ANADOLU UNIVERSITESI

FARMASOT IK AMAC i CIN KULLANILACAK
MIiKRO- VE NANOPART iKULLERE ANT iKOR BAGLAMA
VE ETKINLIKLER ININ ARASTIRILMASI

Sevd GEZGIN

Yuksek Lisans Tezi

ileri Teknolojiler Anabilim Dali
Agustos-2013

Bu tez calsmasi Anadolu Universitesi Bilimsel Aragirma Projeleri
Komisyonu Bagkanligi tarafindan desteklenmitir. Proje No : 1207S121



ANADOLU UNIVERSITESI

JURI VE ENSTITU ONAYI

Seval Gezgirin “Farmaso6tik Amag icin Kullanilacak Mikro- Ve
Nanopartikillere Antikor Baglama ve Etkinliklerinin Aras tiriimasi” baghkli
fleri Teknolojiler Anabilim Dalindaki, YiikseK.isans Tezi 22.07.2013 tarihinde,
asagidaki juri tarafindan Anadolu Universitesi LisansUstgitin-Ogretim ve

Sinay Yonetmelginin ilgili maddeleri uyarinca dgrlendirilerek kabul edilngtir.

dilSoyadi mda
Uye (Tez Dansmani) : Yard. Dog. Dr. GULAY BUYUKKORO GLU ..........
Uye Prof. Dr. MERIH KIVANC ...
Uye Yard. Do¢. Dr. EMEL ERGENE ...

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitisii Yonetim Kurulu'nun

.................. tarin ve ............ saylli karariyla onaylanmstir.

Enstitd Muduru



ANADOLU UNIVERSITESI

OZET
Yiksek Lisans Tezi

FARMASOT IK AMAC I CIN KULLANILACAK M IKRO- VE
NANOPARTIKULLERE ANT IKOR BAGLAMA VE ETK INLIKLER INiN
ARASTIRILMASI

SevalGEZGIN
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitusi
fleri Teknolojiler Anabilim Dali
Danisman : Yard. Dog. Dr. Giillay BUYUKKORO GLU
2013, 149 sap@d

Kanser hucreleri, yok edilmelerine neden olabilecek dogal ve yapay
girisimleri, varhklarinin devami icin yonetebilirler. Tibbikanserle sawma
yontemlerini elimine etmek ve hastanin immun sistemini kandirmak icin gok
cesitli yollara giderler. Kanser en sofistike silah olamrimi kullanarak tim
sorunlarin Ustesinden gelir. Tedavi yontemleri kanser htcrelerini yok edebilir,
fakat etraftaki dokulara zarar vermeden bunu yapamaz. Tedgiilbalsa bile,
kangrin yeniden guc¢lenmesi normaldir ve 6ncekinden daha da saldirgandir.

Son yillarda gelmekte olan anti-kanser ilaglari konvansiyonel
yaklasimlarin dsina cikarak “hedefleme” tedaviseklinde olmaya bgamistir.

Etkin maddenin, vicutta istenen hedef bolgeye gonderiimesindactaistemler
kullaniimaktadir. Bunun birincil yarari, hedeflenen bdlgede, istenen hizda en
uygun etkilgim saslanmaktadir. ilag hedeflemenin ikinci yarari ise, etken
maddain dozunun azaltlmasi ve etken maddenin sadece hedef organa
dagihmiyla sinirlandiriimasidir. Boylece olkilecek herhangi bir yan etki veya
yanetkiler en aza indirilebilecektir.

Cssitli  hedef molekillere yonelik monoklonal antikorlakanser
tedavisinde gunumizin en etkin araclan arasina girmiYiksek dizeyde
segcilik ve olumlu toksisite profilleri, yuksek maliyetlerinegmen bu ajanlarin
standart tedaviler icinde yer almalarini g&amistir. EGFR, hedef alinan
molekiller arasinda yer almaktadir. Bu eaiada, HERZ2'yi inhibe eden
monoklon&antikor anti-HER2’nin mikro- ve nano boyuttaki lipofilik ilagstguci
sigemlere birlgtiriimesi hedeflenmitir. Bu sistemlerin olugrulmasi ve antikoru
birlestirme calgmalarindaki ortam kaglarinin -organik ¢ozicu ile muamele,
yuksek hizda kagtirma ya da ultrasonikasyon, isitma ya da dondurma gibi
islemlerinin- anti-HER?2 Uzerindeki etkileri atailmistir. Sonikasyon yontemiyle
lipozom ve KLN formulasyonlari hazirlanarak, antikorlar hapsedtimi

Sonug olarak, kimyasal bir reaksiyon veya pegilasyon gibi kaplama
islemlerine gerek duyulmadan bir hedeflendirgmiilag taiyict sistem
haarlanmaya caklmistir. Elde edilen partikiller, nano boyutlu, homojergitian
goseren, transfeksiyon Ozelli saglayabilecek yuzey yikine sahip ve
patikullerin sitotoksik etkileri dugk bulunmugur. Uygulanan stres kalarinin
antkor tzerinde belirgin bir etkisinin olmagibelirlenmitir.

Anahtar kelimeler : Mikro- ve nanopartikul, Lipozom, KLN, HER2, Anti-HER2
antikoru, Hedeflendirilmi ila¢ salim sistemleri.



ANADOLU UNIVERSITESI

ABSTRACT
Master of Science Thesis

MICRO- AND NANOPARTICLES THAT WILL BE USED FOR
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RESEARCH OF THEIR EFFICIENCIES
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Advanced Technologies Research Unit

Supervisor: Assistant Prof. Dr. Giillay BUYUKKOROGLU
2013, 149 pges

To be able to survive, cancer cells can manage natural and artificial
attempts which can cause their extermination. They do so through an incredible
variety of pathways that continues to deceive both our immune system and our
thought strategies to fight cancer. But this is just the beginning of cancer. Cancer
accomplishes all of the above through the use of the most sophisticated weapon,
evolution. Current therapies can destroy cancer cells, but not without destroying
surrounding tissues. Even if the treatment is successful, resurgences are the norm,
and in an even more aggressive form than before.

In recent years, enhanced anticancer drugs are out of conventional therapy
and they are becoming a targeting therapy. Carier systems are used for drugs that
are sent to target area in the body. First utility of this, drugs will be an appropriate
interaction in target area and at required speed. Second utility of targeting therapy
is decreasing of doses and drugs will be only in the target area. Thus, any side
effects would decrased substantially.

Monoclonal antibodies (mAb) intended for several target molecules are
quite effective tools for cancer therapy. Despite of their high costs, they are in
conventional therapy because of their high selectivity and good toxicity profiles.
EGFR is one of target molecules. In this study, mAb anti-HER2 that inhibite
HER2, is intended to conjugate to micro and nanoparticles that are drug carier
systems. Create of carier systems need certain conditions such as treatment with
organic solvent, stirring in high speed or ultrasonication, heating or freezing.
Effect of these conditions were researched. Liposome and solid lipid nanopatrticles
were prepared with sonication and antibodies were encapsulated them.

As a result, a drug carier system was revealed without needing a chemical
reaction or pegilation. Obtained particles were found as nano-sized, showing
homogeneous distribution, good surface charge for transfection ability and having
low cytotoxic effects. Significant effects were not determined when the applied
stress conditions of formulation on the antibody.

Key Words : Micro- and nanoparticle, Liposome, SLN, HER2, Anti-HER2
antibody, Targeting drug delivery systems.
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1 GIRIS

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin blyuk bir kismi kanserli ve normal
hiicreler Uzerinde sitotoksik etki gdstermektedir. Bu nedenle, gunumiize kadar
olan sirecte kanser ve virlitik hastaliklarin tedavisinde yer alan geleneksel ila¢
kullanimi, artik yerini normal hicrelerde toksisiteyi en aza seviyeyéregek,
dolasimda daha uzun sture kalacak ve hicreye 6zel hedeflemdiapabilecek
akilli ilag tasiyict sistemler ile tedaviye birakmaktadilacin ulamasinin
istenildigi bolgelere tainmasi, iyi hedeflendirme 6zedllne sahip kontrollt ilag
tastyici sistemlerle sdanabilir (Yokoyama, 2005).

Nanopatikillerin ila¢ talyicisi olarak kullaniimasinda ortaya c¢ikan iki
onenli problem vardir. Bunlardan biriin vivo uygulamada nanopartikillerin
batunlUklerini koruyamayip, taan ilacin hedef bdlgeye glaadan kanda
salnmasi; dger problem ise, nanopartikillerin retikiloendotelysitesn (RES)
hiicrelerince tutularak hedef bélgeye salmamasidir (Kiwada ve ark., 2006;
Changve ark., 2010). Bu problemleri 6nlemek amaciyla ilagyter vezikuler
sigemlere antikor bglanarak belirlenen hicrelere hedeflendiriimesi spadilari
yapimaktadir. Bu hedef dogrultusunda, ©ncelikle antikorungldramasi
asamasinin  sorunsuz gerceklglmesi gerekmektedir. Nanopartikillerin
hazirlanmasi ve antikorun enkapsulasyon/adsobsiyoglemleri sirasinda
uygulanan formilasyon koglarinda, protein yapidaki antikorun yapisinin
korunmasi, sistemin dizgun cginasini sglayacak en énemli noktadir. Yapilan
calismada, nanopartikillerin hazirlanmasi sirasinda orged#ici, sonikasyon
gibi ¢ssitli fizikokimyasal kosullarin kullanimi s6z konusudur. Hazirlanan nano
boyuttaki ilagc tglyici sistemlere yuklendi ya da adsorbe oldugdistunilen
antkor Uzerinde yapilan gili calismalarda, uygulananslemlerin antikorun
yapsi Uzerindeki etkileri agarnimistir ve antikorun yapisinin korunduigen
uygun brmulasyon kogllari belirlenmeye ¢ailmistir.

Lipozoma ve kati lipit nanopartikillere enkapsile ve adsorbe edilen
antikorlar (anti-HER2 antikor, trastuzumab) kanser tedavisi icin ginimuzde bir
taslyicl sisteme bglanmadan serbest halde de kullaniimaktadir. Kanstolaa

gondeilen bu antikorlar, kanser hucreleri tzerindeki reseptorlerglabarak
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hiicre bolinmesini engellemek amaciyla uygulanmaktadir. Amag, kontrolsiiz ve
hizli hiicre gekimini yavasglatmaktir. Bu uygulamaya ek olarak kan galana

ayri bir sistem ile verilen kemoterapdtik ilaglar, bolinmesi ve sgedsi
yavaslatiimis hiicrelerin 6lmesini ggamaktadir.

Kanser tedavi Uzerine yapilan son grama calsmalarinda geftirilen
nanopatikullere antikor bglanmasi glemi, bu iki gamal tedavi yontemlerinin
tek asamaya dugrilmesi ihtimalini guclendirngtir.  Antikorun balandgi
nanopatikillere kemoterapoétik ilag yuklemesi yapilabilir ve hicrelere spesifik
hedeflendirme ile yiksek dozda ilacin dataga uzun sire kalmasi onlenebilir.
Hem etkin maddenin burada salinmasi ve hicreler tarafindan alinrasiadalir
hemde antikorun tek ana gosterdii etkilerle hiicrenin kar kariya kalmasi ile
cift etkili tedavi mimkin olabilir. Bu etkilerin mimkin olabilgcellsiincesi
anc& antikorun sorunsuz ve hasarsiz bakilde partikillere bganmasi ve

calismasi ile mumkundur.

Tumor en basit ifadeyle doku veya hiicrelerin kontrolsiiz olarak bolinmesi
olarak tanimlanmaktadir ve malign ve benign olmak Uzere iki tirl mevcuttur.
Malign timorler, benignlerden farkl olarak; kemdokulara saldirirlar, onlari
haap ederler ve genellikle metastaz yaparlar. Tumor tedavisinde kullanilan
ilaclarin en buyik problemi yiksek toksisiteleridir. Bunun yaninda sudakdus
cozinudtkleri, irritan Ozellikleri, stabilite problemleri, hizli metabolize
olabilmeleri ve secici olmayan ila¢ glami diger problemleridir. (Allen ve ark.,
2005). Bu yuzden ila¢ hedeflendiriimesi kanser tedavisinde kilit noktayi
olusturmaktadir.

Ilaglarin sistemik yolla viicuda uygulanmasinda da birgaunla
karsilasiimaktadir. Bu sorunlardan biri, ilacin hizla detagndan uzaklgtirilip
vicutan atilmasi, bir geri ise geni dagilm hacmine sahip olmasidir. Bu
nedele, tehis veya tedavi amaciyla kullanilan ilacin, istenen dokyelterli
derisime ulagabilmesi icin ilacin yiksek dozda veya tekrarlanan uymallarla ile
sik olarak hastaya uygulanmasi gerekmektedir. Bu da beraberinde yiksek
toksisite, dugk yarar/zarar orani riskini getirmektedir. Sistemikgulama
nedeniyle ortaya ¢ikan bu sorunlari ortadan kaldirmak icin farkintasistemler

ile ilacin istenilen boélgeye wariimasi konusunda uzun yillardir gahalar

2
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yapilmaktadir. Lipozomlarin da aralarinda bulugdibu tgiyici vezikiller, ilaci
istenen hedef bolgeye steken, ayni zamanda ilaci metabolize olmaktan
korumakta, hizla vucuttan atilimini engellemekte,gldh dokularda ilag
birikimini 6nleyerek ilacin toksisite riskini de azaltmaktadir. Bu yskhailac
hedélendirme olarak adlandiriimaktadir (Marcucci ve Lefoulon, 2004; Silindir,
2009).

Son yillarda gefmekte olan anti-kanser ilaclar “hedefleme= targeting”
tedavisiseklindedir.ilag hedeflendiriimesi, etkin maddenin etki veya absgdns
bdlgesine secici olarak yonlendiriimesidir. Bu yonlendirmede kullanilan koloidal
sistem ise etkin maddeyistgan 6zel bir yapidir. Koloidal ilag geyici sistemler
farmasotik alanda ygun aratirilan bir konudur. Bu sistemler, mikrokireleri,
polimerik nanopatrtikdlleri, lipozomlari ve ¥aemdulsiyonlarini, niozomlari,
sfingozomlari, miselleri, mikrokapsulleri, kati-lipit ~ nanopartikulleri,
mikrosuingerler gibi ila¢ tayici yeni sistemleri icermektedir (Demirel ve Yazan,
2000; Silindir, 2009).ideal koloidal sistem, icergii etkin maddeyi etki edege
bolgeye taimali ve orada uygun bir hizda ve siurede kontrolli
sebestlgtirebilmelidir (Demirel ve Yazan, 2000).

Cesitli hedef molekullere yonelik monoklonal antikorlarmiszr tedavisinde
ginimuizin en etkin araclar arasina gitmi Yiuksek dizeyde segcicilik ve
olumlu toksisite profilleri, yuksek maliyetlerine gamen bu ajanlarin standart
tedaviler icinde yer almalarini gg@amistir (Neri ve Trachsel, 2006; Rosenblatt ve
ark., 2006;.Chames ve ark., 2009).

Elbayoumi ve Torchilin (2007) doksorubisin-yiiklegndolsgimda uzun
surekalan lipozomlari nikleozoma-6zel monoklonal antikor 2C5 (mAb 2C5) ile
modifiye etmstir ve bu lipozomlarin timoér hiicre ylzeyineshbanikleozomlar
areciligl ile bircok tumor hicre géini tanidigl gordimugiar. Bu mAb 2C5-
modifiyeli PEGlenmg lipozomlarinin vitro baslanmayr 3-8 kat arttirgl ve
degisik kokenli (fare LLC, 4T1, C26 ve insan BT-20, MCF-@ YC3) cgtli
kanger hicre hatlari tarafindan ahigdiflow sitometri (FACS) veepi ve konfokal
mikroskopi ile gosterilmitir. Sonu¢ olarak, mAb 2C5-modifiyeli Doxif"in
doksoubisine direng gosteren kanser hucreleri de dakitlickanser hicrelerine
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kargi tum kontrol preperatlarindan kaydagde derecede daha yuksek sitotoksisite
goderdigi kanitlanmstir.

Khawli ve arkadalarinin (2002) vyaptiklari c¢aimada, monoklonal
antkorlarda kimyasal modifikasyon ile timoérin nekrotik kismina yénelimini
gOstermglerdir. Bu yeni metot ile monoklonal antikorlarin kknpotansiyelini
geliserek normal hicrelere planmasini en aza indirirken antikorun tumor igine
alimi arttirlmak istenmgtir. Bu amaci bgarmak icin kimyasal modifikasyon
kullaniimstir. chTNT-1, chTNT- 2 ve chTNT-3 olarak, merkezi nekeatekirdek
icinde bulunan antijenlere kayskati timort hedefleyen ¢ kimerik monoklonal
antkor kullaniimstir. Bu e&siz  monoklonal antikorlarin  farmakokinetik
Ozdliklerini gelistirmek icin kimyasal modifikasyonun etkigli gosterilmek
istenmistir. ideal modifikasyon kaglarini tanimlamak icin, TNT monoklonal
antkorlari ceitli oranlarda biyotin ile reaksiyona sokulmus ve atilim ve
biyodazilim analizleri test edilmtir. Biyodagilim sonuglarina goére, tumor
aliminda her monoklonal antikor bag dign biyotin molekullerinin sayisi
chTNT-1 icin 3:1, chTNT-2 i¢in 5:1 ve chTNT-3 icin 8:1 oldugrtaya ¢ikmutir.
Biyotinlenen monoklonal antikorlarin tim vicut atilimi sdreleri daha hizh ve
modifiye edilmeyen antikorlarla kgfastirildiginda biyod&ilim profillerinin daha
iyi oldugu bulunmugur. chTNT-2’nin biyotinlenme sonrasi  biyodhgh
sonudari, tumorde en yuksek alima sahip oldog gosternstir. Antikor
molekilinin yidkuntn azaltilmasiyla, farmakokinetiklerini ve TNT antikorlarinin
biyodazilimini kati timorlerin nekrotik boélimuine yonlendirnneplistirmek igin
kimyasal modifikasyonun kullagli bir yontem gibi gérindgli ortaya konmutgr.

Pan ve arkadglari (2008)'nin yapt# calsmada biyotinlenngi kimerik
chTNT-3 antikorunun Tumoér Nekroz Tedavisinde kullanimi ile ilgili yeni bir
yaklasim gelstiriimeye calgiimisgtir. Biyotinlenmi ChTNT-3’Un
iImmunoreaktivitesinin  korundwg ELISA tarafindan dogrulangtir. En iyi
antitimor etkisi H460 timorleri gayan Balb/c ciplak farelerde ikinci tedaviden ¢
gin ®onra gozlenmtir. Sonuclara gore, oOnerilen iki-basamakh 6n hededle
yaklsgiminin, tumor nekrotik bolgelerine antikanser ilaglaitetimi icin yeni bir

yontem olabilecg@ dustintlmugur.



ANADOLU UNIVERSITESI

Yukarida bahsedilen 6rnek gahalarda, nanopartikillerin ylzeyine
monokilond antikorlar kimyasal veya kimyasal olmayan yollarlglaaarak, 6zel
bir hedef bdlgeye ilac $ayici sistemlerin yonlendirilebildi ortaya konmutur.
Teshis ve tedavide bu akill sistemlerin kullanilabilir s hasta acisindan buyuk

fayda sg@lamaktadir.

Kanser hicrelerinin anatomileri ve protein ekspressiyon modelleri normal
dokulardan fakhdir. Kanser hicreleri siklikla peptidler, hormonlar wamaal
besinlerin hiicreye alinabilmesi icin reseptorlesiraifade (overexpress) ederler
(Yang ve ark., 2001; Ching-Li ve ark., 2007). Bu reseptorler koloidal ilag
tastyicilari icin aktif ve spesifik hedeflendirmeye olanaiklarlar.

Hedd, 0©zel bir organ, hicresel bir yapi veya intraselller bdlge
olabilmektedir. Bu nedenlerle “hedefleryrtiedavilerin” kemoterapotik ajanlara
karsi en onemli Ustinlugl ve avantaji “terapotik indeksleri’nin yiksek olnrasidi
(Micol ve ark., 2010).

EGFR (epidermal growth factor receptor) nigiraifadesi pek cok kanser
icin ayirt edici bir 6zelliktir, ila¢ iletimi ve terapi icin ana hedef oltous EGFR
kendne 6zgu Ozelliklere sahip kanser htcrelerinde otokrin buyime olaylarini,
apoptozdan kacinma, sinirsiz replikasyon, angiogengmantbneterek ve doku
istlasi ve metastaz i¢in uygun kdkari sa&lar (Hanahan ve ark., 2000).
Intraseliiler sinyallenenin normalden fazla aktivasyonu, onkogenlerin nbrma
olmayan expresyonuyla ilgili olan malignant transformasyonuna nedenuoldug
dusintuimektedir. EGFR'nin, akger (Hendler ve ark., 1984), meme (Perez ve
ark.,1984) ovaryum (Gullick ve ark., 1986), kolon (Lockhart, 2005)s ve
boyun (Dassonville ve ark., 1993), prostat (Liu ve ark., 1993; Zhau ve ark., 1996),
mesane (Neal ve ark., 1985) ve pankreatik (Tan ve ark., 2004) timdrler gibi insan
epitelyum timorlerinde cok eksprese dldubelirlenmgtir. Bu airn ekspresyon
hagaligin k6tt prognozuyla igkilidir (Nicholson ve ark., 2001) . Tumor istilasina
agk olan kuvvetsiz hastaya EGFR gmlugunun da ortaklik etmesi, EGFR’nin
metastaz Uzerindeki roliini ifade edebilir (Wells ve ark., 2000). Bu nedenlerle,
EGFR'nin engellenmesinin  kanser tedavisi icin iyi bir hedef aldug
dustindimektedir.
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EGFR kanser tedavisinde “hedef=target” olarak secilebilecek 6zelliklere ve
Oneme sahiptir. EGFR ¢ok sayida epitelyal timorde hicre yizeylerinde yiksek
miktarlarda eksprese olur. EGFR'yi bloke eden monoklonal antikorlar ve tirozin
kinaz aktivitesinin inhibitdrleri, EGFR’yi sr ifade eden tumor hcrelerinin
blylime ve ¢@alma potansiyelini engellemektedir (Zalipsky ve ark.,7;98ang
ve ark., 2001; Park ve ark., 2002; Kullberg ve ark., 2002; Langer ve ark., 2006;
Bruin ve ark., 2007; Milano ve ark., 2007; Lin ve ark., 2007; Okamoto ve ark.,
2008; Ferguson ve Schmitz, 2009; Hun ve Zhang, 2009; Chames ve ark., 2009;
Micol ve ark., 2010; Greene ve ark., 2010; Caraglia ve ark., 2010; Talavera ve
ark., 2011; Schiffelers ve ark., 2011; Mumper ve ark., 2011; Feijen ve ark., 2011).

Hun ve arkaddarinin (2008) yaptiklari bir ¢cgimada yeni bir polimer
floresan nanopatikil (PFNP) sentezlgderi ve mikroskobik floresan goérintileme
teknigiyle yumurtalik kanserinin goérintilenmesinde kullaglandir. PENP’ler
¢coktime polimerizasyonu ile metakrilik asitin monomer olarak, trimetilpropan
trimetakrilit'in (Trim) capraz-bglayici olarak, azobisisobutironitrilin (AIBN)
radikal katilimci olarak, butil rhodamine B’nin (BTRB) floresan boya olarak
kullaniimasiyla elde edilmgiir. Floresan boya, polimer hazirlandiktan sonra
polimerin 3 boyutlu ginin icine gdmulmdgir. Bu yontemle, PFNP’ler kolayca
haarlanip daha sonra polimer Anti-Her-2 monoklonal antikoru ilgab&a bir
sekilde modifiye edilmjtir. Deneysel sonuclara goére, anti-Her2 monoklonal
anikoru ile konjuge PFNP’ler yumurtalik kanser htcrelerini etkili bir bicimde
tanimstir, iyi duyarlihk ve kabul edilebilir fotokararhlilgostermgtir. Boylelikle
yumurtalik kanser hicrelerinin geisinde ve tedavi etkirginin gozlenmesinde
yeni bir yontem geltirilmi stir. Bu calsma ile kendine 6zgu optik 6zellikleri ile
floresan nanopartikilller (FNPs) canlida kanser hicrelerinin gorintilenmesi ve
hedeflenmesi igin biyosensorler gibi kullanilabilgicertaya konmutkur. Antikor
baglanmis nanopartikuller aktif hedeflendirme ile kanser hiemel ylzey

reseptdrlerinden tanigtir.

EGFR ailesinin engelleyici onkojenik Uyelerinde bazi geineler
yapimistir. Herceptin/trastzumab olarak bilinen HER2/ErbBhRrhan epidermal
growth factor receptor 2/Neu) kan insanlatirilan monoklonal antikoru
kemoterap6tik  ajanlar  igin  hicreleri  hassaslan  malzemelerdir
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(chemosensitizer) ve anti-tumor ajani gibi meme ve yumurtalik kanserinde
gengce kullaniimaktadir (Slamon ve ark., 2001). Bazi-BlER2 gilari klinik
calismalarda test edilngiir. Ajanlarin bir kismi epitel kanserlerin kendind&ER
hedeflemede gailiirilmistir (Ramirez ve ark., 2008). Anti-EGFR ajanlarin
baalanyla iyi klinik sonuclar elde edilngiir. Cetuximab, US Food Administration
Drug (FDA) tarafindan onayh bir kimerik IlgG1 monoklonal antikorudur (mAb),
EGFR ekspresyonuyla ilerlegnkalin ba&irsak kanseri tedavisi icin,s&z bir
tedavi yontemi gibidir (Santini ve ark., 2008). Bundanske hR3/Nimotuzumab
(hR3) olarak bilinen insan anti-EGFR mADb'nin ilerlegiba ve boyun
tumoderinin tedavisi icin kemoterapiyle bigtrilerek kullanimi Center for State
Contol of Medication Quality Cuban (CECMED) tarafindan uygun gorutiiris
(Crombet ve ark., 2004).

Son yillarda, biyoparcalanabilen JP (jelatin partikdl)'ler kontrolli ilag
tastyicl sistemler olarak dikkat cekmektedirler (Young ask., 2005). Gecen
birka¢ yilda hidrofilik veya hidrofobik ilaglarla kaplangndP’ler, ila¢ tayici
sigem olarak veya gen tedavisinde kullanilan DNA vektorlerigintak amaciyla
gelistirilmi stir (Leo ve ark., 1997; Truong-Le ve ark., 1999; Vandert ve ark.,
2004). Jelatin biyouyumlulugve biyoparcalanabilir olmasi nedeniyle hammadde
olarak secilmeye uygundur (Vandervoort ve ark., 2004;). Ayrica, jelatin
tzerindeki amin ve karboksil gruplari gibi pek cok fonksiyonel grup, jelatinin
kanser-secici maddelerle bigteesinde, onu ylzey modifikasyonu icin ideal bir
aday yapmaktadir (Coester ve ark., 2000). JP (jelatin partikdl)lerin avidin ile
konjuge olmasi temeline dayali hucre-spesifik ilagsiytal sistemlerin
gelistiriimesi  sayesinde, biotin ile avidin molekullerinin gbanabilecgi
potansiyel dort bdlanma noktasi mevcuttur (Green, 1963; Tseng ve ark., 2007)
Dort ceit farkli veya ayni biyotinlenngi molekul, JP’lere bz avidinlerle,
spe#ik ve receptor-aracili hiucresel alimigtamak icin kompleks olugrabilir.
Akciger kanser hiicrelerine EGF reseptor-aracili endosiggiamak amaciyla
biotinlenmis EGF, avidin vasitasiyla partikil ylzeyine slestirilmi stir.
Calsmadaki amac JP temelli hiicre-spesifik bir ilagyte1 gelstirmek olmugur
(Tseng ve ark., 2007).
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Bu tez camasinda antikor olarak kullanilan trastuzumab, iregadermal
blylume faktor reseptori-2 (HER2)'nin hicreidatki alanina kar yonelen insan
kaynakli bir IgG1 (immunoglobulin G 1) monoklonal antikordur. Trastuzumab
kanser hucrelerine ila¢ hedeflendirilmesi icin mikemmel bir aractir ¢inki, HER2
hiicre ylizeyinde kolay wdabilen bir ylzey reseptoridir ve metastatik alanlarda
dahil olmak Gzere primer timorde de c¢ok fazla bulunmaktadir (Tokuda ve ark.,
2003). Aktif hedeflendirmede kullanilan ligand-reseptér egtkilenden
yararlanilarak, HER2 monoklonal antikoruyla kaplagpmipozomlarin hicre
yuzey reseptorlerini taniyarak hedef hiicre veya dokuyam#agni sglar. HER2,
EGRR ailesinden dort EGF resepttru iceren, EGFR (ErbB1), ErbB2 (Neu), ErbB3
ve ErbB4, reseptor tirozin-6zel protein kinaz ailesine aittir. EGFR ailesi Uyeleri
bir sitoplazmik tirozin kinaz kisim, bir tek transmembran kisim ve bir reseptor
dimerizasyonunu ve ligand glanmasini sglayan extraselular kisimdan olufar
(Slamon ve ark., 1987). HER2 sinyalizasyonu, sinyallerin hizlisékilde son
bulmasini sglayan normal bir inaktivasyon sirecini etkileyebiliru B/izden
HER2 fazlalgi, bozulmus biyumeyi, onkogenezi, metastazi arttirip, apoptozu
tetikleyen terapotik ajanlara kardirenci arttiran sinyallere dorésektir (Harari
ve ark., 2000). HER2 fazlall insan meme, yumurtalik, ager ve mide gibi
kanerlerde gordlmektedir. Normal ygtin dokusundaki bulunws dugik
olmasina rgmen HER2 insan meme kanseri hicrelerinde %20-30 oraninda
arttirmaktadir. HER2 agli hiicre yenilenmesinin siresinin kisalmasina dolagsiy
hizli bélinmeye ve ortalama hicre dmrianin azalmasina neder(Talkuda,
2003).

1.1 HER2 Hedef Molekulunun Ozellikleri ve Ligand Etkilesimi

Reseptorlerin fonksiyonlari (Aslan, 2013); ila¢ veadimolekulleri spesifik
olarak tanimalari ve ligandin panmasi ile dogn kimyasal sinyali biyolojik
nitelikte bir is yapan, kendine 6zgi makromolekdillere (enzimler ve kammallar
gibi) “biyolojik sinyal” seklinde aktarmalaridir. Bu olaya sinyal transdiksiyonu
adi verilir ve reseptorlerin doniigrict (transducerklievi yaptiklarr sdylenebilir.

Islem sirasinda ayni zamansiayal amplifiye edilir.
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Ligandin reseptorle kanabilmesi icin reseptdre bir affinite gostermesi
gerekir. Hicrede her tipte ancak belirli sayida reseptdr bulunur. Reseptorun
baglanma alanlarinin timi mesaj molekdlleri tarafindagali edildiginde,
reeptdérin doygunigu (saturation) ve dolayisi ile hassasiyetinin azalmasi
(desensitization) s6z konusudur.

Reseptor molekdlleri lokalizasyonlarina gore ikiye ayrilir;

1- Hicrenin sitoplazma membranining giiziinde (katekolaminlerin vpeptid
yapili etkin maddelerin reseptorleri gibi) bulunan, iyon kanalli reseptdrler, enzim
yapida reseptorler, G proteinlere kenetli reseptorler olarak g tiptir.

a.lyon Kanalli Reseptorler;

i. Voltaj bgzimli kanallar,

i. Intraseluler kalsiyum, siklik adenozin monofosfat (cAMPa da siklik
guanozin monofosfat (cGMP) konsantrasyonungi baseptorler.

b. EnZzm Yapida Reseptorler;

I. Tirozin kinaz tipi enzim reseptarleri,

ii. Guanilat siklaz tipi enzim reseptorleri,

c. G Proteinlere Kenetli Reseptorler.

2- Hucre sitoplazmasinda ve/veya cekgidde (steroid hormon, tiroid hormonu
ve retinoid reseptorleri gibi) yergenis protein veya glikoproteinlerdir.

Membran yerlgimli reseptér molekulleri genellikle tek darina bulunmaz, ger
makromolekuillerden olun birimlerle kombinesekilde bulunurlar. Ligand ile
reeptor etkilgimi iki taraflidir. Kovalent bglar olugnaksizin, fazla ener;i
gerektirmeyen birsekilde ligand-reseptor etkgami olmaktadir. Bu etkilgm
mesj molekdull ile reseptorin yapisal ve elektrostatik uyumunun olmasini
gerektirmektedir. Agonist (ayni yonde etki yapan) bir mesaj molekdll ile
antagonist (aksi yonde) bir molekil arasinda, reseptér affinitelerine gére bir
yarisma (kompetisyon) olabilmektedir (Aslan, 2013).

Reseptor-ligand etkilgmi enerji gerektirmezken hicre icinde meydana
gelen, sekonder haberci sentezi, sinyalin amplifikasyonu gibi sinyal
transduksiyonunun tim basamaklari enerji gerektirmektedir.

Reseptorler organizmanin sg@ kisimlari arasindaki ile§im sebekesinin

yapi taglari olarak kabul edilir. Bu molekuller ilaclarin dimesi icin dgil,
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vicutta d@al olarak olugn hormonlar, néromediatdrler, otakoidler (lokal
hormonlar, sitokinler, buyume faktorleri) gibi bir ¢ok endojen maddelerin
hiicreleri belirli bir diizene goére etkileyebilmeleri icin bulunurlar. Reseptorler
belirli bir grup oluguran selektif kimyasal uyaranlara duyarli olan, fakagka
uyaranlara yanit vermeyen kimyasal nitelikli “anten” lerdir.

Reseptor afinitesi; Ligandin reseptére olan ilgisiflaclarin ayni reseptor
Uzainde ayni etkiyi olugurmak icin farkli konsantrasyonlarda kullangoh
aciklar (Aslan, 2013).

HER2, epidermal biytime faktorl reseptor ailesinin(erbB reseptérleri veya
HER reseptorleri) dort tyesinden biridir, p188™“ve Neu olarak da bilinir.
Ailedeki diger reseptorler EGFR (HER1), HER3 (erbB3) ve HER4 (erbi4)
(Park ve ark., 2001).

HER2 proteini 17. kromozomun uzun kolunda bulunan ve bir proto-
onkogen olan c-erb-B2 geni tarafindan sentezlenir. HER2, 185 &Degsanda ve
tirozin kinaz aktivitesine sahip bir transmembran glikoproteindir. Epidermal
blyume faktérl reseptor ailesine ait proteinler ligandiglammasi sonucunda
HER2 ile heterodimer yapida reseptorler dolugrak glev gorirler. HER2
reeptorleri aktif hale gelince hicre igindeki sinyal ileti yollarini etikgnierek
hicrenin dgisimine ve coglmasina neden olurlar (Greene ve ark., 2010).

Son yillarda, HER2 reseptérini hedefleyen weevini engellemek igin
gelistirilen iki molekdl mevcuttur. Bunlardan TrastuzumaBER?2 reseptérine
baglanarak etki eder. Buna kan, Lapatinib; kicik molekil yapisinda
oldugundan hucre icine girerek hem EGFR hem de HER2 rese@obal
tirozinkinaz aktivitesini inhibe eder. Bu molekulin kullaniimayaldraasi ile
HER2 pozitif meme kanserinde metastazlarin tedavisinde ve adjuvan tedavide
sggkalimi uzatmak mumkin olmtyr (Cicin, 2009).

Herceptir etkin madde olarak, insan yapisinda bir monoklonal antikor olan
Trastuzumabi icermektedir. Bu, vicudu virtGsler ve bakterilerle anlus
enfeksiyonlara kagi koruyan, vicut tarafindan dalgolarak Uretilen antikorlar ile
benzrdir. Trastuzumab, insan epidermal buyime faktori 2 (HER2) olarak
adlandirilan antijene secici olarak gtenir. HER2, bazi kanser hicrelerinin

yuzeylerinde buyik miktarlarda bulunarak hiicre ¢ogalmasini tetikler. Herceptin
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HERZ2'ye b&landigl zaman, bu tlr hicrelerin buydmesini durdurur (Parkarke,
2001; Micol ve ark., 2010).

Lipozomlarin ve kati lipit nanopartikillerin aralarinda bulugaluasiyici
vezkuller, ilaci istenen hedef bolgeye stiken, ayni zamanda ilaci
metabolizasyondan korumakta, hizla vicuttan atihmini engellemekgbkisa
dokulada ilag¢ birikimini 6nleyerek ilacin toksisite riskini de azaltmaktadir. Bu tez
calismasi ile, Trastuzumabin, lipit yapilistgici sistemlere enkapstle ve adsorbe
edierek, hedef bolgeye ilacstgici patikilin olgturulmasi ve antikoru [gama
calismalarindaki ortam kaglarinin  -organik ¢o6zicu ile muamele,
ultrasonikasyon, isitma ya da dondurma gigbemlerinin- antikor tzerindeki

etkileri aratiriimistir.
1.2 ila¢ Hedefleme Stratejileri

Heddlendirme aktif ve pasif olarak ikiekilde yapilabilmektedir.
1.2.1 Pasif hedefleme

Tamore hedeflendirilmgi ilag iletiminde koti huylu ve normal dokular
arasindaki farklarin avantajlari kullanilir. Pasif hedeflendirme, kati timarleri saran
kan damarlarinin gecirgepinin ve etkin maddeyi allkoyma zamaninin ytksek
olmasi 6zellgi kullanilarak (EPR; Enhanced Permeability and Redept{Maeda
ve ark., 2009) ya da lokalize uygulamalarlglaaabilir. Kati timdrlerde, timaor
tipine gore dgismekle beraber endotelyal @antilar arasi bagk 300 nm
kadadir. Bu aralik ilag iletimi icin kullanilabilinir. Bu fenomen EPR etkisidir
(Sekil 1.1). Bircok koloidal ilag t@yici sistemleri, etkin maddelerin uzun sire kan
sirkiilasyonunda kalmasi ve kicuk boyutlu olma 6zellikleri sayesinde bu etkinin
avantajini ortaya cikariilac iletim sistemlerinin koloidal yapisi iletimli gagie
lemfatik stizme sinirlari ile iyi birkgrler (Torchilin, 2006).

Tamorin cevresi tumoér blyumesiyle birlikte dgp Metabolizmasinin
artmasiyla ve buyumeyle beraber, oksijen yetersiz gelmeygtarbae timor
dokusunurpH deseri -glikozun metabolik bozulmasi ve laktat alosu ile- digr.
Oksien yetersizilgi (hipoksia) ve glikoz tikenmesi, timor hicrelerimogalmayi
sglamak amaciyla, go¢ etmelerine ve timorun devam etmgas cok dnemli
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olan yeni kan damarlarinin (anjiyogenez) solmuna neden olurlar. Bu yeni
damarlar diizensiz yapida ve normal damar dokusuna giirdbégri ve buyik
gozenekli yapiya sahiptir bu nedenlerle gecirggnluksektir (Maeda ve ark.,
2009).Kanserli dokudaki damar sisteminindeki biyuk gbézeneklilik gdstermesi ve
lemfatik drenaj sizintisi etkisiyle gecirgenlik ve tutulma etkisinin binkesi
nanopatikullerin pek ¢ok kati timoérde tutulmasini kolagllamaktadir (Kullberg

ve ak., 2002).

Sekil 1.1. EPR-etkisi SEM (Scanning electron micrograms) goriintisti (Maeda ve ark., 2009)
[Normal dokudaki kilcal kan damarlarinin gorintusu [karaciger] (A ve B) ve
karacigerdeki timdr nodillerinin kan damarlari (C ve D). A’daki kilcal damar a g
B'de gengletiimis sekilde gorilmektedir. Herhangi bir polimer sizintisinin
olmadigl normal karaciger goruntisi (N), (T)'de ise tumér nodulindeki polimerin
tumor-secici olarak damardaki akisi gorilmektedir (EPR-etkisi). (D) acrylic
polimerin timor damarindaki sizintisi gorulmektedir. Bu (C) ve (D)'de gorildigi

gibi polimerik ilacin secici olarak iletimine éncuiliik edecektir]

1.2.2 Aktif hedefleme

Aktif hedeflendirmedeki stratejiler, lipozom ylzeyine hedefe 6zgu ligandin
baglanmasi ile (Park, 2002; Torchilin, 2006) ultrasonikgdéarla (Ren ve ark.,
2008; Hu ve ark., 2009) veya magnetik alanlarla (Dandamudi ve ark., 2009)
stimile edilen iletimi slayan fiziksel hedeflendirmedir (Lila ve ark., 2009).

12
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Aktif hedeflendirme, ligandlar vasitasiyla iletim sistemlerinin reseptorlere
veya hedef molekullere yonlendirilmesini icerir. Reseptdr-aracili nanopartikul-
hedef hiicre hdanmasini sglamak icin, partikil ylzeyine 6zgu hedeflendirici
ligandlar b&lanmaktadir. Hedeflemede bir ligand gibi kullanilan eopuler
molekiller monoklonal antikorlardir (Altintage ark., 2011). Biyoparcalanabilir
nanopatikiller, kanser hucrelerine ilag stamasinda olumlu sonuglar vegmi
sigemlerdir (Vasir ve ark., 2005). Bgr acidan da aktif hedeflendirme Gmit veren

bir stratejidir.

Dolasimda uzun kalacak partikillerin intraventz iletim simde
makrofajlar tarafindan temizlenmemeleri icin 100 nm ve daha kiguk caplarda ve
hidrofilik bir ylizeye sahip olmalari istenir (Brannon-Peppas ve ark., 2004). Tseng
ve arkadgarinin (2007) yaptiklari ¢camadaki sistemde, biotinlengniepitelyal
biyime hormonu (EGF) molekulleri NeutrAvidin ile Bagidiktan sonra c¢ekirdek
yapi olusarak (JP-Av-bEGF) jelatin partikillere konjuge editimi ve sonugcta
boyutlari dolgimda uzun kalan lipozomlarla kasgstirilabilir derecede
bulunmustur. Pek ¢ok insan timdorinde etkin por capinin 200-60Gratginda
oldugu kanitlanmgtir (Tseng ve ark., 2007; Jain, 2001). Bu nanoparekill
akciger adenokarsinomasini skes etmek icin EGF reseptori arayicisi gibi
uygulanabilmektedir (Tseng ve ark., 2007).

Feijen ve arkadgarinin (2011) yaptiklari bir ¢gimada, methoxy poly(-
ethylene glycol) (mMPEG) ve Gly-Phe-Leu-Gly-Phe (GFLGF) peptit zincirini
iceren poly(D,L-lactide) (PDLLA)'dan olan biyolojik olarak yikilabilen ve
biyolojik olarak uyumlu bir blok kopolimer temelli polimersomlar (Ps)
gelistirilmi stir. Lisosomal enzim cathepsin B (Cath B) ile peptitglha
koparlabilir. Ps zar kalinfi gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile dl¢ilerek
15 nmbulunmugur. Acridine orange (AO) bir model ila¢ olarak Ps (pege
enkapsule edilmgtir ve pH 5.5'te Ps’lerin Cath B tarafindan yikimiikktnerek
AO’nun hizlica uzaklgtigi gozlenmgtir. Hucresel alimi arttirabilmek amaci ile
antiepidermal blyume faktéri reseptori (anti-EGFR) antikoru (abEGFR)
Ps(pep)’lerin ylzeyine Eanmstir. SKBR3 hiicrelerini 3 gin maruz biraktiktan
sonra abEGFR-bgli Ps (pep) [abEGFR-Ps (pep)] @agan hiicre membranina
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baglanmstir ve abEGFR icermeyen Ps (pep) ile kiyaslgmiia ¢cok daha hizli
endostoz edildikleri gozlenntir.

Polietilenglikol (PEG)-kaph lipozomlar retikilo-endotelyal sistem (RES)
tarafindan yilksek oranda taninmazlar ve geleneksel lipozomlara gére kan
dolasiminda daha uzun sire kaidibelirtiimistir (Ishida ve ark., 2001). Bu
yaklasimla, bFGFp-lipozomlarinin (peptit-pla basit fibroblast biyume faktori
lipozomlar) tasarlanmasinda bFGFp'yi lipozomal PEG uclarina konjuge etmek
Uzerine cakilmistir. Bu sekilde non-spesifik danmay azaltmak icin etkili bir
hedefleme yaklgimi olarak dignulmugir (Hashida ve ark., 2007). Buna nagn,
Savvave arkadglar yaptiklari cahma ile PEG terminallerinde genetiksel olarak
modifiye edilmg rekombinant timér nekroz faktor-dasiyan PEG-kapli
lipozomlarin, hizh plazma eleminasyonu gostgirdi ve karacger ve dalakta
yuksek oranda toplangini saptanglardir (Savva ve ark., 1999). bFGPp pek ¢ok
bast amino kalintisi tadigindan, bFGFp-lipozomlari, lipozomal PEG
teminalleri tarafindan kaplaginda bile lipozomal ylzeyde pozitif yiksta
Poziif yuk, RES tarafindan hizli alima ve intraven6z uygulamadan sonra
eritrositler gibi beklenmeyen hicreler tarafindan spesifik-olmaygtaiamalara
seb@ olmaktadiTerada ve ark., 2006).

Terada ve arkagkrinin calsmasinda, bu problemi yenmek icin mPEG-
DSPE [1,2-distearoyl-sn-glycero-3- phosphoethanolamine-n-[methoxy (polyethyl-
eneglycol) ] iceren bFGFp-lipozomlari hazirlagnm Bu mPEG’in, RES ve der
hedélenmeyen hucrelerle etkdami kisitlamasini beklenrgiir. Bu ylizden RES
model hucreleri kullanarak makrofajlarin alimindaki inhibitor etkileri ve
eritrositlerle in vitro etkilgimi degerlendirilmistir (Terada ve ark., 2006).

Patikiler sistemler, ligandlar aragil ile reseptorlere veya hedef
molekiillere yonlendiriimeye calilmistir. Ozellikle gunumiizde, lipozomlarin
aktif hedeflendiriimesi denilginde; hedef hicrenin ylzeyindeki reseptorlere
spedik baglanmay! sglamak icin lipozom vyilzeyine hedefe 6zgl ligandin
konjuge edilmesi/bglanmasi ifade edilmektedir. Monoklonal antikorlar,
makmomolekuler ilag tgiyicilari hedeflemede kullaniimaktadir (Altigtae ark.,
2011). Bunun dginda peptid-protein, sakkarit, folat ve bazi vitaminkde
hedeflendirici molekul olarak kullanilgtir (Sapra ve Allen, 2003).
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Her antikor kendine 0Ozel bir reseptoreglaair, orngin; insan 1gG
monoklonal antikoru (mAb) insan EGF reseptorine (epidermal growth factor
receptor) Ozeldir (Yang ve ark., 2001). Ozellikle, timohieye tedavisinde
mAb’lar yaygin olarak kullaniimaktadirlar (Sapra ve Allen, 2003).

Monoklonal antikorlarin terapotik amaclar icin konjugasyoniguyo bir
argtirma ve gektirme konusudur (Pietersz, 1998; Morrow, 2003). Bu
argtirmalar sadece ilacin iletim yolunu gigirmekle kalmamakta, zararli yan
etkilere yol agmadan etkirgi yakalamak icin gerekli dozu 6nemli d6lgide
azdtmaktadir. Monoklonal antikorlar ilag veya izotogitamasi icin kullanilabilir,
faka monoklonal antikorlarin biyolojik aktiviteleri yapidaki kigukgiekliklere
duyarli oldugindan, anikorlarin safjirma ve karakterize edilmeleri oldukca
zordur Monoklonal antikorlari capraz blagken en sik kullanilan yontem 6zel
retifler kullaniimasidir (Sesay, 2003).

1.3 Bagisiklik Sistemi (Immiin Sistem)

Imminite sozcgu Latince “‘immunis=vergiden muaf’ soézginden
turetilmis konagin hastaliklara kar muafiyetini, yani direncini belirtmek igin
kullaniimistir (http-1). Cok genel kapsamda gmaklik (immunite); hastaliktan
korunma, 6zellikle de infeksiy6z hastaliklardan korunma anlamina gelir. Bunun
icin vicudun yabanci etkenlere kiagosterdgi tepkilerin timuine kollektif olarak
immun yanit (b&isiklik yaniti) denir. Mikroorganizma ve urtnleri, kongd ili ski
kurduklari zaman, canlilarda glal olarak bulunan engellerle veyaskii kuran
antijenler tarafindan kogen immun sisteminin aktivasyonu ile ohm,
aktarilabilen nitelikteki savunmasiyla kaasmaktadir.immin sistem daridan
gelen bakteri, virlis ve yabanci proteinlereskaticudu korur.iki tip bagisiklik
vardir: dgal-dogustan (innate) var olan ve adaptif (gélilebilir) bagisikhk
(Tiselius ve Kabat, 1939; Shanker, 2010).

Kanser tedavisindeki kemoterapi ve radyasyon terapisi gibi geleneksel
yontemler sinirli fayda gar. Bunun nedeninin bir kismi kanserin yanli
anlgiliyor olmasiyla alakahdir: kanser bir sebegitthr fakat ygayan sistemin

zayifliginin sonucudur. Toksinlerin, mutajenlerin veya radgasy neden oldug
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hiicresel stres, saldiri altindaki bu htcrelerin destek veya savunma ygtersizli
zayiflams sistemik yanit ile birlgnce, hicrelerin eskiden kdkeninde oldugibi,

tek hicreli yagam tarzi haline geri donmelerine neden olur, dolalastym
organizmay! kapsayan kesigriiticresel bglantilar, bu hicrelerin bireysel olarak
yasiyorlarmg gibi tedaviden kendilerini korumalarina yol acar (Sofetonio ve
Schulze-Makuch, 2009).

Sousa Anto’nio ve Schulze-Makuch’un 2009'da yaptiklar sgeda,
organizmayi, Ozellikle de immin sistemi guglendirmenin, kanser tedavisinde
kanser hicrelerini yok etme girninden daha fazla umut vaat eden bir yakies
oldugu hipotezini 6ne surmiardir. Bu immuin sistemi gugclendirme hipotezini
deneylerle hem geleneksel anlamda (immun sistem aktivitesini arttirmak icin
meyveler, sebzeler ve ceviz gibi bilinen dbgesinlerle beslenmek) kanser
hicrelerinin sald immun sistem inhibitorlerini (6rn., TGF}pazaltarak test
etmilerdir, hem de 1si1 ile oldurtilmigeya genetik olarak d@etirilmis patojen
bakterilerin enjeksiyonu ile etkilenen bolgede immun sistemin buyuk bir cevap
olusturmasini (fever response) tetiklgtardir ve bu sonuclari geleneksel olarak
kullanilan yoéntemlerle kiyaslaghardir (Sousa Anto’nio ve Makuch, 2009).
Kanserin ileri safhasinda hasgah iyilesmesi icin immudn sistemin catig
bilinmektedir, fakat kanserin angic aamasi icin bu gecerli @édir. Buna
gore, ileri gamadaki kanseri immin sistem tedavi edebilir. Q@hlarinda,
tumorun cevresindeki hucrelere patojen enjeksiyonu yaparak immin sistemi
aktiflestirmeyi 6nermglerdir. Bu hicreler 1si ile dlduriimiseya genetik olarak
degistirilmis htcrelerdir sonugta immuin sistemi tetiklemenin mimkiecail

sonucuna varnglardir (Sousa Antonio ve Schulze-Makuch, 2009).

1.3.1 Dogal (innate) bagsiklik sistemi

Organizma bir patojene maruz katthda oncelikle gegtirilen immuin
sigem kismini oluturabilen G¢ hicre grubunun goérev gldisistem dogal
bagisiklik sistemidir. BunlarjFagostik hicreler (makrofajlar, mast htcreleri),
direkt bakteri hicre membrani parcalayarak ya da bakteri hiicre membranini
kaplayarak fagositik ve ger immun sistem hucrelerin bunlara atak yapmasina
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aracilik ede-helper hicrelerle 6zel tip lenfosit hiicreleri olan, viral enfeksiyon
ve bazi tumor hicrelerin yok edilmesinden sorurNiatural Killer (NK, katil
hiicreler) hicreleridir. Olasi ileri enfeksiyonlarla genellikledoynez ve yerini
daha karmaik ve Ustin olan adaptif Bgiklik sistemine terk eder (Sousa
Anto’nio ve Schulze-Makuch, 2009).

1.3.2 Gelistirilebilir (adaptif) bagi siklik sistemi

Dahaotzel ve etkili immun yanit oligrmak tGzere gedtirilen bagisikliktir.
Dogal basisiklik sisteminin gelktirilmis sekli olup sadece omurgalilarda
mevaittur. B ve T lenfositleri en dnemli hiicreleridir (Shanker, 2010). Hiicresel ve

humoral b&isiklik olarak iki skilde gelgir.
1.3.2.1HuUcresel bagsiklik

T lenfosit hicrelerinin bakterileri 6nce duyarlilikla tespit etmeleri ve
sonrasinda fagosite etmeleriyle yok edilmesine dayal hicreseglkdb&, adaptif
bagisiklik sisteminin bir ¢gtidir (Anonim, 2013).

1.3.2.2Humoral bagisiklik

B lenfosit hicrelerinin sentezledikleri antikorlar aragilile patojenleri,
bakterileri yok eden humoral Bgiklik (salgisal baisiklik), gelistirilebilir
bagisiklik sisteminin bir dier ¢aitidir (Shanker, 2010).

Humoral Basisiklikta, antijen sunan hicreler (APC) vyani fagositik
makrofajlar ve dentritik hicreler, yardimci T hcreleri, B lenfosit hicreleri,
plazma hucreleri, sinif 1l biydk doku uygunluk kompleksi [major
histokompability compleks (MHC)] gibi hicre gruplari ve sitokinler,
immunoglobunler gibi molekuller gérev almaktadir. Antijen viicuda ginde,
antjen sunan hicreler (APC) tarafindan taninir vadtakari MHC sinif I
antjenler araciligl ile yardimci T hucreler ile konjuge olmasinglsa. Buna bgl
olarak yardimci T lenfositler aktive olurlar ve bu hticrelerden sitokinler salinmaya
baslar. Sitokinler ile B lenfosit hicrelerinin uyariimaspnucu B lenfositler
antijen spesifik plazma hicrelerine d&afler ve matlr hicrelerden

immunoglobtinlerin (Ig) salinmasi gercedite Boylece antijenler, Uretilen bu
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Ig’ler yani antikorlar tarafindan sarilarak inaktive edilip parcalanarak yok edilir
(Peelen ve ark., 2011; Anonim, 2013).

Kazanilmg immun yanitta, antikorlar en gengssitlilikte antijenik yapiyi
taniyabilen, farkl antijenik yapilari ayirt edebilen ve antijenlere guclu
baglanabilen tek molekuldir. Antikorlar, salgisal immuanytin en etkili kolunu
olusturur. Immiin sistem cok sayida farkh 6zgullikte antikor ibitire insanda
immiin sistem 18den fazla antijene 6zgil sililikte antikor iretebilir. Bu
antkorlar yapi olarak birbirlerine yakin yapisal Ozellik gosterirler (Mazza ve
Malissen, 2007).

1.4 Monoklonal Antikor Teknolojisinin Evrimi

1975 yiinda Cambridge Universitesinden G. Koéhler ve C. Milstein’in
gelistirdikleri bir teknik, bir tek epitopa 6zgu (monoklohahntikorlarin bol
miktarlarda elde edilebilmelerine olanak glsamistir. Bu teknge Hibridoma
Teknobjisi adi verilmgtir. Bu buludariyla 1984 yilinda Fizyoloji-Tip Nobel
Odilunelayik gorilmugerdir (Sambrook, 2001).

Hibridoma teknolojisinin gedtiriimesiyle, insan tedavisi i¢in monoklonal
antkorlarin (mAbs) gucu ve ¢eri anlamistir, fakat fareden elde edilen
monoklon antikorlarin ilk Gretiminde, insanlarda immunojenik etki gostetimi
Bu duum, HAMA cevabi (insanda anti-fare antikorlarinin olonu) olupgmuna
neden olmugur ve boylece sinirh fayda ganms ve uzun zaman alan
uygulamalar tekrar edilngtir (Sapra ve Allen, 2003).

Hibridoma teknolojisinin temelinde 3 bilgi bulunur:

- B-lenfositler tek bir epitopa 6zgu antikor Uretip salgilayasagasureleri
birkag¢ giinle sinirh kan hicreleridir.

- Tumor hicreleri bolunerek galma kontrolint kaybetmi hizla treyen
6limsuz hicrelerdir.

- Belli kosullarda ayni organizmaya ait glgik hicreler birlgtirilerek her
iki hdcrenin o6zelliklerini t@yabilen melez hicreler (hibridomaglde
edilebilir (Cirakglu, 2002).
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Monoklonal antikor elde etmek icin kullanilan hibridoma tgknyararli
Ozelliklere sahip iki hticrenin birlgiilmesi ile gerceklgir. Hiicre kultiriinde hizla
cogalabilen, olimsiuzluk 6zefli kazanmg myeloma (kanser) hicreleri ile aktif
olarak istedgimiz antikoru Ureten Rkasik bir hayvanin dalak lenfositleri
birlestirilir. Sonucta, kompleks bir antijenin tek bir bédyici grubuna (epitop)
karsi monoklonal antikor treten 6lumsiz hibrit hicreledeekdilir (Lodish ve
ark., 2003).

|iJ'
(9]

Sekil 1.2. Hibridoma teknolojisi ile monoklonal antikor tretimi (http-2) [1) Fare antijen ile
immunize edilir, 2) Dalaktan B lenfositleri izole edilir, 3) insan kemik ilgi kanser
hicreleri toplanir, 4) hibridoma teknigi ile hiicreler birlestirilir 5) hibridomalar
kiltar plaklarinda bélinmeye birakilir 6a) antikor sentezleyen klonlar belirlenir,
6b) hedeflenen antikoru sentezlemeyen klonlar atilir, 7a) hedeflenenen antikoru
sentezleyen hiicreler kiltir plaklarindain vitro olarak ¢ogaltilir, 7b) hedeflenenen
antikoru sentezleyen hucreler farelerdein vivo olarak ¢ogaltilir, 8) in vitro veyain

vivo ortamdan antikorlar saflastirilir]
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Hibridoma teknolojisi ile antikor Gretimgu sekilde yapilir gekil 1.2);
antijene kagl antikor dretimini ortaya cikarmak icin, fare ilgikntijen ile
immunize edilir ve dak&ndan antikor treten B lenfosit hicreleri izole edilir
Insan kemik ilgi kanser hiicresi olan myeloma hiicreleri toplanir. idima
olusturmak icin PEG aracg ile insan ve fare hicreleri biglgrilir. Birle smeyen
hiicreler olur. Hibridomalar kilttr plaklarinda bélinmek Gzere birakilirlar.
Antikor sentezleyen klonlar ELISA yontemi ile belirlenir. Hibridomaiarvitro
(htcre kaltard) veyan vivo (farede acid fluid olgumu) koglllarda geny 6lcekte
uretilir. Fareden veya kultlr tst sivilarindan antikorlar safldy (Cirakogu,
2002;Lodish, 2003).

Ancak bu 6zel hibridomalar, insan gaklik sistemi tarafindan “yabanci”
(anijen) olarak algilanan fare kokenli antikorlarin alaguna neden olurlar. Fare
antkoru gilanan hastalarda genellikle, eklem bolgelerisidik ve kizarikliklarla
kendni gosteren HAMA cevabi (insanda anti-fare antikorlarinin wtug)
gorulir. Bobrek yetmezfine de neden olan HAMA, yamsal tehlike
olusturmasinin yanisira, verilen antikorlarin vicut tarddéin yok edilmesine de
yol agmaktadir. Bu nedenle, hem HAMA cevabinin wlasini hem de fare
antkorlarinin ba&isikhk sistemi tarafindan vakitsiz bir sekilde
etkisizlestiriimesini 6nlemek amaciyla, fare antikorlarinin ‘@ngastiriimasi” igin
cesitli  teknikler gelitirilmistir (Lazar ve ark., 2010). Fare monoklonal
antikorlarinin insanlgtiriimasi ve tamamen insansi olan monoklonal antikerla
gelistirilmesi, immudn cevap olugrmamalari nedeniyle 6nemlidir. Bu nedenle
ticari firmalarin neredeyse tamaminca uretilen antikorlarin indamliesas! ya da
tamamen insansi hale getirilmesi Uzerindgwyalasiimaktadir (Cirakglu, 2002;
Sapa ve Allen, 2003).

1.5 Antikorlarin ( Iimmiinoglobulinlerin) Yapisi

Antikorlar, antijenlere veya imminojenlere kaofusturulan ve epitoplar ile
0zgll olarak reaksiyona girebilen molekullerdir. Kovalent olmayan, elektrostatik,
hidrojen balari, van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik kuvvetlgaglanmada
gorev alir. Bgslanma gucl affinite olarak tanimlanmaktadir (BradenPwljak,
1997).
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Sekil 1.3. Immunoglobulin yapisi (http-3)

Batiin immunoglobulinler (8kil 1.3) izotipine bakilmaksizin dort polipeptit
zindrinden meydana gelirler. Antikorlar, ikiga (50 kDa) ve iki hafif zincirden
(25 kDa) ibarettirler.  Antikorlar heterodimerik, 150 kDa molekigirbkli
glikoprotein yapih bilgiklerdir. Antikorun yapisini olugran hafif ve gir
zindrler disulfit bagslarla birarada tutulur. Disulfit kgar, eklem bolgesi (hinge
regon, dayanak noktasi) denilen bolegedgm aincirleri birbirine bglar. Her iki
zindrde birbirlerinden ayirtedilebilen variable (V-glgken), constant (C-sabit)
olmak Uzere iki farkl bolge bulunur. @ zincirin de&tsismez bdlge ucuna Fc
bolumi denir. Antikorun plesental taga veya antijen-@amli hicresel toksisite
gibi etkili gorevleri &ir zincirin degismez bolgesi tarafindan belirlenir. Antijen
O0zgulligh her iki zincirin N-ucu domaininde bulunangikken bélge tarafindan
sglanir ve bu bdlge CDR (complementarity determiningioeg komplementer
belirleyici bolge) olarak tanimlanir. @ (H) ve hafif (L) zincirin dgisken
pacalart Fv kismidir ve antikorun en kuigik antijenglama domainidir.
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Antikorlar, hafif zincirlerin dgismez bolgelerindeki amino asit dizilimlerine gére
kappa ve lamdac(ve)) olarak iki ana sinifa ayrilstir. Bu zincirlerin orani tirler
arasinda dasir. Dogal olarak Uretilen antikorlarda, hafif zincirler heanzan

aynidir, yani we A’nin her ikisi de aynidir (Male ve ark., 2006) .

Monomer

IgD, IgE. 196G

Dirner

lg&,

Peantamer
Ighd

Sekil 1.4. Immiinoglobulin izotipleri (http-4)

Antikorlarin 1gG, IgA, IgD, IgM ve IgE olmak tzere memelilerde 5 izotipi
bulunur (Sekil 1.4). Sadece IgM immatur B lenfositlerce serdeebilir.
Digerleri matir hicrelerce sentezlenirler. Tipik bir m&hcresi, yizeyine ia
5x1(*-1x1C antikor icerir. Antikorlar iki fiziksel yapida bulunur, hiicrelerden
sdinan cozlnebilirsekli ve B hicrelerinin ylzeyine Bl olan membran-kz

sekli ve bunlar B hiicre reseptorleri (BCR) bicimindeliartinttp-4).

Antikorlar FAb (antijen bglayici bdlge) ile antijenlere Iganir, Y
seklindeki molekulin boyun kisminda bulunan Fc almag dgiige immuin
sistemin hucreleriyle etkitg ve busekilde antijenlerin yok edilmesini garlar
(Chames ve ark., 2009; Lee ve ark., 2011). Poliklonal ve monoklonal olarak iki

¢esit antikor vardir.
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1.5.1 Poliklonal (cok kolonili) antikorlar

Bir antijen (bakteri, viris, hiicre veya molekul) “epitop” adi verilen birgok
antijenik bolge icerir. Her epitop ayri bir antikor tipi tarafindan taninir. Bir antijen
organizmaya gir@inde her epitop icin bir grup B-lenfosit hiicresi Gegntikor
uretmeye ve bolinerek calgnaya bglarlar. Boylece her epitop icin 6zgul antikor
uregen bir B-lenfosit kolonisi olugr. Bir antijene kan desisik B-lenfosit
kolonileri olustugu icin elde edilen antikora poliklonal (cok kolonilntikor adi
verilir (Cirakaglu, 2002).

1.5.2 Monoklonal (tek kolonili) antikorlar

Tek bir antikor oluturan B-lenfositten tirevlenirler (Reichert ve ark., 2005)
Monoklonal antikorlar tedavi, tani ve amagna amach kullanilirlar. En yaygin
kullanilan ligand olan antikorlar, viicut tarafindan antijengiKarayca Uretilirler
ve genellikle belli bir antijene kar yuksek 6zgunlik ve Eanma kapasitesi
goserirler. Uygun antikor secilirken g6z o6ntnde bulundurulmasi gereken en
onemli parametre, bu antikorlarin immun sistemi uyarici @oeilf

(immunogenicity) olup olmamasidir (Harding ve ark., 1997; Zhang ve ark., 1999).

G. Kohler ve C. Milsteinin (1975) gstirdikleri teknik ile, tek bir epitopa
0zgi (monoklonal) antikorlarin bol miktarlarda elde edilebilmelerine olanak

salamistir. Bu teknge hibridoma teknolojisi adi verilgtir (Cirakogu, 2002).

Antikorlarin onemli iki 6zellgi, onlari hastaliklarla saymada ¢ok etkin
kilar; ilki, her bir antikorun sadece tek bir antijeneglaama 0zgulligi
gosermesi, ikincisi, bazi antijenlerin gaikhk sistemini bir kez uyarmalari
sonrainda o hastalik icin dmir boyu dayanikhhiglsanasidir (Orngin; kizamik
ve sucicesi gibi cocuk hastaliklarina karviicudun tretfii antikorlar, hayat boyu
bu hasaliklara kagi vicutta direnc olugasini sglar) (Cirakglu, 2002).

Monoklond antikorlarin kullanim alanlari;
1. Hastaliklarin tghisinde,

2.Hastaliklarin tedavisinde,
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3. Hastaliklardan korunmada (pasitbaklik),
4. Antijenlerin saflgtiriimasinda,

5. Tani kitlerinin hazirlanmasinda,

6. Arastirma ve tghis calsmalarinda,

7. Tanorle ilgili calismalarda,

8. Asl suslarinin hazirlanmasinda (http-5).

Monoklond antikorlar, kanser immin tedavisi icin cok amacl alt yapilardir
ve kanser icin onemli terapotik ajanlardir. Son yillarda, antikorlarin etki
mekanizmalari klinikle ikkili oldugu agikga gorilmektedir. Birgok klinik olarak
kullanilan antikorlar, tumor-gkili sinyallesmeyi idare edebilmektedir. Ek olarak,
antkorlar immun sistemin daogdan aktive etii veya inhibe etfii molekuller
sayesinde cgtli immunayarlama (immunomodulatory) ozellikleri gést.
Antikorlar, tumor kagitt immudn cevabr bgatmayl tevik edebilir. Bu
imminayarlama 0Ozellikleri yeni kanser tedavi stratejileri icin temeltotabilir
(Weiner ve ark., 2010).

Otoimmun, kardiyovaskiler ve infektdz hastaliklari, kanser ve inflamasyonu
iceren bazi hastaliklarin tedavisinde ilging sonuclaganem, klinik denemelerde
ve argtirmalarda kullanilir bilgi coktur. Terapdtik antikarin yetersiz
farmakokinetikleri ve doku gigi gibi bazi slevsel sinirlamalari ortaya ¢ikar ve bu
noktada daha fazla gtamaya ihtiya¢ duyulur@hamesve ark., 2009).

1.6 Gunumuzde Oluwsturulabilen Antikorlar

Fare (murine, mouse) antikorlarinin (% 100 fare proteini)
immunojenisitesini azaltmak ve HAMA problemlerinin Ustesinden gelmek igin
kimerik monoklonal antikorlar (mAb) Uretilgtir. Bunlarin dgisken boltmleri
(Fv) fare kayngindan, dgismez bodlumleri insan 1gG domainlerinden alinip
geretik olarak birlgtirilmesiyle olugurulan antikorlardir (% 34 fare proteini).
Insanlatirilmis  monoklonal antikorlar (Humanized mAb), sadece amtije

baglayici bolgesi (CDR, ‘complementarity-determining ice’) fareden, geri
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kalan dgisken ve sabit bolgeleri insan kaymadan olugurulan antikorlar (% 5-
10 fare proteini) genetik muhendiglitarafindan hazirlanmgtir (Reichert ve ark.,
2005).

. Fareden Gelen,
{zgil Antllen Bajlama Edlgeler!

Fare Antlkoru Klmertk Antiar Insansi Antlkor

% 66'5 Tnsan kiikenll] {% 90") Insan kikenh) Batiinyle Insansi Artiker

Sekil 1.5. Gunimuzde olyturulabilen antikor tipleri (Cirako glu, 2002)

Sonucta kimerik antikor % 34 fare proteini icerir. Himanize monoklonal
antikorlar insan IgG iskeleti icine fare antikorunun komplementer-belirleme
bolgelerinin (CDR) boélgelerinin eklenmesiyle diizenlegtmi Humanize antikor
yaklasik olarak % 5-10 fare proteini dizileri icermektedirimkerik ve hiimanize
rekombinant antikorlarin terapétik yarari ggfilmesine r@&men hala
immunojenik olabilmektedir. Bundan dolayi, monoklonal antikor teknolojisinin
degerini tamamen kavramak gerekir, esas amac¢ kolaycdebiktn, tamamen
insan antikorlari Uretip, basit ve guclu bir sistem ortaya ¢ikarmaktir. Human mAb,
fare transgenik sigrin-XenoMouse sdarinin, aktif fare immunoglobulin
genlerini susturup, fareler icinde insan immunoglobulin genlerinin dretimiyle
ortaya cikarilmgtir. XenoMouse insan antikoru, fare proteini icerm¥ang ve
ark., 2001) ve dolayisiyla insanda immudn yanit iltgaz. XenoMouse tekgii
ile, tamamiyla insan kay@iandan gelen antikorlar (Human mAb) uretiltm
(Sekil 1.5) (Yang ve ark., 2001; Reichert ve ark., 2QG&ar ve ark., 2010).

1.7 Antikorlarin I lag Tasiyici Sistemler ile Kullanimi

Monoklond antikorlar koloidal ila¢g iletim sistemlerinin ylzeyine
baglanabilirler (Chames ve ark., 2009; Lee ve ark., 201lj¢ hedefleme
ligandlari olarak kullanilan antikorlar ya i¢salielir (internalizing) ya da

icsellsstirilemez (non-internalizing). Genellikle i¢csejtailen tip ilagc yuklenmg
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tastyict sistemin alimini kolayfairdigindan ve intraseluler ilag ganlugunu
arttirdgindan dolay! tercih edilir. Bununla beraber, i¢seitdggmeyen (non-
internalizing) antikorlar timor hicrelerindeki difizyon veya aktif transport gibi
bilinen yollar araciigl ile hicreler tarafindan alinabilir ya da hiicrgl calanda
(extracellular space) ilaci serbest birakabilir. (Marcucci ve Lefoulon, 2004,
Altintas ve ark., 2011).

Lipozomun yiizeyine hdanan hedeflendirici ligandin, hedef reseptdre ilgisi
de onemlidir Hedef reseptore Iggnma, lipozomun hedef hicre ylzeyinde
kalmasini sglamak icin yeterince gucli olmalidir. Bununla birliktgpozom ile
hedef hiicre arasinda ¢ok gicliglbamadan da kacginiimalidir, bu durum belli bir
doku veéveya hicreye hedeflendirilgjnlipozomun dgilimini engelleyebilir veya
zorlastirabilir (Allen ve ark., 1995; Silindir, 2009).

1.7.1 Reseptor seciminde dikkat edilmesi gereken noktalar

Secilen hedef reseptor hicre ylzeyinde yeterli miktarda bulunmaldir, hedef
reseptor Ozellik ve sayl olarak normal hicrelerden farkli olmahdir (nadir de
gorulse, reseptorin sadece pataloji durumunda ortaya cikmasi tercih edilen
olmaldir), bununla birlikte hedef reseptorin hastaliklgkilli olarak &iri
ekspesyonu gorilebilir.  Orngn;  enflamasyon dokularinda adhezyon
molekillerinin, timor dokularinda biyime faktéruntunira ekspre oldug
bilinmektedir ve son olarak da hedef reseptor ligangrdaozomun kolayca
ulasip bazlanabilmesine uygun olmalidir (Siwak ve ark., 2002).

1.7.2 Antikor tas 1yici sisteme baglanirken dikkat edilmesi gerekenler

Taslyici sistemlere Qdanacak olan uygun antikor secilirken gbz 6ninde
bulunduulmasi gereken en 6nemli parametre, bu antikorlarin immun sistemi
uyaricl o6zellginin  olmamasidir. Iimmunojen o6zellikteki antikorlarin  (fare
antkorunun insana uygulanmasi gibi) kullaniimasi, kan gimienda uzun sire
kalabilecek 6zellikteki tayici sistemlerin dokamdan hizla uzakkriimalarina
neden olabilir. Antikorun butin olarak kulaniligh durumlarda bu sorunun

gorulmesi daha olasidir. Problemin Ustesinden gelebilmek icin antikorun tanima
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bdlgelerini iceren kisimlar (Fale scFv molekileri) kullanilabilir. Bu sorunlarin
yani sira, serbest haldeyken diésimmunolojik 6zellik gosteren antikor, lipozom
yuzeyine balandginda kuvvetli immunolojik 6zellik gosterebilir. Cunkiurtok
durumda, antikorun lipozom yuzeyine kovalarglbaabilmesi icin kimyasal bir
modifikasyon glemi gerekir ve bu da antikorun immunolojik 6zgihin
artmasina neden olabilir (Harding ve ark., 1997; Zhang ve ark., 1999).

Antikor lipozoma bglanirlen; antikorun 6zgunliig ve afinitesi
desismemelidir, yeterli miktarda transport molekll lipozonylzeyine
baglanabilmelidir, lipozom butlnlig bozulmamahdir ve anma basit-yuksek
verimli olmalidir. Hedeflenmeyi g#ayan ligandin lipozom yilzeyine
baglanmasinda dasik yontemler mevcuttur. En cok kullanilani ligandin@®ia
ucuna bglanmasidir (Silindir, 2009).

PEGIin lipozomun yizeyini kaplamasi dolagda kalim siresi igin de
Onenlidir. Opsonin olarak adlandirilan plazma proteinleri, vicuda giren
lipozomlari yabanci madde olarak algilar ve lipozomun membranganodar,
bu ba&lanma lipozomun RES (retikilo endotelyal sistem) Hadrdarafindan
tutulup dolgimdan uzaklgtiriimasi glemini aktive eder (Bakker-Woudenberg ve
ark., 1993; Kullberg ve ark., 2002). Bu sure¢, immun sistemin lipozomlar dahil
tum yabanci materyal olarak algilagdmaddeleri, nonspesifik atilim (fagositoz)
mekanizmasi ile uzaklgirmasidir. Lipozomlarin dojanda uzun sire kalmalari
icin yuzeyine PEG gibi hidrofilik bir polimer kaplanmasi ve belli bir partikil
boyutuna sahip olmalari gerekmektedir (Terada ve ark., 2006; Steinhauser ve ark.,
2006; Lila ve ark., 2009) (Bolum 1.9).

1.8 ilag Taslyici Partikiiler Sistemler

Batln ilag tssiyici sistemleri hazirlarken iki temel ama¢ s6z konusudur
Sistem etkin maddeyi viicutta istenen organ veya dokyyaatak, en kisa surede
istenen kan konsantrasyonunu lsagali ve bu konsantrasyonu dngorilen sirede
devan ettirmelidir.istenen doku veya organlara etkin maddeyiytay sistemlere
heddlendirilmiys ila¢ tastyici sistemledenir. Etkin maddenin salim hizini kontrol
eden sistemlere isda¢ tasityici sistemlerdenir (Girsoy, 2002). Lipozomlar,

niozomlar, sfingozomlar, miseller, mikrokapsiiller, mikroktreler, nanopartikiller,
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kati-lipit nanopartikiller, mikrostingerler gibi ilag tgci yeni sistemlerle ilgili
gunumizde pek cok cajma yapilmaktadirlacglarin givenlik ve etkingini, hasta
uyunainu, terap6tik indeksini ve biyoyararlanimini arttirmak, yan ve istenmeyen
etkilerini azaltmak partikiler ilag geyici sistemlerin cajilmasindaki ana
nedanlerdendir (Silindir, 2009).

Kontrollii salim sistemlerinin vergiyollari; en fazla kullanilan yollar oral
ve parental olup, son vyillarda transdermal yol da 6nem kazanmaktadir. Son
zamanlarda biyoteknoloji Griini pek ¢cok terapoétik peptit ve proteinin biyofiziksel
ve biyokimyasal Ozellikleri, vergi yolu ve ilag tasariminda g6z ©Onunde
tutulmahdir.

Parental preparatlar intravendz (i.v.) subkutan, intramuskuler, intraperitonal,
intratekal ve intraventrikiler yolla kullaniimaktadir. Parental yolla kullanilan
kontrolli salim sistemlerinde, depo formulasyon, mikrokapsullgnaepo
preparat, veya estegdgrmeyle hazirlanan depo preparaeklinde olabilir.
Biyoparcalanir mikrokireler 6zellikle peptit, protein gibi kolay bozunur yapidaki
ilaclart korud@gu icin her gecen gun 6nem kazanmaktadir (Gursoy, 2002;
Mundargi ve ark., 2008; Hun ve Zhang, 2009).

1.8.1 Lipozomlar

Lipozomlar, yapi ve icerik bakimindan htcre zarn ile benzerlik gbsteren,
fosfolipit yapida, amfipatik vezikullerdir. Lipozomal yapi, hiicre membranina
model olugurmak Uzere ilk defa 1965'de Bangham ve arKadagarafindan
hazirlanmslardir. Lipozomlarin ila¢c tayici olarak kullanimi son 15 yila
dayanmaktadirilac taima araci olarak lipozom kullaniminin bag avantajlari:
Dahaaz yan etki, hedefe yonelikstena, yava ve uzun sureli ila¢g salinimidir.
Sahp oldugs bu 6zellikler nedeni ile kanser tedavisinde kullangon yillarda
aragtirmacilarin dikkatini ceken bir konu haline gedtiri (Park ve ark., 1997; Park
ve ark., 2001; Lopez-Berestein ve ark., 2002; Storm ve ark., 2003; Micol ve ark.,
2010).

28



ANADOLU UNIVERSITESI

ozlnurl  laz
Y idrofo
te taginur

goziinen
r hidrofilik
e tagimir

ydeki protein
nmal

mlah i
fendirilmesini
r

Sekil 1.6. Lipozomun yapisi (Silindir, 2009)

Lipozomlarin, digk fiziksel - kimyasal stabiliteye sahip olmalari veybk

Olcekte dretimleri icin uygun yontemin bulunmamasi gibi, piyasada az sayida

lipozomal ila¢ formulasyonunun (Alveofact, AmBisome, Dounoxome, Doxil,

Epaxal-Berna) yer almasina neden olan bazi dezavantajlari vardir.

Lipozomlar §ekil 1.6) fosfolipit yapida olmalari, biyouyumlu ve
biyoparcalanir 6zellikleri ile ilaclarin hedeflendiriimesini gksyabilmeleri
avangjlarindan dolayi ila¢ tayici sistemler arasinda Uzerinde en coktaraa
yaplan sistemler olmdardir. Lipozomlar, zarlari bir (unilamellar) veya hda
fazla (oligolamellar, multilamellar) fosfatidilkolin ¢ift katmanindan @oskiresel
keseciklerdir (sferik vezikiller) (Silindir, 2009). Veziklller farkl boyutlarda (25-
3500 nm capinda, tek veya biilepartiktiller) olabilir.

Cizelge 1.1. Vezikil tipleri ve ¢aplari (Akman ve ark., 2013)

VEZIKUL TiPI VEZIKUL CAPI (nm)
SUV (Kiugclk Tek Tabakali Lipozom) 25-50

MLY (Cok Tabakali Lipozom) 50-100

LUV (Biiyiik Tek Tabakali Lipozom) =100

Belirli bir kompozisyonda bu parametreler hazirlik stirecine ¢oiidba.
Lipozomlar genellikle kararli dgldirler. Zamanla tanecik boyutlarinda
farkllasma gorilmektedir.  Ormggn  kiiclk vezikiller daha biyik olarak
bicimlenmeye, blyuk olanlar da kugulmeygilienli olurlar ancak bu kalite
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acisindan ¢ok onemli gedir, cuink vezikullerin bgli oldugu fosfatidilkolinlerin
ozelli gi genellikle dgismez kalir. Ancak kararlg en iyi 100 — 300 nm arasinda
olarak bildirilmistir (Kshirsagar, 2000).

Dengssel kogllarda sentetik fosfolipitlerin digsik yontemlerle sulu bir
ortama yayllmasi sonucu oksg lipozomlar, hazirlamasamasinda dardan
eklenen dger maddeleri de enkapsule edebilme 6gielé sahip olduklari igin ilag
tasima araclari olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica, belihedef hucrelere
yonelebilen akilli lipozomlarin gatiriimesi ile birlikte bu vezikullerin tipta

kullanimi son yillarda ivme kazangtir (Akman ve ark., 2013).

Lip ozomlarin Avantajlari

Diyagnostik ve/veya terap6tik amacla kullanilan lipozomlar;
* Lipozomlar hem lipofilik hem de hidrofilik ilaglarin ggmmasinda kullanilabilen
biyouyumlu sistemlerdir. Lipozomlar vicudun temel yapi | taglan
fosfolipitlerden oluguklari icin biyoparcalanirdirlar ve bu nedenle immiindje
ve toksik etki gostermezler.
* Oldukca farkli boyutlarda ve kimyasal bilegerde hazirlanabilirler.
» Dustk dozlarda terapotik etki gosterebilirler ve etkindda plazma dizeyini
istenilen sire terapotik gerde tutabilme yeteg@ae sahiptirler.
» Dozlama arafiini ve ilaglarin yarilanma 6émrini uzatirlarken, yantolsik
etkileri cok azaltirlar veya ortadan kaldirirlar.
» Etkin maddeyi enzimatik etkilerden korurlar. Suda veédgacozinen etkin
maddderi tasiyarak ila¢c hedeflendirmesi yapabilirler.
e Genis spektrumlu kemoterapdtikler, goéruntileme ajanlari, ijerier,
immunomodaulatorler,selasyon yapan bijgkler, hemoglobin ve kofaktorler,
lipitler, genetik materyal gibi genyelpazedeki ilaglarin ggnmasini sglarlar.
* Lipozomlar ila¢ deposu olarak davranirlar ve hapsedilen ila¢ zaman icerisinde
yavaca salinir. Uzatiingisalim profili ile dolaimda veya lokal uygulama yerinde
etkin terap6tik ancak nontoksik kan seviyelerini surduridlebilmektedirler.
(Klibanov ve ark., 1997; Storm ve Crommelin, 1998; Kshirsagar, 2000; Storm ve
ark., 2003).
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Peptit ve protein antikanser ajanlarinin potansiyeli, onlarin timaorlt dokuya
veya tumor hucrelerinin igine iletimleri hakkindaki ¢ozulemeyen problemlerden
dolayr henlz anf@lamamstir. Ancak, protein ve peptit ilaclarin biyolojik
kaderinin ve biyolojik da&iliminin altinda yatan mekanizmalari agnilidug
kadalyla, bu mekanizmalarin etkileri veya kullanimi gedilerek simdilerde
kullanima uygun hale getirilgtir. Kararlligi, uzun stre dokamda kalmasi ve
pepit ve proteinleri vicuda hedeflemenin ggfilmesi konusunda farkli
yaklasimlar vardir, 6rngin; cesitli ¢ozulebilir polimerlerle modifiye edilmeleri,
mikropartikiler ilag tayicilar ile birlestiriimeleri, EPR temelli hedefleme ve
heddleme kisimlarinin kullanimi gibi. Ayrica, proteinlerin ve peptitlerin uyumlu
kullanimini iceren intraseliler ilagc iletimi hakkinda yeni yaktdar
gelistirilmi stir. Bu gelsmeler, yeni nesil antikanser ilaclarinin iletiminddéegek
vaat etmektedir (Torchilin ve Lukyanov, 2003).

Lipozom hazirlamak icin kullanilan yontemler genel olarak 3 temel
basamak icerir;

- Organik ¢ozucude ¢ozdurulen lipitlerin kurutulmasi
- Sulu ortamda lipozomlarin oltugrulmasi

- Sonuga elde edilen lipozomlarin analizi.
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Sekil 1.7. Lipozom hazirlama yéntemleri (Akman ve ark., 2013)

Yapilan calgmada, fosfolipit olarak soya tohumu lesitini olan Phosiplool
85G" lipozom yapiminda kullanilnsir.

Lipit, cam balon icerisinde koroform:metanol kaninda ¢ozulerek, vakum
ile organik ¢6zucunin ucurulmasignarak balon ceperinde ince film ohogsi
salanmistir. Sonikasyon ile sulu ortamda tek ve c¢ok tabakahikuller elde
edilmistir (Sekil 1.7).

1.8.1.1immiinolipozomlar

Antikor baglanms lipozomlar (immunolipozomlar) ilk olarak 1980’lerin
baslarinda tanimlandilar (Dinauer ve ark., 2005). Toksik wmemunojenik
degillerdir. Suda ve ygda ¢ozinen etkin maddelerkitgabilen lipozomlar, etkin
maddéeri kontrollii olarak serbesterebilirler, hedef bdlgeye tayabilirler ve

biyolojik olarak yikilirlar (Gursoy, 1989).

Monoklonal antikorlarin terapotik amaglar icin konjugasysm@anda ygun
bir argtirma ve gektirme konusudur (Pietersz, 1990; Morrow, 2003). Bu
argtirmalar sadece ilacin iletim yolunu gigirmekle kalmamakta, zararli yan

etkilere yol agmadan etkirgi yakalamak icin gerekli dozu 6nemli o6lgide
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azaltmaktadir. Monoklonal antikorlar ilag veya izotogrienasi icin kullanilabilir,
fakat monoklonal antikorlarin biyolojik aktiviteleri yapidaki kigukgtekliklere
duyarli oldugindan, anikorlarin safjairma ve karakterize edilmeleri oldukca
zordur Monoklonal antikorlari capraz blagken en sik kullanilan yontem 6zel
retifler kullaniimasidir (Sesay, 2003).

Hatakeyama ve arkaglarinin (2007) immunolipozomlarin hasta hicrelere
terapotik ilaclarin 6zel hedeflenmesi icin etkilistacilar oldysu sonucunu
bulduklari calgmalari su sekildedir: Membran tip-1 matrix metalloproteinaz
(MT1-MMP), anjiogenezde dnemli rol oynamaktadir, tumor hicrelerinin yani sira
anjiogenik endotelyum hiicrelerinde ekspresedir. Boylece, MT1-MMP tumor ve
neovaskularite icin hedef molekul gibi kullanilabilgcedtsintimugidr. Son
yaplan calsmalarda, lipozomal antikanser ilaclarin bir hedeflelgandi gibi
MT1-MMP’ye kari antikorlarin yarari gosterilmektedir. MT1-MMP’ye rka
antkorun Fab-fragmentleri doxorubicin (DXR)-kapsullegmilipozomlarin
polyethylene glycol (PEG)’'nun merkeze uzak uclarina modifiye egiimDXR-
staik olarak kararli lipozomlardir (DXR-SIL[anti-MT1-MMP(Fab-)]). Antikorla
modifikasyon HT1080 hucreleri icinde (DXR-SIL[anti-MT1-MMP(Fab-)])'in
hicresel alimini 6nemli derecede artgirdgoralmugir, MT1-MMP’de yuksek
dizeyde ekspresedir, hedeflendiriimamlipozomlarla (DXR-stealthliposomes
(DXR-SL)) kasilastirimistir, MT1-MMP antikorunun (Fab-) MT1-MMP
ekspesse eden hucreler icin etkili hedefleme ligandi gidwnerilmektedir.
Tumor tastlyan farelerde DXR-SIL[anti-MT1-MMP(Fab-)]'inn vivo sistemik
uygulamasi DXR-SL ile kadastinldiginda tumoér buyimesini 6nemli derecede
onledigi  goOsterilmitir.  Bu  sonucun timér ve neovaskilarite igin
imminolipozomlarin aktif hedeflenmesinden kaynaklannoldugu tahmin
edilmistir. Bununla beraber, DXR-SIL[anti-MT1-MMP(Fab-)] veXR-SL’nin
tumor birikimi kiyaslanabilmektedir, enhanced permeation and retention (EPR)
etkisi aracilgl ile timorde her iki formilasyonun da toplagidoneriimektedir,
faka endotel ve tumor hicrelerinin her ikisinde de MT1-MMP'yi aktif hedefleme
aracilgl ile degildir. DXR-SIL[anti-MT1-MMP(Fab-)]'nin gelitiriimis antitimor
aktivitesi tumordeki kilcal damarlardan ekstravazasyon (damarlardgmiye
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akma) sonrasi lipozomlarla bigteilen antikor sayesinde hicresel alimini

hizlandirmasindan kaynaklagdgoralmugar.

1.8.2 Yag emdlsiyonlari

Emudisiyonlar, en basit tanimla birbiri ile kgmayan en az iki sivinin, birbiri
icinde damlaciklar halinde @ddigi heterojen sistemlerdir. Farmasotik ve
kozmetik alanda, birbiri ile gecimsiz iki maddeyi tek bir formulasyonda
bulundurmak ve cevresel etkenlerden maddeleri korumak fikri ile ortaya c¢ikan
emdulsiyonlar, gunumuzde, ghir taglyict sistemlere olan Ustunlagu
korumaktadir. Buyuk olcekli tretimleri icin uygun yontemler bulunmasina ve
dusik sistemik toksisitelerine gaen, taiyici sistem olarak yaemdulsiyonlari
kullanildginda, birgcok etkin maddenin sivi yalamlaciklari ve kan arasindaki
dagiliminin yiksek olmasi nedeniyle bu sistemlerden sgbkhizli olmaktadir
(Schwarz ve Mehnert, 1994). Lipit sistemlerle ilgiligeli bir sorun da, etkin
maddain saklama sirasinda sdri ve 0Ozellikle vicut sivilarina sizmasidir
(Numangzlu ve Tarimcl, 2006).

Emulsiyon sistemlerde en az iki faz bulunurglave sulu faz. Emilsiyonun
ic fazini oluguran damlaciklarin polidispergii degiskendir. Damlaciklarin
ortalama boyutu ise Umdulsiyonlarin siniflandiriilmasi agisindan 6nem ta
Ortalama cap! 10 nm’den kucuk sistemler miseller emulsiyon; 10-100 nm olanlar
mikroemulsiyon; daha buylk capa sahip olanlar ise makroemilsiyon olarak

adlandiriimaktadir (Jayakrishnan ve ark., 1998).

1.8.3 Kati lipit nanopartiktller

Oda ve vicut sicaldinda kati olan lipitlerin tayict matris olarak
kullanildg kati lipid nanopartikiller (SLN), emdulgatorler ilgabilize edilen,
nanometre boyutundaki partikiler sistemlerdir (Numdmoge Tarimci, 2006).
Lipid terimi geng anlamda kullaniimaktadir ve trigliseridleri (tristeavb.), kismi
gliseridleri (Imwitor vb.), y& asitlerini (stearik asit vb.), steroidleri (kolesterol
vb.) ve mumlar (setil palmitat vb.) icermektedir. Lipidler genellikle, GRAS
(Generally Recognized As Safe) 6zallie sahip fizyolojik bilgiklerdir. Lipid
dispersiyonu stabilize etmek icin, yuklerine ve molekulrlagarina bal olarak
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batin  emdalgatér  tipleri  kullanilabilmektedir. %21-5 emdilgatér veya
emulgator/yardimci emulgator kompleksi ile stabilizasyorglasemaktadir.
Emilgatorin secimi, uygulama yoluna ghdir. Parenteral uygulamalar icin
kullanilabilecek emiulgatérler oldukca sinirhdir. Emulgatér amach kullanilan
maddelere 6rnek olarak lesitinler, poloksamerler, etoksillgnminogliseridler ve
polisorbatlar verilebilir (Numandg ve Tarimci, 2006).

SLN'ler (solid lipid nanoparticles) sicak ve@&tk homojenizasyon yontemi
olarak iki sekilde hazirlanir. Hidrofilik etkin maddeler icin @k, lipofilik etkin
maddéer icin sicak homojenizasyon yontemi kullaniimaktadir. Kati lipit
nanopartukiler sistemler otoklav sterilizasyonunu mumkin kilmasinin yaninda,
formulasyonlarina gl olarak gamasinlari ve filtrasyona da imkan tanimaktadir.
SLN, so6zu edilen Gstunlikleri ile, etkin maddelerin topikal, ofalmik, oral ve
parenteral verifleri icin uygulama alani bulmtyr. Suda gu¢ ¢6zinen birgok
etkin madde icin yeterli biyoyararlanima yol agacaligincesi, bu tayici
sigemin gelecek vaat eden ilagitacilardan oldugnu gostermektedir (Demirel
ve Yazan, 2000).

Tez calgmasi kapsaminda, nanopartikillerle terap6tik pepiittemokional
antikorlar)  birlatirilmistir.  Kati  lipit  partikal  sistemleri  (LM;lipid
mikropartikiller, KLN;kati lipit nanopartikiller ve liposferler) arasinda yer alan
KLN’ler, bu biyolojik molekiller icin alternatif tayici sistemlerdir (Almeida ve
Soub, 2007)

Kati partikiller; polimerik nanopartikiller ve mikrokurelere, lipozomlara ve
yag emulstyonlarina kar birgcok avantaja sahiptir (Freitas ve Miller, 1998).

« Kati matris, etkin madde saliminda modifikasyornaag

e Uzun salim zamanlarinda nispeten ya\@zunma gorulur,

» Kimyasal bozunmaya karicerdikleri bilesikler korunur,

* Fizyolojik lipitlerden oluyir,

* Famasotik dozajlarin kararlgini arttirabilmesi,

» Kan diuzeyinde ani yukselmeleri dnleyerek; vetédn sonra etkin maddenin
yanetkilerinin azalmasina yol acar (Muller ve ark., 2000)

« Koloidal bayukluktedir,
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* Sulu dispersiyonlari uzun sire stabil kalabilir; alternatif olarak, dondurarak
veya puskuirterek kurutma uygulanabilir,

» Lipofilik ve hidrofilik etkin maddeler hapsedilebilir,

» Otoklav veya gamainlari ile sterilizasyon sganabilir,

» Hazirlama sirasinda fizyolojik bitglerin kullanilmasi nedeniyle toksikolojik
olarak kabul edilebilirdir,

« Uretimde organik ¢6ziici kullaniimamasi nedeniyle, organik ¢oziicii kalintis
icermez,

* Geng uygulama alanina sahip olmasi (dermal, rektal, mftalintravendz),

e« Muikemmel derecede biyouyumlu olmasi,

* Kuguk parcacik boyutu, genylizey alani,

» Endustiyel 6lgekte tretimleri mumkundur,

» Etkin maddenin kontrolli salimi dagabilir,

* Yilzey o0zelliklerinin modifikasyonu ile belirli dokulara ila¢c hedeflemesi
yapilabilir,

» Etkin madde cevresel etkenlerden korunur ve stabilitesi artirilir,

* Ekonomik olarak kabul edilebilir bir tagci sistemdir (Yazan ve Demirel,
2000; Numanogu ve Tarimci, 2006; &nel, 2012).

KLN'in dezavantajlari;

Parcacik boyutunun zamanla buyimesi,

Jellgme giliminin olmasi,

S&lama siresince polimorfik ggtgr nedeniyle ilag sizintisi,

Kristal yapisi nedeniyle zayif ilag yuklemesidir (Yazan ve Demirel, 2000; Gursoy,

2002; Enel, 2012).

Fakli kolloidal tasiyicilarin  avantajlarini  bir arada barindiran ve
deavantajlarini ortadan kaldiran KLN’lerin, kolloidal tggl sistem olarak
kullanimlar giderek artan bir ilgi gormektedir (Venkateswarlu ve Manjunath,
2004; Hu ve ark., 2004; Kim ve ark., 2005).

Kati lipit nanopartikuller, kontrolli hedefleme ve belli bir bélgeye ilac
iletimi icin buyidk gelecek vaat etmektedir ve bu yilzden taragcilarin ¢ok
ilgisini cekmektedir. KLN’lerin karakterizasyon ¢ahalari icin, foton kolerasyon
spetroskopisi, taramali elektron mikroskopisi (SEM), diferansiyel taramali
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kalorimetre gibi analitik tekniklerin uygun olgu vurgulanir (Abdul Hasan
Sathali ve Ekambaram, 2011).

1.8.4 Polimerik nanopartiktller

Polimer sistemler arasinda en fazla dikkati ¢ceken polietilenimin (PEI),
Poly(L-lisin) (PLL), jelatin ve kitosan gibi katyonik polimerler kullanilarak
hazirlanmg nano boyutlarda partiktler sistemlerdir.

Nispeten yav@ degradasyona ugramalari, Uretimlerinden gelen toksik
organik ¢oOzucu kalintilar, endustriyel oOlgekte Uretimleri igcin bir yontemin
bulunmamasi ve otoklav ile sterilizasyonlarinin  mimkin olmamasi gibi
dezavantajlara sahipken (Numghove Tarimci, 2006), bir avantajl 6zellikleri
katyonik lipidlerden daha stabil olmalarn nedeniyle DNA'yi nikleaz
degredasyonuna kardaha ¢ok korumalaridir (Kataoka ve ark., 2005; Laxke,
2006).

Emudlsiyon polimerizasyonu ve ¢6zicu ucurulmasi teknikleri ile hazirlanan
polimerik nanopartikiller ve mikrokurelerin, Uretirgleminden gelen organik
¢cobzlual atiklari, toksik monomer ve toksik bozunma urunleri ile kontaminasyon
riski vardir. Bu polimerik partikillerde, kati matrisin, birka¢ ginden uzun sire
kontrollii etkin madde salimina izin vermesine skarspesifik dezavantajlari
sunlardir:

« Dort haftaya ulgan dugik parcalanma ile RES’i (retikillo endotelyal sistem)
bozaak sistemik toksik etkilere neden olabilirler;

« Polilaktit (PLA) ve polilaktit/glikolit (PLA/GA) partikdllerinin insan
granulositleri ve makrofajlari tarafindan fagosite edildikten sonra sitotoksit
etkiler gozlenebilir;

« Uretim kaynakl toksik artiklar olabilir;

» Endustriyel dlgekte Gretim igin yontem mevcugiiidir;

* Otoklav ile sterilize etmek mumkin gidir. Gama gini ile sterilizasyon
sonral tooksik reaksiyon urdnlerinin ve radikallerin ohg olasilgl vardir
(Demirel ve Yazan, 2000).
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1.8.5 Miseller

Etkin madde parcalanmasini ve kaybini en aza indirmek, zararli yan
etkilerini dnlemek, biyoyararlanim ve etki yerlerinde bulunan oranlarini artirmak
icin, ¢esitli etkin madde salim sistemleri ve hedefleme sibégi gelitirilmi stir.

Sulu ortamda polimerik miseller olagran amfifil blok kopolimerler (rasgele, di-
blok, tri-blok ve graft kopolimerler gibi) Uzerinde ila¢ tggcilar olarak
calisiimaktadir (Yasugi ve ark., 1999; Yao ve ark., 201Afifilik blok
kopolimerler, hidrofilik ve hidrofobik monomer Unitelerinden ohygardir ve

sulu c¢ozeltilerde yuksek cozundiurme kapasiteli ve dayanikli yapida kuresel
miseller olugururlar Sekil 1.8 ve $kil 1.9).

A .

Sekil 1.8. Misel ve lipozom yapisi (http-6)
llag taiyici sistemler olarak misellesu avantajlari sgamaktadirlar

(Torchilin, 2001):

e COzUNnUrlg dugik etkin maddeleri ¢ozinldr hale getirmekte ve bdylece
biyoyararlanimlarini artirmaktadirlar.

» Gerekli bolgede etkin maddenin toplanabilmesigaaak icin vicutta yeterli

derecede uzun bir siire kalabilmektedirler.
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« Nanometre boyutlarinda blyluke sahip olmalar, onlarin zayif
damarlanmanin oldgu boélgelerde birikmelerine olanakgamaktadir.

» Spedik ligandlar balanarak hedeflendirilebilmektedirler.

« Blyuk miktarlarda, kolaylikla ve tekrarlanabilir  bir sekilde
uretilebilmektedirler.

« Iclerindeki  etkin  maddeyi biyolojik ortamda inaktivasyan
koruyabilmektedirler ve istenmeyen yan etkiler gozlenmemektedir (Ytksel ve
ark., 2003).

Sekil 1.9. