) iceren 10 mL damitilmis suya bir siringa ile damla
damla eklenmistir. Organik fazin tamamen uzaklastirilmasi igin ¢6zelti 24 saat
boyunca manyetik karistirici tizerinde karistirilmigtir. Son nanopartikul stispansiyonu
30 dakika boyunca 50.000xg'de santrifiijlenmistir. Slpernatant atilmistir ve
nanopartikiiller damitilmis suda yeniden siispansiyon haline getirilmistir. YUzey aktif

maddenin fazlasinin uzaklastirilmasi i¢in iki kez daha damitilmis su ile yikanmustir.

3.2.2 EPI Yiiklii Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Tidm EPI yuklu nanopartikuller, %1,5 (a/h) PLGA-b-PEG ve %0,02 (a/h)
Pluronik F-68 konsantrasyonlar1 kullanilarak bos nanopartikiillerin hazirlanma
yontemine uygun olarak hazirlanmistir. EPT’in nanopartikil formulasyonuna farkli
asamalarda eklenmesiyle farkli formiilasyonlar olusturulmustur. Ilk asamada, EPI
yukli nanopartikuller nanogoktirme yonteminde 400 pg EPI PLGA-b-PEG igeren
organik faza eklenerek hazirlanmistir. Sonraki denemelerde EPI, organik faza ve
inorganik faza ayri ayri eklenerek formiilasyon denemeleri yapilmigtir. Bu kapsamda
200 pg ve 400 pg EPI kullanilarak toplam dort farkli EPI yukli nanopartikil

formilasyonu hazirlanmustir.
3.3. Nanopartikullerin Karakterizasyonu

3.3.1. Partikil Boyutu ve Zeta Potansiyel Olguimii

Hazirlanan nanopartikillerin ortalama partikil boyutu, polidispersite indeksi
(PDI) ve zeta potansiyelleri; Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK)

cihazinda distile su icinde olgtilmiistiir.
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3.3.2. EPI Miktar Tayini I¢in Kalibrasyon Egrisi Olusturulmasi

EPI miktar tayini igin 8 farkli konsantrasyonda (0, 0.0049, 0.00975, 0.0195,
0.039, 0.078, 0.156, 0.312 mg/mL) standart ¢ozelti hazirlanmistir. Numunelerin
absorbans dl¢limleri UV-Vis spektrofotometre (BMG Labtech FLUOstar, Almanya)
kullanilarak gergeklestirilmis ve regresyon dogrusu Lambert-Beer yasasina gore
hesaplanmistir. 96 kuyucuklu plakaya her standart ve 6rnekten 200 pl eklenmistir. 450

nm’de (EPI Amax) absorbans 6lglimii yapilmustir.

3.3.3. Enkapsulasyon Etkinliginin Belirlenmesi
Hazirlanan nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi (%) asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmustir:

Enkapstilasyon Etkinligi (%) = 22 x 100 (Esitlik 1)

K1

K1: Nanopartikiil formiilasyonunun hazirlanmasinda kullanilan toplam EPI derisimi
K2: Ultrasantrifiij sonrasinda nanopartikllere yiiklenmeden su fazinda serbest kalan

EPI derisimi

3.3.4. EPI Yukli Nanopartikillerin In vitro Salim Profilinin Belirlenmesi

EPI yikli nanopartikillerin in vitro salim profili, fizyolojik ortami taklit
edebilmek adina %1 (a/h) fetal bovin serum (FBS) iceren fosfat tamponlu salin (PBS)
¢ozeltisi icerisinde diyaliz yontemi kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen EPI yikli
nanopartikiil siispansiyonu, yar1 gegirgen diyaliz membrant (MW: 10kDa) icerisine
alinmis ve diyaliz membrani salim ortami olan FBS igeren PBS cozeltisi icerisine
yerlestirilmistir. Belirlenen zaman noktalarinda (15, 30, 45 dakika; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12,
24, 48, 72, 96, 120, 144 ve 168. saatlerde) dis ortamdan 200 ul 6rnek alinarak 1,5
ml’lik Eppendorf tiiplerine aktarilmig ve 6rnekler —20 °C’de saklanmistir. Her 6rnek
alimindan sonra, ortama ayn1 hacimde (%1 a/h) PBS ilave edilmistir. Deneyler 3 defa

tekrarlanarak sonuclar ortalama £ SD olarak sunulmustur.
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3.4. Hucre Kultard Calismalar:

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda A549 (insan akciger adenokarsinom alveolar
bazal epitel hiicre hatti, ATCC: CCL-185, ABD) ve BEAS-2B (saglikl1 insan bronsiyal
epitelyal hiicre hatti, ATCC: CRL-3588, ABD) hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hiicreler,
%10 (a’/h) FBS ve %1 (a/h) penisilin/streptomisin (100 U/mL penisilin, 100 pg/mL
streptomisin) iceren DMEM-HG besiyeri igerisinde, 37°C’de %S5 CO: igeren
inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin besiyeri iki glinde bir yenilenmistir.

Yaklasik %70-80 doygunluk seviyesine ulasan hiicreler tripsin ile
pasajlanmistir. Bu amagla, hiicreler iizerindeki besiyeri tamamen uzaklastirilarak 1 ml
tripsin ilave edilmistir. Hiicreler inkiibatorde 37°C’de 3-5 dakika inkibe edildikten
sonra hiicre siispansiyonu steril tiiplere alinmis ve santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
slipernatan uzaklastirilmisg, hiicre pelleti yeni besiyeri ile siispanse edilerek asagida
sunulan deney protokollerine uygun sekilde hiicre sayisi hesaplanarak hiicre kiiltiirii

plakalarina alinmistir.

