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YAYIMLAMA VE FIKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI
Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi
bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklar1 digindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bolimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda (makale,
kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.
Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin
yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhiit ederim.
Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Tliskin Yonerge”
kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi /
H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime agulir.
o Enstitli / Fakiilte yonetim kurulu karar ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarithimden itibaren 2 yil ertelenmistir. (1)
o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmast
mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. (2)
o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmisti.

09/09/2023

Zeynep Merve Geyik

1“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmast, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina iliskin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda, tez danigmaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin
uygun goriisii lizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi yontemlerle korunmamig ve internetten paylasilmasi
durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek bilgi ve bulgular: igeren tezler hakkinda tez danigmanimin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin
uygun goriisii lizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karart ile alti ay1 agsmamak iizere tezin erisime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari,
tezin yapildig1 kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan isbirligi protokolii cergevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili
kurum ve kurulusun 6nerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine tiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim
Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik karar verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallart

¢ergevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir.

* Tez danigmaninin Onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii tizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu tarafindan karar verilir.
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OZET

Geyik, Z.M., Akciger Kanseri Tedavisinde Kullamlmak Uzere Nanopartikiil
Iceren Kuru Toz Inhaler Formiilasyonu Hazirlanmasi, Karakterizasyonu ve In
Vitro Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyofarmasotik ve Farmakokinetik Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023.
Bu tezde kiigiik hiicreli dist akciger kanseri tedavisinde kullanilmak {izere gefitinib
nanopartikiilleri iceren kuru toz inhaler formiilasyonu gelistirilmesi amag¢lanmistir. Bu
amacla 130 nm’nin altinda albiimine bagli gefitinib nanopartikiilleri yiiksek basinglt
homojenizasyon yontemi ile hazirlanmis ve tiimore aktif hedefleme amaciyla
hyaluronik asit (HA) kaplamasi yapilmistir. Formiilasyonlarda hedeflenen boyutlarda
tekdilize nanopartikiillerin eldesi i¢in akcigerin ylizeyinde dogal yiizey aktif madde
olarak bulunan Dipalmitoil fosfatidilkolin (DPPC) kullanilmistir. Nanopartikiillerin
inhale edilebilir boyutlara ve toz 6zelliklerine sahip olabilmesi i¢in formiilasyonlara
tastyicilar eklenmis ve liyofilize edilmistir. Kuru toz inhaler (KTI) formiilasyonlarmin
aerosolize olarak akcigerin derinliklerine ulasabilmesi icin partikiillerin 1-5 pum
aerodinamik ¢apa sahip olmas1 amag¢lanmistir. Farkli tasiyicilar iceren kuru toz inhaler
formiilasyonlarinin aerodinamik 6zellikleri Andersen Kademeli Ayristirict (ACI) ile
analiz edilmistir. Tasiyict olarak fenilalanin-mannitol kombinasyonu ile en iyi
aerodinamik Ozellikler ve in-vitro salim davranigi saglanmistir. Suda ¢oziinmeyen
kristal yapili gefitinibin nanopartikiilleri olusturularak yiizey alani genis, inhale
edilebilir amorf yapili liyofilize toz hale getirilmesi ile sudaki c¢ozlintirligi
artirtlmigtir. Simiile akciger sivisi ortaminda yapilan in vitro salim deneylerinde
gelistirilen KT formiilasyonunun 72 saat boyunca etkin madde salimina devam ettigi
goriilmiistiir. Lewis Lung Carcinoma-1(LLC1) hiicre hattinda yapilan 3(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyumbromiir (MTT) testleri ile KTI formiilasyonun
72 saatte gefitinib etkin maddesine gore ¢ok daha diisiik dozlarda kanser hiicrelerinin
canliligin azalttii goriilmiistiir. Nil kirmizis1 yiiklenen KT1 formiilasyonlarinm LLC1
hiicrelerine alimi floresans mikroskobu ile goriintiilenmistir.

Anahtar kelimeler: Kuru toz inhaler, nanoteknoloji, gefitinib, alblimin, LLC1.

Bu calisma TUBITAK (Proje No: 1205895) ve Hacettepe BAP (Hizli Destek numara:
THD-2022-20294) tarafindan desteklenmistir. Zeynep Merve Geyik tez siiresince
TUBITAK tarafindan yiiksek lisans bursu (2210-C) ile desteklenmistir.
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ABSTRACT

Geyik, Z.M., Preparation, Characterization and In Vitro Evaluation of Dry
Powder Inhaler Formulation Containing Nanoparticles for the Treatment of
Lung Cancer, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Biopharmaceutics and Pharmacokinetics Program Master’s Thesis, Ankara,
2023. In this thesis, the aim was to develop a dry powder inhaler formulation
containing gefitinib nanoparticles for the treatment of non-small cell lung cancer.
Gefitinib nanoparticles, below 130 nm in size, were prepared using a high-pressure
homogenization method and then coated with hyaluronic acid (HA) for active targeting
to the tumor. To achieve uniform nanoparticles in the desired size,
Dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) present as a natural surfactant on the lung
surface was used in the formulations. Carriers were added to the formulations and
lyophilized to obtain inhalable particle sizes and powder characteristics. The target
was to have particles with a diameter of 1-5 pm to reach the depths of the lungs as
aerosolized dry powder inhalers (DPI)s. Different dry powder inhaler formulations
containing various carriers were analyzed to evaluate their aerodynamic properties
using the Andersen Cascade Impactor (ACI). The combination of phenylalanine-
mannitol as carriers provided the best aerodynamic properties and in vitro release
behavior. The water solubility of poorly soluble crystalline gefitinib was increased by
forming gefitinib nanoparticles and converting them into an inhalable amorphous
lyophilized powder with a wide surface area. In vitro release experiments in simulated
lung fluid showed that the developed DPIs continued to release the active substance
for 72 hours. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
tests on the Lewis Lung Carcinoma-1 (LLC1) cell line revealed that the DPI reduced
the viability of cancer cells at much lower doses compared to gefitinib active
pharmaceutical ingredient at 72 hours. Cellular uptake of Nile red-loaded DPI

formulations in LLC1 cells was visualized using a fluorescence microscope.

Keywords: Dry powder inhaler, nanotechnology, gefitinib, albumin, LLCI.
This study was supported by TUBITAK (Project No: 1205895) and Hacettepe BAP
(Grant number: THD-2022-20294). Zeynep Merve Geyik was supported throughout
the thesis by a master's scholarship from TUBITAK (2210-C).



ICINDEKILER

ONAY SAYFASI
YAYIMLAMA VE FIKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI
ETIK BEYAN SAYFASI
TESEKKUR
OZET
ABSTRACT
ICINDEKILER
SIMGELER VE KISALTMALAR
SEKIiLLER
TABLOLAR
1. GIRIS
2. GENEL BILGILER
2.1. Akciger Kanseri
2.1.1. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi ve Patolojisi
2.1.2. Akciger Kanseri Tedavi Yontemleri
2.2. Akciger Kanseri Tedavisinde Yeni ilag Tasiyic1 Sistemler
2.3. Insan Serum Albiimini (HSA) Nanopartikiilleri
2.4. HA Bagli Nanopartikiiller
2.5. Pulmoner Yolla Uygulanan Yeni Ila¢ Tastyic1 Sistemler
2.6. Inhalasyon Sistemleri
2.6.1. Nebiilizer
2.6.2. Olgiilii Doz Inhaler
2.6.3. Kuru Toz Inhaler

2.7. Inhaler Partikiillerinin Aerodinamik Parametrelerinin Ol¢iimii

2.7.1. Cam Ikili Ayristirict (Glass Twin Impinger)

2.7.2. Marple Miller Kademeli Ayristirici (Marple Miller Cascade

Impactor)

2.7.3. Cok Asamal1 Siv1 Ayristirict (Multi Stage Liquid Impinger)

2.7.4. Yeni Nesil Ayristirict (Next Generation Impactor)

il

v



2.7.5. Andersen Kademeli Ayristirict (Andersen Cascade Impactor)
(ACD)
2.8. Gefitinib
2.8.1. Fizikokimyasal Ozellikler
2.8.2. Farmakolojik Etki Mekanizmasi
2.8.3. Farmakokinetik Ozellikler
2.8.4. Yan Etkiler
2.8.5. Ticari Preparatlar
3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler, Malzemeler ve Aletler
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
3.1.2. Kullanilan Aletler
3.2. Etkin Maddenin Miktar Tayini
3.2.1. Kalibrasyon Dogrusunun Cizilmesi
3.2.2. Miktar Tayini Y0nteminin Validasyonu
3.3. Nanopartikiil Hazirlama Y 6ntemi
3.3.1. Formiilasyon Calismalar1
3.4. Nanopartikiil Uzerinde Yapilan Karakterizasyon Calismalar1
3.4.1. Partikiil Boyutu Dagilim1 ve Zeta Potansiyel Olgiimii
3.4.2. Enkapsiilasyon Etkinliginin Hesaplanmasi
3.4.3. Yiiksek Kontrastli Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (CTEM) ile
Yiizey Morfolojisinin Incelenmesi
3.5. KTl Hazirlama Y 6ntemi
3.6. KTI’lerin Aerodinamik Parametrelerinin Andersen Kademeli ~ Ayristirici
ile Hesaplanmasi
3.7. Etkin Madde, Yardimc1 Maddeler ve Kuru Toz Inhaler Formiilasyonlari
Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal incelemeler
3.7.1. Fourier Dontisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)
3.7.2. Diferansiyel Taramali Kalorimetri Analizi (DSC)
3.7.3. Termogravimetrik Analiz (TGA)
3.7.4. X-Isin1 Kirinimi1 Analizleri (XRD)
3.7.5. Yiiksek Kontrastli Gegirimli Elektron Mikroskobu (CTEM)

18

19
19
20
21
22
22
24
24
24
25
26
27
27
30
30
32
32
32
33

33
34

35

36
36
36
36
36



3.7.6. Yiizey Alan1 Ol¢iimii (BET)
3.7.7. Floresans Spektroskopisi
3.8. Coziiniirlik Tayini
3.9. In-vitro Salim
3.9.1. Salim Ortaminin Hazirlanmasi
3.9.2. Sink Kosulun Saglanmasi
3.9.3. Orneklerin Hazirlanmasi
3.9.4. In vitro Salim Diizenegi
3.10. KTi Igerisinden Gefitinib Miktar Tayini
3.11. Stabilite
3.12. Hiicre Kiiltiirii Calismalar1
3.12.1. Sitotoksisite Calismasi (MTT)
3.12.2. Hiicre I¢ine Alim Calismasi
3.13. Istatistiksel Analiz
4. BULGULAR
4.1. Etkin Maddenin Miktar Tayini
4.1.1. Kalibrasyon Dogrusunun Cizilmesi
4.1.2. Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu
4.2. Formiilasyon Calismalar1 Sonucu Elde Edilen Nanopartikiillerin
Karakterizasyonlar1
4.2.1. Yiizey Aktif Madde Kullaniminin Partikiil Boyutu Dagilim1 ve
Zeta Potansiyel Uzerine Etkisi
4.2.2. Islem Parametrelerinin Partikiil Boyutu Dagilimina Etkisi
4.2.3. HA Kaplama Yontemi ve Zeta Potansiyel Uzerine Etkisi
4.2.4. Enkapsiilasyon Etkinligi
4.2.5. Yiksek Kontrastli Gegirimli Elektron Mikroskobu (CTEM) ile
Yiizey Morfolojisinin Incelenmesi
4.3. Farkli Tastyicilar Iceren KTi’lerin Aerodinamik Parametreleri
4.4. Etkin Madde, Yardimc1 Maddeler ve Kuru Toz Inhaler Formiilasyonlari
Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal incelemeler
4.4.1. Fourier Doniistimli Kizil6tesi Spektroskopisi

4.4.2. Diferansiyel Taramali Kalorimetri Analizi (DSC)

Xi

37
37
39
39
41
41
42
43
44
44
44
45
46
47
48
48
48
50
53

53

55
58
58
58

59
62

62
68



4.4.3. Termogravimetrik Analiz (TGA)
4.4.4. X-Isin1 Kirinimi Analizleri (XRD)
4.4.5. Yiksek Kontrastli Gegirimli Elektron Mikroskobu (CTEM)
4.4.6. Yiizey Alam Olgiimii (BET)
4.4.7. Floresans Spektroskopisi
4.5. Coziiniirlik Tayini
4.6. In-vitro Salim
4.6.1. In vitro Salim-1
4.6.2. In vitro Salim-2
4.7. KTI igerisinden Gefitinib Miktar Tayini
4.8. Stabilite
4.9. Hiicre Kiiltiirii Caligmalari
4.9.1. Sitotoksisite Caligmasi (MTT)
4.9.2. Hiicre Igine Alim
5. TARTISMA
5.1. Etkin Maddenin Miktar Tayini ve Validasyonu
5.2. Nanopartikiillerin Hazirlama Y6nteminin Degerlendirilmesi
5.3. Nanopartikiil Formiilasyon Calismalarinin ve Karakterizasyonlarinin
Degerlendirilmesi
5.3.1. Yiizey Aktif Maddelerin Etkisi
5.3.2. HA ile Yiizey Modifikasyonu
5.3.3. Nanopartikiillerin Yiizey Morfolojileri
5.3.4. Enkapsiilasyon Etkinligi
5.4. Farkli Tastyicilar igeren KT’ lerin Hazirlanmasi
5.4.1. Farkli Tastyicilar iceren KTI’lerin Aerodinamik Parametrelerinin
Degerlendirilmesi
5.5. Etkin Madde, Yardimc1 Maddeler ve KTI Uzerinde Yapilan
Fizikokimyasal Incelemeler
5.5.1. Fourier Dontigiimlii Kiz1l6tesi Spektroskopisi (FT-IR) ve
Diferansiyel Taramali Kalorimetri Analizi (DSC)
5.5.2. Yiizey Alan1 Olgiimii (BET)
5.5.3. Floresans Spektroskopisi

Xii

71
73
75
76
76
82
83
83
84
86
86
87
87
90
93
93
94
94

95
96
96
97
97
98

101

101

101
102



5.6. Coziiniirlik Tayini

5.7. In-vitro Salim

5.8. Stabilite

5.9. Hiicre Kiiltiirii Calismalarinin Degerlendirilmesi
6. SONUC ve ONERILER

7. KAYNAKLAR

8. EKLER

EK-1: Tez Calismasi Orijinallik Raporu

EK-2 : Dijital Makbuz

9. 0ZGECMIS

Xiii

103
103
106
107
109
111
116
116
117



ACI
ALK
BET
BRAF
CA
DAD
DMF
DPPC
ED
EE
EF
EGF
EGFR
EPR
FDA
FISH
FT-IR
HA
HPLC
HSA
HSPC
ICH
iPD
IPF
K’
KHDAK
KOAC
KRAS
Ksv
KTIi
LLC1

Xiv

SIMGELER VE KISALTMALAR
Andersen Kademeli Ayristiric
Anaplastik Lenfoma Kinaz (ALK)
Yiizey Alan1 Olgiimii
V-Raf Murin Sarkom Viral Oncogen Homolog B
Seliiloz Asetat
Foto diyot dizisi dedektor
Dimetilformamid
Dipalmitoil fosfatidilkolin
Emitted Dose
Enkapsiilasyon etkinligi
Emitted Fraction
Epidermal Biiyiime Faktorii
Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR)
Artmis Gegirgenlik ve Alikonma Etkisi
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi
Floresan In Situ Hibridizasyon
Fourier Dontigiimlii Kizilotesi Spektroskopisi
Hyaluronik asit
Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi
Insan Serum Albiimini
Hidrojenlenmis Soya Fosfatidilkolin
Uluslararas1t Harmonizasyon Toplulugu
Ince Partikiil Dozu
Ince Partikiil Fraksiyonu
Kapasite faktorii
Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri
Kiitle Ortalama Aerodinamik Cap
Kirsten Sican Sarkom Viriisii
Stern-Volmer quenching sabiti
Kuru Toz Inhaler

Lewis Lung Cell Carcinoma-1



LOD
LOQ
MAPK
MOC
MTT

Nab™
NK
NLC
ODi
PBS
PCR
ROS1
RZ

SLF
SLN
SPARC
SS

to
CTEM
TGA
TGFa
TKI
VK
WHO
XRD

XV

Saptanabilirlik sinir1

Tayin edilebilirlik sinir1

Mitojen-Aktive Protein Kinaz

Mikro Delik Toplayici (Micro Orifice Collector)
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide
Teorik tabaka sayisi

Albiimin Bagli Nanopartikiil

Nil kirmizisi

Nanoyapili Lipid Tastyicilar

Olgiilii Doz Inhaler

Phosphate-buffered saline

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

C-ros Onkogen 1

Determinasyon katsay1si

Simiile Akciger Stvisi

Kat1 Lipid Nanopartikiiller

Asidik ve Sistin Bakimindan Zengin Salgi Proteini
Standart Sapma

Kuyruklanma faktori

Olii zaman

Yiiksek Kontrastli Gegirimli Elektron Mikroskobu
Termogravimetrik Analiz

Tiimdr Biiyiime Faktorii o

Tirozin Kinaz Inhibitorleri

Varyasyon Katsayis1

Diinya Saglik Orgiitii

X-Isin1 Kirinim1 Analizi



Sekil
2.1
2.2

2.3

24
2.5
2.6
4.1

4.2

4.3

4.4

4.5
4.6

4.7

4.8

4.9
4.10
4.11
4.12
4.13
4.14
4.15

4.16

SEKILLER

Koken aldiklart hiicrelere gore akciger kanserinin alt tipleri.
Albliminin gp60 yolag: ile timor dokusuna ve hiicrelerine
alinmasi.

KTI formiilasyonlarinda ilag ve tasiyiciyr bir araya getirme
yontemleri.

KTI cihazlarinin siniflandirilmasi ve drnekleri.

Gefitinibin molekiil yapisi.

Gefitinibin etki mekanizmasi.

Gefitinibin asetonitril ortaminda kalibrasyon dogrusu ve
denklemi.

5 pg/mL gefitinibin asetonitril ortaminda 260 nm’de alinmis
kromatogrami ve alikonma zamani.

Gefitinibin PBS (pH=7,4) ortaminda kalibrasyon dogrusu ve
denklemi.

5 pg/mL gefitinibin PBS ortaminda 260 nm’de alinmis
kromatogrami ve alikonma zamani.

Gefitinibin SLF ortaminda kalibrasyon dogrusu ve denklemi.
3 pug/mL gefitinibin SLF ortaminda 260 nm’de alinmis
kromatogrami ve alikonma zamani.

HA-gefitinib-HSA-NP’ye ait TEM goriintiileri.
HA-HSA-NP’ye ait TEM goriintiileri.

Gefitinibe ait FT-IR spektrumu.

HA’ya ait FT-IR spektrumu.

DPPC’ye ait FT-IR spektrumu.

HSA’ya ait FT-IR spektrumu.

Fenilalanine ait FT-IR spektrumu.

Mannitole ait FT-IR spektrumu

Bos KTi’ye ait FT-IR spektrumu.

KTIye ait FT-IR spektrumu.

Sayfa
5

14

16
19
21
48

48

49

49

50
50

59
59
62
63
64
64
65
66
67

67

XVi



4.17

4.18
4.19
4.20
4.21
4.22
4.23
4.24
4.25
4.26

4.27
4.28
4.29
4.30
4.31
4.32
4.33
4.34
4.35
4.36

4.37

4.38

4.39

KTi, mannitol, fenilalanin, DPPC, HSA, HA, bos KTI ve
gefitinibe ait FT-IR spektrumlari.
Gefitinibe ait DSC termogramu.

HSA’ya ait DSC termogrami.
HA’ya ait DSC termogrami.

Mannitole ait DSC termogrami.

Fenilalanine ait DSC termogrami.

DPPC’ye ait DSC termogrami.

Bos KTi’ye ait DSC termogrami.

KTIye ait DSC termogramu.

Bos KTI, KTi, HA, mannitol, fenilalanin, DPPC, HSA ve
gefitinibin karsilagtirmali DSC termogramlart.

Gefitinibe ait TGA termogrami.

KTIye ait TGA termogrami.

KTi-3.ay’a ait TGA termogrami.

KTIi-6.ay’a ait TGA termogrami.

Gefitinib ve KTI’ye ait XRD difraktogramu.

Gefitinibe ait TEM goriintiileri.

Bos KTi’ye ait TEM goriintiileri.

KTIye ait TEM gériintiileri.

HSA, gefitinib ve DPPC’ye ait floresans spektrumlari.

Artan gefitinib derisimlerinde HSA’ya ait floresans
spektrumlart.

50 uM oleik asit iceren ortamda artan gefitinib derisimlerinde
HSA’ya ait floresans spektrumlari.

50 uM DPPC igeren ortamda artan gefitinib derisimlerinde
HSA’ya ait floresans spektrumlari.

50 uM HSPC igeren ortamda artan gefitinib derisimlerinde

HSA’ya ait floresans spektrumlari.

68

68
69
69
69
70
70
70
71
71

72
72
73
73
74
75
75
75
77
77

78

78

79

XVii



4.40

4.41

4.42

4.43

4.44

4.45

4.46

4.47

4.48

Farkli ylizey aktif maddeleri igeren ve ylizey aktif madde
icermeyen ortamlarda artan gefitinib derigimine karsilik Fo/F
degerlerini gosteren Stern- Volmer egrileri.

%0,2 SLS iceren SLF ortaminda KTI-10, KTi-7 ve gefitinibe
ait zamana kars1t % kiimiilatif gefitinib salim profili (n=3,
ortalama+SS).

SLF ortammda HA-gefitinib-HSA-KTI, HA-gefitinib-HSA-
NP ve gefitinibe ait zamana kars1 % kiimiilatif gefitinib salim

profili (n=3, ortalama+SS).

LLC1 ve L929 hiicrelerinde gefitinib ¢ozeltilerinin MTT
analizleri. a) 2,5-160 puM gefitinib derisimlerinde LLCI
hiicrelerinin canlilik grafigi. b) 2,5-160 uM gefitinib
derisimlerinde L929 hiicrelerinin canlilik grafigi.

L.929 hiicrelerinde Bos NP, Bos KTi ve tasiyic1 karisimimnin
MTT analizleri. a) 24 saatte canli hiicre miktarlari. b) 48 saatte
canli hiicre miktarlar1 ¢) 72 saatte canli hiicre miktarlari.

LLC1 hiicrelerinde KTI, Bos KTI ve gefitinibin MTT
analizleri. a) 24 saatte canli hiicre miktarlari. b) 48 saatte canli
hiicre miktarlari ¢) 72 saatte canli hiicre miktarlari.

Nil kirmizisinin (NK) LLC1 hiicrelerine alimi. a) Hiicrelerin
ortalama floresans yogunlugu (MFI). b) Zamana karsi
hiicrelerin NK alim yiizdesi.

NK-NP, NK-KTi, NK ve otofloresan uygulanan LLCI
hiicrelerinin farkli zaman noktalarindaki akim sitometri
histogramlart.

DAPI ile boyanan LLC1 hiicre goriintiileri. a) NK uygulanan
hiicreler b) NK-NP uygulanan hiicreler. ¢) NK-KTI uygulanan

hiicreler. d) Otofloresan uygulanan hiicreler.

81

84

86

87

&9

90

91

91

91

Xviii



Tablo
2.1

31
3.2

33

3.4

3.5.

3.6

3.7
3.8

3.9
3.10

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

TABLOLAR

ACI cihazinda kullanilan asamalarin 28,4, 60 ve 90 L/dk. akis
hizlarinda cutoff degerleri.

Gefitinibin HPLC ile miktar tayininde kullanilan analiz kosullar.
Yiizey aktif madde belirlenmesi amaciyla yapilan tiretimlerdeki

sabit iglem parametreleri.

Gefitinib-HSA nanopartikiilii tiretiminde kullanilan DPPC, HSPC
ve Oleik Asitin diisiik, orta ve yiiksek diizeyleri.
Gefitinib-HSA  nanopartikiillerinin ~ Nab™  teknolojisi ile

iiretiminde kullanilan formiilasyon parametreleri.

Gefitinib-HSA-KTT’lerin  tasiyic1 igerikleri (Tastyict kiitlesi/
Toplam KTI kiitlesi (%)).

Floresans spektroskopisi i¢in hazirlanan 6rneklerde HSA, gefitinib,
oleik asit ve HSPC derigimleri (uM).

In vitro salim 6rnekleri, yontem ve kosullar.

SLF salim ortammin hazirlanmasinda kullanilan tuzlar ve
derisimleri.

KTI-10 ve KTIi-7 formiilasyonlarinin bilegimi.

Gefitinib-HSA-NP ve gefitinib-HSA-KTI formiilasyonlarmin
bilesimi.

Gefitinibin 1 pg/mL, 10 pg/mL ve 40 pg/mL derisimleri i¢in
dogruluk degerleri (n=3).

Gefitinibin 1 pg/mL ve 40 pg/mL derisimlerinde tekrar edilebilirlik
sonuglari (n=6).
Gefitinibin 1 pg/mL, 10 pg/mL ve 40 pg/mL derigimlerinde giin igi

ve glinler arasi kesinlik sonuglart (n=3).

50 pg/mL gefitinib 6rneginin analiz siiresi boyunca dayaniklilig
(n=6).
Gefitinibin asetonitril ortamimda HPLC tayin metodunun sistem

uygunluk degerleri.

XiX

Sayfa

19

26
31

31

32

33

38

40
41

42
43

50

51

52

53

53



4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

4.11

4.12

4.13

4.14

4.15

4.16

4.17

4.18

DPPC’nin partikiil boyutu dagilim1 ve zeta potansiyele etkisi (n=3,

ortalama + SS).

HSPC’nin partikiil boyutu dagilimi ve zeta potansiyele etkisi (n=3,
ortalama + SS).
Oleik asitin partikiil boyutu dagilimi ve zeta potansiyele etkisi

(n=3, ortalama = SS).

Nab™ teknolojisi ile iiretilen gefitinib-HSA nanopartikiilleri i¢in
kritik islem parametreleri ve elde edilen partikiil boyutu dagilimlari

(n=3, ortalama=SS).

Gefitinib-HSA nanopartikiilinin HA baglanmadan Onceki ve
baglandiktan sonraki partikiil boyutu dagilimlart ve zeta

potansiyeli (n=3, ortalama+SS).

Farkli tastyicilarla iiretilen KTI formiilasyonlarinin aerodinamik
parametreleri.

Gefitinib, KTI, KTi-3. ay ve KT1I 6. aya ait, TGA analizi sonucunda
oOlgiilen agirlik kaybi degerleri.

Liyofilize NP ve KTI'nin tek noktali BET analizi sonucu elde edilen
ylizey alanlari.

345 nm’de artan gefitinib derisimlerinde HSA’ya ait F ve Fo/F
degerleri.

345 nm’de oleik asit iceren ortamda, artan gefitinib derisimlerinde

HSA’ya ait F ve Fo/F degerleri.

345 nm’de DPPC igeren ortamda artan gefitinib derisimlerinde
HSA’ya ait F ve Fo/F degerleri

345 nm’de HSPC igeren ortamda artan gefitinib derisimlerinde
HSA’ya ait F ve Fo/F degerleri.

Yiizey aktif madde i¢eren ve icermeyen ortamlardaki Stern-Volmer

egrilerine ait regresyon denklemleri.

54

55

55

57

58

61

72

76

79

80

80

81

82

XX



4.19

4.20

4.21

4.22

4.23

4.24

Gefitinibin oleik asit, DPPC, HSPC igeren ve yiizey aktif madde
icermeyen ortamda HSA ile etkilesimine ait Ksy ve determinasyon

katsay1s1 degerleri.

Zamana karsi gefitinib ve KTI icerisindeki gefitinibin PBS
icerisindeki ¢dzlinen derisimleri (ug/mL) (n=3, ortalama+SS).

KTI-10, KTi-7 ve ham gefitinibin %0,2 SLS iceren SLF ortaminda
zamana karsi salinan % gefitinib miktar1 (n=3, ortalama=SS).
HA-gefitinib-HSA-NP, HA-gefitinib-HSA-KTI ve ham gefitinibin
SLF ortaminda zamana kars1 gefitinib salim1 (n=3, ortalama+SS).

KTI formiilasyonunun hizlandirilmis stabilite kosullarinda 0, 3 ve

6. ayda aerodinamik parametreleri.

Gefitinibe ait LLC1 ve L929 hiicrelerinde I1C80, IC50 ve IC20

degerleri.

82

83

83

85

87

87

XXi



1. GIRIS

Akciger kanseri, diinya genelinde kansere bagli oliimlerin onde gelen
nedenlerinden birisidir ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), vakalarin
onemli bir kismimi olusturmaktadir. Yillar i¢inde, cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi
gibi geleneksel tedaviler, akciger kanseri yonetiminde temel yaklasimlar olmustur.
Ancak, bu tedaviler siklikla sinirh etkinlige ve 6nemli sistemik toksisiteye sahiptir, bu
da hastalarin yasam kalitelerini artirmak i¢in yeni tedavi stratejilerinin kesfedilmesini
zorunlu kilmaktadir. Son yillarda tan1 yontemlerinin gelismesi, kanserden sorumlu
genlerin tespitine ve bu mutasyonlara yonelik yeni molekiiller gelistirilmesine 6n ayak
olmustur. Bu gelismeler sonucunda kanser vakalarinda kisiye yonelik tedavi planlari

on plana ¢ikmistir.

Nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler ila¢ hedeflemesinin artirilmasi, ilag
¢cozlinlirliiglinlin artirilmasi ve sistemik yan etkilerin azaltilmasi gibi istiinliiklere
sahiptir. Nanopartikiiller, kii¢iik boyutlar1 ve modifiye edilebilen yiizeyleri sayesinde
antikanser ilaclarin tiimor bolgesine hedeflenmesini saglayabilmekte ve kanser
tedavisini daha etkili hale getirebilmektedir. Glinlimiizde metastatik meme kanseri,
KHDAK ve pankreatik adenokarsinomlarinda kullanilan ve albiimine bagli paklitaksel
nanopartikiillerini igeren Abraxane®, nanopartikiillerin basarili bir sekilde biiyiik

Olcekte tiretilip kanser tedavisinde kullanimina bir 6rnektir.

Gefitinib, epidermal biiylime faktorii reseptorii tirozin kinaz inhibitdrii olarak,
KHDAK tedavisinde tiimor hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini inhibe ederek umut
verici sonuglar gostermistir. Ancak, gefitinibin sudaki sinirl  ¢oziiniirligi,
biyoyararlanimini ve tedavi etkinligini etkilemektedir. Bu sorunu agmak, gefitinibin
akciger kanseri tedavisindeki tam potansiyelini ortaya ¢ikarmak icin 6nemlidir. Bu
sorunu ¢dzebilmek icin calismamizda, gefitinib nanopartikiilleri igeren KTi
formiilasyonunun gelistirilmesi amaclanmistir ve nanoteknolojinin, gefitinible iligkili
¢oziiniirliigii iyilestirme ve timore hedefleme olanaklar: arastirilmistir. Ayrica KT1ler
akciger hastaliklarinda iistiinliiklere sahip bir farmasotik dozaj sekli olarak kolay
uygulanabilirlik, etkin tedavi ve artan hasta uyuncu gibi olumlu 6zelliklere sahiptir.
Bu sekilde gefitinibin lokal bir etkiyle timor hiicresine hedeflenerek etki etmesi

amaglanmistir. 1-5 pm araliginda aerodinamik ¢apa sahip KTI formiilasyonu ile



akciger kanserinin tedavisi i¢in alt solunum yollarina etkili bir sekilde tasinma

hedeflenmistir.

Gefitinib nanopartikiillerinde dogal bir polimer olarak, KHDAK hiicrelerinde
fazla eksprese edilebilen asidik ve sistin bakimindan zengin salg1 proteini (SPARC)
ile birlesme 6zelligine sahip olan albiimin kullanilmistir (1). Nanopartikiiller, HA ile
kaplanmis, KHDAK dabhil ¢esitli kanser tiirlerinde bulunan CD44 reseptoriinii asiri
eksprese eden tiimor hiicreleriyle 6zgiil etkilesimi kolaylastirmas: amacglanmais,
yiiksek basingli homojenizasyon yontemi ile 130 nm'nin altinda tekdiize HA bagh
gefitinib-albiimin nanopartikiillerinin eldesi ic¢in iiretim ydntemi parametreleri
optimize edilmistir. En iyi aerosolizasyon 6zellikleri ve akcigerin derinlerine ulagmay1
saglamak icin nanopartikiillere cesitli tagtyicilar eklenerek liyofilize edilmis ve inhale
edilebilir kuru toza doniistiirilmistiir. Ayrica farkli tasiyicilarin aerodinamik

ozellikler iizerine etkisi de incelenmistir.

Tez kapsaminda gelistirilen optimum formiilasyonun kapsamli bir
karakterizasyonu ile aerodinamik ozellikler, in vitro salim davranis1 ve gefitinib
nanopartikiillerinin hiicre i¢ine alimi1 ve sitotoksisitesi arastirilmistir. Aerodinamik
parametrelerin analizi i¢in Andersen Kademeli Ayristirict kullanilmistir ve in vitro
salim caligmalar1 simiile akciger sivist ortaminda gergeklestirilmistir. LLC1 ve fare
fibroblast hiicresi (L.929) hiicre hatlarinda yapilan hiicre kiiltlirii ¢alismalar ile
gelistirilen formiilasyonun sitotoksik etkisi islem gormemis gefitinib ile

karsilastirilmis ve hiicre icine alimi1 akim sitometrisi ile gosterilmistir.

KHDAK tedavisinde kullanilmak iizere nano-ilag tasiyici sistem igeren
inhalerlerin formiilasyon c¢alismalar1 yapilmis ve partikiil boyutu dagilimi,
aerodinamik o&zellikler, in vitro salim Ozellikleri, ¢Oziniirliik, stabilite gibi
karakterizasyon calismalar ile formiilasyonlarin biyolojik etkileri ve fizikokimyasal
ozellikleri in vitro olarak incelenmistir. Tez kapsaminda gelistirilen formiilasyonlarin
uistiinliikleri ve sakincalar1 tartisilmis ve gelecekte daha yaygin olarak kullanilmasi
ongoriilen yeni ilag tastyici sistemlerin inhalasyon yoluyla KHDAK tedavisinde

uygulanabilirligi agisindan bilimsel veriler sunulmustur.



2. GENEL BILGILER
2.1. Akciger Kanseri

2.1.1. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi ve Patolojisi

Akciger kanseri, kiiresel olarak en sik teshis edilen ve oldukea tehlikeli bir
kanserdir. Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) gére, 2020 yilinda akciger kanseri 2,21
milyon yeni vakayla ve 1,80 milyon oOliimle diinya genelindeki en sik rastlanan
kanserler arasinda meme kanserinden sonra ikinci, kanser 6liimlerinin ise en Onde
gelen sebebidir (2). Akciger kanserine yol agabilen risk faktdrleri arasinda en 6nemli
olani sigara tiiketimidir. Bunun yani sira asbest liflerinin solunmasi, radon gazi, hava
kirliligi, akcigerlere uygulanan radyasyon tedavisi, yiiksek miktarda arsenik i¢eren su
tilketimi ve akcigerde farkli hastaliklara bagli olarak olusan yara izleri de risk
faktorleri arasinda sayilmaktadir. Akciger kanseri gogiis icinde yayildiginda, belirtiler
arasinda siirekli ve siddetli oksiiriik, hisiltili solunum, kanli balgam, gdgiiste, omuzda
ve sirtta agrilar, ses kisikligi, yutma zorlugu, tekrarlayan bronsit ve zatiirre bulunur.
Bununla birlikte, akciger kanseri gogiis kafesi disina (karaciger, lenf bezleri, kemikler,
beyin gibi bolgelere) yayildiginda halsizlik, kan pihtilagsmasi bozukluklari, bulanti,
kusma, denge bozuklugu, kilo kayb1 gibi belirtiler ortaya ¢ikabilmektedir (3).

Tiimdriin mikroskobik yapisina gore akciger kanseri kiiciik hiicreli akciger
kanseri (KHAK) ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olarak iki ana grupta
siiflandirilmaktadir. Bu iki tip kanserin biiyiime hizlari, yayilma oranlar ve tedavileri

farklilik gostermektedir.

KHDAK tiim akciger kanseri hastalarinin %85-90’1nda bulunmaktadir ve en
sik rastlanan akciger kanseri tiiriidiir. Adenokanser, skuamdz hiicreli kanser ve biiyiik
hiicreli kanser olarak ii¢ gruba ayrilmaktadir. Kadinlarda ve sigara kullanmayanlarda
daha sik goriilen adenokanserlerin akcigerdeki konumlanmasi genellikle periferik ve
subplevral alanlardadir. Skuaméz hiicreli kanser erkeklerde daha yiiksek oranda
goriilmekte ve sigara tiiketimiyle goriilme sikligi artmaktadir. Akcigere genellikle
santral konumda yerlesmesine ragmen periferik alana yerlestigi durumlar da
gozlenmektedir. Cogunlukla kemik ve yumusak doku invazyonlarina rastlanmaktadir.

Biiyiik hiicreli akciger kanseri ise KHDAK alt tipleri arasinda en az rastlanan tiirdiir.



Akciger dis1 organlara yayilma egilimi diger tiirlere gore yiiksektir. Cogunlukla
akcigerde periferik konumlanmaya sahiptir. Tabakalar seklinde gelisen tiimor

hiicreleri yuvarlak poligonal sekildedir (4) (Sekil 2.1).

Akciger kanserinin gelisim mekanizmalar1 arasinda mutasyona ugramis kanser
tetikleyici genler olan onkogenlerin aktivasyonu veya tiimdr baskilayici genlerin kaybi
gibi bir dizi etki mekanizmasi1 bulunmaktadir. Mitojen-Aktive Protein Kinaz (MAPK)
yolagi, hiicrelerin biiyiime, boliinme, farklilasma ve 6liim gibi temel fonksiyonlarinin
kontrol edildigi bir sinyal yoludur. Bu yol, hiicrelerin dig ortamdaki sinyalleri
algilayarak, bu sinyalleri hiicre i¢ine aktaran bir dizi protein kompleksi tarafindan
yonetilmektedir. Ligandlar hiicre disindaki reseptdrlere baglanmakta ve reseptorlerin
icindeki kinaz e