3.4.1 Total RNA izolasyonu, cDNA Eldesi ve RT-PCR

EPI yukli nanopartikiiller ile 24 saat streyle muamele edilen A549 ve BEAS-
2B hiicrelerinden total RNA izolasyonu, RNA izolasyon kiti (Hybrid-R, GeneALL,
Guney Kore) kullanilarak  iiretici  firmanin  talimatlarn1  dogrultusunda
gergeklestirilmistir.

Hicrelerin (zerine 1 mL RiboEX (Hybrid-R, GeneALL, Gilney Kore)
soliisyonu eklenmis ve hiicreler hiicre kaziyict yardimiyla dikkatlice kazinmistir. Elde
edilen hiicre lizati steril tiiplere alinarak oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.
Ardindan, lizata 200 pL kloroform eklenmis, 15 saniye kuvvetlice ¢alkalanmis ve oda
sicakliginda 2 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasi ornekler 12.000xg’de, 4°C’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Ust faz yeni bir tiipe aktarilmis ve {izerine 1 ml RBI soluisyonu eklenerek
ters cevrilip karistirilmistir. Ornekler 700 pL’lik hacimler halinde spin kolona
aktarilmis ve 10.000xg’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Bu islem, tiim ornek

kolonlardan gecirilene kadar tekrarlanmstir.
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Kolonlar sirasiyla 500 uL SWI (Hybrid-R, GeneALL, Giiney Kore) tampon
cozeltisi ve 500 pL RNW (Hybrid-R, GeneALL, Giiney Kore) tampon ¢ozeltisi ile
10.000xg’de 30 saniye santrifiij islemleri gerceklestirilmistir. Son santrifiij isleminin
ardindan, kolonda kalan tampon soliisyonunu uzaklastirmak amaciyla 1 dakika ek
santrifiij yapilmistir. Kolonlar steril 1,5 mL mikrosantrifiij tiplerine yerlestirilmis,
uzerlerine 100 pL niikleaz igermeyen su eklenmis ve 1 dakika inklibasyondan sonra
10.000xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Total RNA izolasyonunu takiben
tamamlayict DNA (cCDNA) elde edilmistir.

cDNA, RNA’dan ters transkriptaz kiti kullanilarak sentezlenmis, bu islem kit
tiretici firma yonergeleri dogrultusunda gergeklestirilmistir. Negatif kontroller
araciligiyla orneklerde kontaminasyon olmadigi dogrulanmistir. RT-PCR analizi,
(ViiA 7 Real-Time PCR (Applied Biosystems, A.B.D.) sistemi ile SYBR Green PCR
Master Mix ve 96 kuyucuklu plaklar kullanilarak gerceklestirilmistir. Uretici firmanin
yonergeleri dogrultusunda amplifikasyon reaksiyonu hazirlanmistir. Her deneyde
hedef genin (P53, BAX, BCL2 ve VEGFA) degeri, i¢ kontrol genin (housekeeping
gene; GAPDH) degerine oranlanip normalize edilmistir. Her bir hedef gen igin
Ozgulligi blastlama yapilarak dogrulanmig primer ¢iftleri kullanilmistir. Kullanilan
primer giftlerinin sekanslari Tablo 3.3.’de gOsterilmistir. Hesaplamalarda
karsilastirmali Ct (AACt) yaklasimi kullanilmistir. Her sonug, bagimsiz olarak

gerceklestirilen en az 3 deneyin ortalamasi olarak sunulmustur.
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Tablo 3.3. RT-PCR’da kullanilan primer ciftlerinin sekanslari.

Gen Sekans (5°-3°)
BAX F: TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG
R: TGTGTCCACGGCGGCAATCATC
BCL2 F: ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT
R: GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC
P53 F: CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG

R: TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC
VEGFA F: GCCAATCACACTTCCTGCCGAT
R: AGGTCTTGTTCGCTGCCTGACA
GAPDH F: GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG
R: ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA

F: ileri yondeki primerin sekansi, R: Ters yondeki primerin sekansi

3.4.2 istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama £ SD olarak rapor edilmistir. Deney gruplari Student’s t-test
veya oneway ANOVA testleri ile karsilastirilmigtir. Kontrol gruplart 1’e normalize
edilmistir. Ikili gruplarin karsilastirilmasi icin Student’s t-test, tc¢lii gruplar igin
ANOVA testi kullanilmistir. P <0.05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Nanopartikillerin Boyut ve Zeta Potansiyel Olgctimleri
4.1.1. Bos Nanopartikiillerin Boyut ve Zeta Potansiyel Ol¢iimleri

Farkli konsantrasyonlarda PLGA-b-PEG (50:50) ve Pluronik F68 kullanilarak
hazirlanan nanopartikiillerin ortalama partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve PDI
degerleri, standart sapmalari ile birlikte hesaplanmis ve sunulmustur (Tablo 4.1, Sekil
4.1, Sekil 4.2).

Hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu, PDI ve zeta
potansiyeli degerleri birlikte degerlendirildiginde, %1,5 PLGA-b-PEG (a/h) (50:50)
ve %0,02 (a/h) Pluronik F68 iceren formilasyonun istenilen fizikokimyasal 6zellikleri

saglamasi nedeniyle optimum formiilasyon oldugu sonucuna varilmaistir.

Tablo 4.1. Bos Nanopartikillerin Boyut, Zeta Potansiyeli ve PDI Degerleri.

PLGA-b-PEG Pluronik F68 Boyut Zeta Potansiyeli PDI*

(50:50) %(a/h) (nm)* (mV)*

% (a/h)

0,75 0,01 78,24+2,53 -13,2+0,15 0,114+0,01

0,75 0,02 92,58+1,45 -1,01+0,12 0,257+0,02

0.75 0,03 76,63+0,75 -1,96+0,11 0,132+0,01

15 0,01 128,5+2,65 -17,7+0,18 0,247+0,01

15 0,02 114,1+0,45 -24,4+0,22 0,224+0,02

1,5 0,03 150,9+3,22 -22,5+0,13 0,260+0,01
*(n=3, x+SD)
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Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
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Glgiim 1 Size (d.nm)

Sekil 4. 1. %1,5 PLGA-b-PEG (50:50) (a/h) ile %0,02 (a/h) Pluronik F-68 kullanilarak
hazirlanan bos nanopartikil formiilasyonuna iligskin boyut grafigi (n=3, x+SD).
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Sekil 4. 2. %1,5 PLGA-b-PEG (50:50) (a/h) ile %0,02 (a/h) Pluronik F-68 kullanilarak
hazirlanan bos nanopartikil formiilasyonuna iligkin zeta potansiyel grafigi (n=3,
x+SD).
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4.1.2. EPI yukli Nanopartikillerin Boyut ve Zeta Potansiyel Olgtimleri

EPI yiklii, %1,5 PLGA-b-PEG (50:50) (a/h) ile %0,02 (a/h)Pluronik F-68

kullanilarak hazirlanan optimum nanopartikil formiilasyonuna iligkin boyut ve zeta

potansiyel

Intensity (Percent)

grafigi sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4°de verilmistir.

Size Distribution by Intensity

Sekil 4. 3.

1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

EPI yiiklii, %1,5 PLGA-b-PEG (50:50) (a/h) ile %0,02 (a/h) Pluronik F-68

kullanilarak hazirlanan optimum nanopartikil formiilasyona iliskin boyut grafigi (n=3,

x+SD).
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EPI yiiklii, %1,5 PLGA-b-PEG (50:50) (a/h) ile 960,02 (a/h) Pluronik F-68

kullanilarak hazirlanan optimum nanopartikil formiilasyona iliskin zeta potansiyel

grafigi (n=

3, Xx+SD).
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4.2 EPI Miktar Tayini

Bolim 3.3.2°de acgiklandig: tizere elde edilen EPI kalibrasyon egrisi Sekil

4.5’de sunulmustur.
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Sekil 4. 5. EPI kalibrasyon egrisi.
4.3. Nanopartikillerin Enkapsulasyon Etkinliklerinin Degerlendirilmesi

Organik faza eklenen 400 pg EPI yikli nanopartikil formulasyonunda yeterli
enkapsiilasyon yiizdesine ulasilamadig i¢in, organik ve inorganik faz asamalarinda
200 pg ve 400 pg EPI eklenerek 4 farkli nanopartikiil formiilasyonu elde edilmistir.
Bu formdilasyonlara ait enkapstlasyon etkinlik degerleri Tablo 4.2°de gdsterilmistir.
En yuksek enkapsiilasyon etkinligi 400 pg EPI’nin, inorganik faza eklenmesi ile elde

edilen nanopartikil formiilasyonu ile elde edilmistir.
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Tablo 4.2. Farkli konsantrasyonda EPI yiiklii NP formiilasyonlarina iliskin
enkapsiilasyon etkinlik degerleri.

EPI’nin Eklendigi Faz EPI Miktar (pg) Enkapsiilasyon etkinligi (%)™
Inorganik 200 49,81+0.4737
Inorganik 400 55,106+0.094

Organik 200 53,789+0.378
Organik 400 49,990+0.947
*(n=3, x+SD)

4.4. EP1 Yuklii Nanopartikillerin In vitro Salim Profilinin Belirlenmesi

Bolim 3.3.4°de agiklandigi tizere EPI yUKIGU nanopartikullerin, in vitro salim
profili, belirli zaman araliklarinda (15 dk, 30 dk, 45 dk, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 24, 48, 72,
96, 120, 144, 168. saatlerde) %1 (a/h) FBS igeren PBS c¢ozeltisi icerisinde diyaliz
metodu ile elde edilmistir.

Nanopartikiillere iligkin in vitro salim grafigi Sekil 4.6’da sunulmustur.
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Sekil 4. 6. EPI yUklu nanopartikullere iliskin in vitro salim grafigi (n=3, x+ SD).
4.5. Hicre Kultirt Cahismalar
4.5.1. RNA izolasyonu ve g-RT PCR

EPI yukli nanopartikillerin ve serbest EPI’nin apoptotik yolakla iligkili BAX,
P53, BCL2 il anjiyogenezde rol oynayan VEGFA geni Gzerindeki etkileri A549 ve
BEAS-2B hiicre hatlarinda degerlendirilmistir. Her iki hiicre hattinda da kontrol grubu
gen ifade diizeyleri 1’¢ normalize edilerek serbest EPI ve EPI yikIi nanopartikl
uygulanan gruplarin gen ekspresyonlari kontrol grubu ile ayri ayr karsilagtirilmistir.
Deney gruplarinda hiicrelere 200ug serbest EPI ve EPI yiikli nanopartikiil uygulanmis
uygulamay1 takiben 24. Saatte total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. BAX, P53,
BCL2 ve VEGFA genlerine ait ifade duzeyleri q-RT PCR yontemi kullanilarak analiz
edilmistir. Elde edilen sonuclar istatistiksel degerlendirmeye tabi tutulmus, bunlara

iliskin veriler Sekil 4.7 - 4.10’da sunulmustur.
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Sekil 4. 7. A) A549 hiicre hattinda relatif BAX mRNA duzeyleri (n=3, x+ SD,
***P<(,001, *P<0,05 kontrole kars1, yy P<0,01 Serbest EPI’ye kars1). B) BEAS-2B

hiicre hattinda relatif BAX mRNA duzeyleri (n=3, x£ SD, **P<0,01 kontrole kars1, yy
P<0,01 Serbest EPI’ye kars1).

A549 hiicre hattinda EPI yiiklii nanopartikiil uygulanmas1 sonrast BAX gen
ifade dlizeyinde; kontrol grubuna (P<0,001) ve Serbest EPI uygulanan gruba (P<0,01)
kiyasla anlamli bir artis saptanmustir.

BEAS-2B hiicre hattinda EPI yiiklii nanopartikiil uygulanan grupta BAX gen
ifade diizeyinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark tespit edilmemistir. Ancak,
serbest EPI uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma gozlenmistir
(P<0,05). EPI yikli nanopartikil uygulanan grupta ise serbest EPI uygulanan gruba
kiyasla anlamli bir artig saptanmistir (P<0,01).
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Sekil 4. 8. A) A549 hiicre hattinda relatif P53 mRNA duzeyleri (n=3, xt SD, *P<0,05,
**P<0,01 kontrole karsi, y P<0,05 Serbest EPI’ye kars1). B) BEAS-2B hiicre hattinda
relatif P53 mRNA dizeyleri (n=3, x£ SD, **P<0,01, ***P<0,001, kontrole kars1).

Ab549 hiicre hattinda serbest EPI ve EPI yUklu nanopartikil uygulamasi sonras,
P53 gen ifade diizeyinde her iki grupta da kontrole kiyasla anlamli derecede artis
oldugu goriliirken (sirasiyla P<0,05, P<0,01), EPI yikli nanopartikil uygulanan
grupta P53 gen ifade duizeyinde, serbest EPI uygulanan gruba kiyasla anlamli bir artig
saptanmustir (P<0,05).

BEAS-2B hiicre hattinda serbest EPI ve EPI yukliu nanopartikil uygulamasi
sonrast P53 gen ifade diizeyinde her iki grupta da kontrole kiyasla anlamli derecede
azalma oldugu gorilurken (sirasiyla P<0,01, P<0,001), Epi yukli nanopartikil
uygulanan grupta P53 gen ifade diizeyinde, serbest Epi uygulanan gruba kiyasla

anlaml bir fark saptanamamustir.
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Sekil 4. 9. A) A549 hiicre hattinda relatif VEGFA mRNA dizeyleri (n=3, x+ SD,
**P<0,01 kontrole karsi). B) BEAS-2B hiicre hattinda relatif VEGFA mRNA
duzeyleri (n=3, x+ SD, ***P<0,001, **P<0,01 kontrole kars1, yyy P<0,001 Serbest
EPI’ye kars1).

A549 hiicre hattinda EP1 yukli nanopartikil ve serbest EPI uygulamasi sonrasi
VEGFA gen ifade duzeyinde, serbest EPI uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir fark goriilememistir. EPI yiiklii nanopartikiil uygulanan grupta ise kontrole
kiyasla anlamli bir azalma oldugu saptanmistir (P<0,01). EPI yikli nanopartikl
uygulanan grup ile serbest EPI uygulanan grup arasinda anlamli bir fark
goriilememistir.

BEAS-2B hiicre hattinda serbest EPI ve EPI yukliu nanopartikil uygulamasi
sonrast VEGFA gen ifade diizeyinde, serbest EPI uygulanan grupta kontrole kiyasla
anlamli bir azalma oldugu gorulirken (P<0,01), EPI yukli nanopartikil uygulanan
grupta kontrole kiyasla anlaml bir artis oldugu saptanmistir (P<0,001). Ayrica EPI
yukli nanopartikil uygulanan grupta VEGFA gen ifade dlzeyinde, serbest EPI
uygulanan gruba kiyasla anlamli bir artis oldugu saptanmistir (P<0,001).
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Sekil 4. 10. A) A549 hiicre hattinda relatif BCL2 mRNA dizeyleri (n=3, x+ SD,
***pP<(0,001 kontrole karsi, yy P<0,01). B) BEAS-2B hiicre hattinda relatif BCL2
MRNA duzeyleri (n=3, xt SD, **P<0,01 kontrole kars1, yy P<0,01 Serbest EPI’ye
kars1).

A549 hiicre hattinda EP1 yukli nanopartikl ve serbest EPT uygulamasi sonrasi
BCL2 gen ifade diizeyinde, serbest EPI uygulanan grupta kontrole kiyasla anlamli bir
fark goriilmezken, EPI yiiklii nanopartikiil uygulanan grupta kontrole kiyasla anlamli
derecede bir azalma oldugu saptanmistir (P<0,001). EPI yiikli nanopartikil uygulanan
grupta BCL2 gen ifade diizeyinde, serbest EPI uygulanan gruba kiyasla anlamli azalis
gorilmistir (P<0,01).

BEAS-2B hiicre hattinda EPI yUkli nanopartikil ve serbest EPI uygulamasi
sonrast BCL2 gen ifade diizeyinde, serbest EPI uygulanan grupta kontrole kiyasla
anlamli bir azalma oldugu gorilirken (P<0,01), EPI yikli nanopartikil uygulanan
grupta kontrole kiyasla anlaml1 derecede bir artis oldugu saptanmistir (P<0,01). Ayrica
EPI1 yikli nanopartikill uygulanan grupta BCL2 gen ifade diizeyinde, serbest EPI
uygulanan gruba kiyasla anlamli bir artis oldugu gézlenmistir (P<0,01).
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5. TARTISMA

Kanser immiinoterapisinde kullanilan nanopartikiiler ilag tagima sistemlerinin,
geligmis biyoyararlanim yoluyla terapotik ajanlarin etkinligini artirdigi gosterilmistir.
Nanoteknoloji; kanser tedavisinde kullanilan kemoterapétik ajanlar, bagisiklik kontrol
noktas1 inhibitorleri ve kanser asilar1 gibi gesitli terapdtik molekiillerin nanodlcekte
hazirlanmasina olanak saglamakta; bu sayede s6z konusu ajanlarin stabilite siirelerini
uzatarak tiimor bolgelerine kontrollii taginimint ve salimimi miimkiin kilmaktadir.
Boylece hedefli uygulama sayesinde istenmeyen sistemik toksisite ve hedef dis1 etkiler
minimize edilerek kanser tedavisinin etkinligi artirilabilmektedir (75).

KHDAK; kemoterapiye direng gelisimi, yiiksek metastatik potansiyeli ve
tedaviye bagl ciddi sistemik toksisiteler nedeniyle, nanopartikiil temelli ila¢ tasima
sistemlerinin yogun olarak arastirildigi kanser tiirlerinden biridir.

PLGA-b-PEG, sahip oldugu fizikokimyasal ve biyolojik 6zellikler nedeniyle
nanopartikiil iiretiminde yaygin olarak tercih edilen bir polimerdir. PLGA-b-PEG’in
en Onemli avantajlari arasinda biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir bir
yapiya sahip olmasi yer almaktadir (75). PLGA-b-PEG’in nanopartikil formuna
doniistiiriilmesi, tagidig1 etkin maddenin kontrollii salimini1 saglarken, sistemik yan
etkilerin azaltilmasina da katki sunmaktadir (76).

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, EPI yUkli PLGA-b-PEG nanopartikillerinin
eldesi, fizikokimyasal karakterizasyonu ve KHDAK (izerindeki etkileri, A549 ve
BEAS-2B hiicre hatt1 kullanilarak in vitro kosullarda belirlenmistir.

Nanopartikul eldesi i¢in nanogoktiirme yontemi kullanilmig; farkli PLGA-b-
PEG konsantrasyonlar: ile formiilasyonlar gelistirilmistir. Yapilan optimizasyon
calismalar1 sonucunda, %1,5 PLGA-b-PEG ve %0,02 Pluronik F68 ile hazirlanan
formiilasyon optimum olarak belirlenmistir. Bu formiilasyonla hazirlanan
nanopartiklllerin ortalama partikil boyutu 114,1+0,45 nm, zeta potansiyeli
—24,4+0,22 mV ve PDI 0,224+0,02 olarak saptanmistir (Bkz.Tablo 4.1).

EPI ylklu nanopartikillerin hazirlanmasi siirecinde enkapsiilasyon etkinliginin
degerlendirilmesi amaciyla dort farkli formiilasyon gelistirilmistir. Organik ve

inorganik faz asamalarinda 200 pg ve 400 pg olacak sekilde EPI eklemeleri
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yapilmistir. En yiiksek enkapsiilasyon etkinligi, %55,106+£0.094 orani ile 400 pg
EPI’in inorganik faza eklendigi kosulda elde edilmistir (Bkz.Tablo 4.2).

PVA, nanopartikiil formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilan bir yiizey aktif
maddedir. Literatiirde PV A’nin nanopartikiil ylizeyine gii¢lii sekilde adsorbe olabildigi
ve ylzeyde kalan PV A kalintilarinin hiicre nanopartikiil etkilesimlerini olumsuz yonde
etkileyebilecegi rapor edilmistir (77). Bu nedenlerle yizey aktif ajan olarak PVA
yerine Pluronik F68 tercih edilmistir.

Nanopartikiil boyutu, KHDAK gibi solid tiimorlerde artirilmis gegirgenlik ve
tutulum (EPR) etkisi agisindan kritik bir parametredir. EPR etkisi; belirli boyutlardaki
molekdllerin normal dokulara kiyasla tumor dokusunda ¢ok daha fazla birikme
egiliminde oldugu tartismali bir kavramdir (78). Bu baglamda, elde edilen
nanopartikiillerin uygun boyut araliginda olmasi, tiimor hedeflemesi ve terapotik
etkinlik agisindan onemli bir avantaj saglamaktadir.

Diisiik polidispersite indeksi (PDI) degerleri (<0,3) (Bkz.Tablo 4.1),
nanopartikillerin homojen bir dagilima sahip oldugunu gostermektedir. Caligma
kapsaminda optimum olarak belirlenen formiilasyonun diisiik PDI degerine sahip
olmasi, elde edilen nanopartikiillerin biyolojik uygulamalar agisindan giivenilirligini
desteklemektedir. Zeta potansiyelinin negatif yonde olmasi ise nanopartikiller
arasindaki elektrostatik itmenin artmasina bagli olarak agregasyon egiliminin diisiik
oldugunu ve sistemin kolloidal stabilitesinin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Enkapsiilasyon ¢alismalarinda, EPI’in inorganik faz agamasinda eklenmesiyle
en yuksek enkapsilasyon veriminin elde edilmesi (Bkz.Tablo 4.2), EPI’in amfifilik
yapist sayesinde sulu ortamda PLGA-b-PEG matrisi igerisine etkin bir sekilde
dagilabilmesi ile acgiklanabilir. Yiiksek enkapsiilasyon verimi, nanopartikiillerin
terapGtik etkinligini artirirken serbest ilaca bagli ani ve doz-bagiml toksisite riskini
azaltmaktadir (79-80). Bu durum, 6zellikle kardiyotoksisite gibi ciddi yan etkilerle
iliskilendirilen antrasiklin grubu ilaglar agisindan klinik uygulamalarda biiyiik 6nem
tagimaktadir.

EPI yUkli nanopartikdllerin in vitro salim profilleri, olas1 klinik uygulamalar
acisindan kritik bir degerlendirme parametresidir. Salim ¢aligmalari, in vivo kosullar
taklit etmek amaciyla %1 FBS (a/h) iceren PBS ¢0zeltileri igerisinde diyaliz yontemi

kullanilarak gergeklestirilmistir. In vitro salim deneyleri sirasinda, nanopartikiillerin
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icerdikleri EPI’in yaklasik %20’sini ilk 6 saat igerisinde saldig1 gézlemlenmistir. Bu
baslangigtaki hizli salimin, literatiirde “patlama etkisi” (burst effect) olarak
tanimlanan, nanopartikiil yiizeyine zayif sekilde bagh ilacin hizli salim ile iligkili
oldugu degerlendirilmistir. Bunu takiben, EPI’in yaklasik %50’sinin salim1 50. saatte
gerceklesmis ve bunu takiben daha yavas, kontrollii bir salim profili izlenmistir
(Bkz.Sekil 4.6).

Genel olarak PLGA-b-PEG nanopartikiiller, baslangigtaki hizli salim fazini
takiben polimerin hidrolitik bozunmasina bagl olarak uzun siireli ve siirekli bir salim
fazina gegmektedir (81). Bu calismada elde edilen salim verileri, PLGA’nin bilinen
salim profilleri ile uyumluluk gostermektedir. Ozellikle uzun siireli kontrollii salim,
ilacin tiimdr dokusuna veya sistemik dolasima yavas ve diizenli sekilde ge¢isini
saglayarak serbest formdaki ilacin neden oldugu sistemik toksisiteyi azaltma ve
terapotik etkinin suresini uzatma potansiyelini desteklemektedir.

Hiicre kiiltiirli c¢aligmalarinda, EPI yiikli nanopartikiillerin etkinligini
Karsilastirmali olarak incelemek amaciyla A549 hiicrelerine 200 pg (80 uL) serbest
EPI ve 200 pg (160 pL) EPI yiKIl nanopartikiiller uygulanmis; 37°C’de 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan hiicreler apoptotik ve anjiyogenik gen ekspresyonlari
acisindan analiz edilmistir (Bkz. Sekil 4.7 — Sekil 4.10).

Tiimor baskilayict bir gen olan P53, bir¢cok insan timoriinde yiiksek siklikta
mutasyona ugramakta olup, timor gelisimi ve progresyonu P53 mutasyonlar: ile
dogrudan iliskilidir. pS3 proteini; hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, DNA hasarinin
onarimi, apoptoz ve otofaji gibi temel hiicresel siireclerde kritik rol oynamakta ve
hiicrelerin stres kosullar1 altinda kaderini belirlemektedir. Timorlerdeki yliksek P53
mutasyon sikligt ve P53’lin giicli tiimor baskilayicit fonksiyonu g6z onilinde
bulunduruldugunda, p53 proteini kanser tedavileri agisindan 6nemli ve umut verici bir
hedef molekil olarak kabul edilmektedir (82—84).

BCL2 geni, anti-apoptotik zellik gdsteren bir gendir ve apoptozun inhibisyonunda
rol oynamaktadir. p53 proteini ile iligkili sinyal yolaklarinda gérev almaktadir. p53
aktivasyonu, BAX transkripsiyonunun artist yoluyla BCL2’nin fonksiyonel olarak
baskilanmasina neden olmaktadir. Bu molekiiler etkilesim, mitokondriyal apoptoz

yolunun aktivasyonu agisindan kritik bir basamagi temsil etmektedir (85).
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Bu tez kapsaminda gergeklestirilen gen ekspresyon analizlerinde, EPI yiKkIlU
nanopartikillerin, apoptotik genler (BAX, P53, BCL2) ve anjiyogenik gen olan VEGFA
Uzerindeki etkileri, A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarina serbest EPI ve EPI yUkli
nanopartikil uygulanmasi ve sonuglarin kontrol grubu ve serbest EPI uygulanan
grupla kiyaslanmasi yoluyla degerlendirilmistir. Hiicrelere 0. Saatte tek doz olacak
sekilde 200pg serbest EPI ve EPI yiiklii nanopartikiil uygulamasi yapilarak 24. Saatin
sonunda toplanan hiicrelerde g-RT PCR ile degerlendirme yapilmustir.

A549 hiicre hattinda, serbest EPI ve EPI yukli nanopartikil uygulanan gruplarda
BAX ve P53 gen ekspresyonlarinin kontrol grubu ve serbest EPI uygulanan gruba
kiyasla anlaml diizeyde arttigi gozlemlenmistir (sirasiyla Sekil 4.7A ve Sekil 4.8A).
Bu bulgu, EPI yikli nanopartikil formilasyonunun p53-bagimli apoptotik yaniti etkin
bir sekilde tetikledigini gostermektedir. Nanopartikiil formiilasyonunun, ilacin hiicre
icine alimini artirmast ve hiicresel hedeflenmeyi iyilestirmesi yoluyla bu etkiyi
giiclendirmis olabilecegi sonucuna varilmistir.

A549 hicrelerinde, VEGFA gen ekspresyonunda gozlenen anlamli baskilanma
(Sekil 4.9A, P<0,05), EPI yukli nanopartikullerin anti-anjiyojenik bir etki
sergiledigini diisiindiirmektedir. VEGFA, tUmor anjiyogenezi, timor blyumesi ve
metastaz slreclerinde kritik rol oynayan bir faktordur (86). Bu genin baskilanmasi,
tumor progresyonunun yavaslatilmasina katki saglayabilecek ek bir terapdtik avantaj
sunmaktadir.

Benzer sekilde A549 hiicrelerinde, EPI yukli nanopartikil uygulanan grupta BCL2
gen ekspresyonundaki anlamli azalma (Sekil 4.10A, P<0,001), anti-apoptotik
mekanizmalarin  baskilandigin1  ve hiicrelerin apoptoz yoluna etkin gsekilde
yonlendirildigini  gostermektedir. Bu sonuglar, EPI yikli nanopartikul
formiilasyonunun apoptotik sinyal yolaklarini kanser hiicrelerinde tercihli olarak
aktive ettigini desteklemektedir.

BEAS-2B hiicre hattinda gergeklestirilen analizlerde ise EPI yikli
nanopartikillerin apoptotik genler tizerindeki etkilerinin sinirl veya ters yonde oldugu
gozlemlenmistir. Bu durum, nanopartikiillerin kanser hiicrelerine kars1 gérece segicilik
gosterdigini ve normal hiicrelerde diisiik toksisite potansiyeline sahip olabilecegini

gostermistir.
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BEAS-2B hiicre hattinda, BAX gen ekspresyonunun serbest EPI grubunda kontrole
kiyasla azalmasina karsin, EPI yiiklii nanopartikiil grubunda anlaml bir degisiklik
gostermemesi (Sekil 4.7B, P<0,05); nanopartikil formilasyonunun normal hiicrelerde
pro-apoptotik bir yanit1 tetiklemedigini veya serbest ilaca kiyasla diistik hiicresel stres
olusturdugunu fikrini desteklemektedir.

BEAS-2B hiicre hattinda, P53 gen ekspresyonunun EPI yukli nanopartikl
uygulanan grupta (P<0,001) ve serbest EPI uygulanan grupta (P<0,05) kontrol
grubuna kiyasla anlamli diizeyde baskilanmasi (Sekil 4.8B); normal hicrelerde
apoptoz yolaklariin inhibe edilmesi yoluyla ilaca bagl toksisiteye kars1 koruyucu bir
etki olusturabilecegini gostermistir. Bu durum, kanser hiicrelerinde gézlenen artigin
aksine, nanopartikill formiilasyonunun normal hiicreler lizerinde segici ve diisiik
toksisiteli bir etki sergiledigine isaret etmektedir.

VEGFA gen ekspresyonunun BEAS-2B hicrelerinde EPI yUKkli nanopartikl
uygulamasi sonrasinda kontrole ve serbest EPI uygulanan gruba kiyasla artis
gostermesi (Sekil 4.9B, P<0,001) dikkat cekici bir bulgudur. Normal hicrelerde
VEGFA ekspresyonundaki artis, hiicre biiylimesi, doku onarimi ve hiicresel sagkalim
mekanizmalarmin desteklenmesi ile iliskilendirilebilir. Bu sonug, nanopartikiil
formulasyonunun normal hiicrelerde hayatta kalma yanitlarin1 destekleyerek sistemik
toksisite riskini azaltabilecegini diislindiirmektedir.

Son olarak, BCL2 gen ekspresyonunun BEAS hiicrelerinde EPI yukli nanopartikdil
uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde artis gostermesi (Sekil
4.10B); BAX ekspresyonunda anlamli bir degisiklik olmamasi (Sekil 4.7B) ve P53
baskilanmasi (Sekil 4.8B) ile birlikte degerlendirildiginde, normal hiicrelerde anti-
apoptotik bir yanitin aktive edildigini gostermektedir. Bu durum, saglikli hiicrelerin
nanopartikiil kaynakli apoptotik strese karst korunabildigini ve EPI yiklu
nanopartikiillerin hiicresel segicilik 6zelligini destekleyen ©nemli bir bulgu

sunmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda, KHOAK tedavisine yonelik anti-timoral etkiye sahip
EPP’in, PLGA-b-PEG nanopartikil sistemleri icerisine yiklenmesi hedeflenmis ve
nanopartikiiller hazirlanmais, fizikokimyasal olarak karakterize edilmis, kontrollii salim
potansiyelleri degerlendirilmis ve in vitro kosullarda apoptotik etkileri incelenmistir.
Elde edilen bulgular dogrultusunda asagidaki sonuglara ulasilmistir:

Nanocoktiirme yontemi ile elde edilen nanopartikillerde stabilizatér olarak
Pluronik F-68 kullanimi, literatiirde sik¢a bildirilen PVA kalintilarinin hiicresel
etkilesimler iizerindeki olumsuz etkilerine karsi avantajli bir yaklasim sundugunu
gostermektedir. Bu baglamda, %1,5 (a/h) PLGA-b-PEG ve %0,02 (a/h) Pluronik F-68
iceren formiilasyon, kolloidal stabilite ve biyolojik uyumluluk agisindan ideal bir
sistem olarak belirlenmistir.

Elde edilen nanopartikillerin ortalama 114,1+0,45 nm partiktl boyutuna sahip
olmasi, solid tiimorlerde artirilmig EPR etkisinden yararlanmak i¢in uygun bir aralikta
oldugunu gostermektedir. Ayrica, 0,224+0,02 olarak belirlenen diisitk PDI homojen
bir partikiil dagilimini isaret ederken, -24,4+0,22 mV zeta potansiyeli, formulasyonun
uzun sureli kolloidal stabiliteye sahip oldugunu desteklemektedir (Tablo 4.1).

EPI’in inorganik faz asamasinda eklenmesiyle elde edilen %55,106+0,094
oranindaki enkapsiilasyon etkinligi, ilacin amfifilik yapisinin PLGA-b-PEG polimer
matrisi ile uyumlu oldugunu ve etkin bir sekilde enkapsiile edilebildigini
gostermektedir (Tablo 4.2). In vitro salim ¢alismalarinda gdzlemlenen baslangigtaki
patlama etkisi (burst effect) ve bunu takiben yaklasik 50 saatlik kademeli ve kontrollii
salim profili, formiilasyonun hizli baslangi¢ etkisi olusturma ve uzun sireli terapotik
etki saglama potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 4.6).

BEAS-2B hiicreleri iizerinde yapilan gen ekspresyon analizlerinde kontrol
grubuna kiyasla gézlemlenen P53 baskilanmasi (Sekil 4.8B) ile birlikte BCL2 (Sekil
4.10B) ve VEGFA (Sekil 4.9B) gen ekspresyonlarindaki artis, EPI yiukli
nanopartikiillerin normal hiicrelerde sagkalim mekanizmalarini destekledigini, buna
bagli olarak sistemik toksisite riskini azaltabilecek hiicresel secicilige sahip

olabilecegini diistindiirmektedir.
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A549 hiicre hattinda gergeklestirilen analizlerde ise, EPI yikli nanopartikiil
uygulamasinin apoptotik ve anjiyogenik genler {izerinde belirgin biyolojik etkiler
olusturdugu gorilmiistiir. Kontrol grubuna kiyasla BAX ve P53 gen ekspresyonundaki
anlaml artis (Sekil 4.7A ve Sekil 4.8A), EPI yukli nanopartikillerin hicrelerde
apoptozu etkin bi¢cimde indiikledigini; VEGFA ve BCL2 diizeylerindeki anlaml1 diigiis
(Sekil 4.9A ve Sekil 4.10A), tedavinin hem anjiyogenez hem de anti-apoptotik
sinyaller {izerinde baskilayici etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu sonuglar,
EPT’nin nanopartikiil formiilasyonunun giiclii ve hedeflenmis bir terapotik potansiyele
sahip olabilecegini gostermektedir.

Genel olarak, bu tez kapsaminda gelistirilen EPI yikli PLGA-b-PEG yapili
nanopartikil sistemlerinin, KHOAK tedavisine yonelik etkin, kontrollii salim saglayan
ve kanser hiicrelerine segici etki gosterme potansiyeline sahip umut verici bir ilag
tasgtyict sistem oldugu sonucuna varilmstir.

Gelecekte yapilacak caligmalarda, PLGA-b-PEG nanopartikullerinin yiizeyi,
KHOAK hiicrelerinde asir1 eksprese edilen 6zgiil reseptorlere yonelik ligandlar veya
monoklonal antikorlar ile modifiye edilerek aktif hedefleme saglanabilir. Bu tir yiizey
modifikasyonlari, nanopartikiillerin tiimor hiicrelerine segici baglanmasini saglayarak
terapotik etkinligi artirma potansiyeline sahiptir. Hiicre kiiltiirii ortaminda elde edilen
biyoetkinlik ve gen ekspresyon bulgularinin, in vivo hayvan modellerinde timor
biiylimesi, metastaz ve sistemik toksisite tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu agsama, gelistirilen nanopartikiil sistemlerinin klinik translasyon
potansiyelinin ortaya konulmasi agisindan kritik nem tasimaktadir. Ayrica, EPI yUkIi
nanopartikiil sistemlerinin immiinoterapotik ajanlar ve/veya diger kemoterapotik
ilaclar ile kombine edilerek kullanilmas: yoluyla sinerjik terapotik etkilerin
aragtirtlmast miimkiindiir. Bu tiir kombinasyon stratejileri, 6zellikle tedaviye direncli
kanser tiirleri i¢in yeni ve daha etkili tedavi protokollerinin gelistirilmesine katki

saglayabilir.
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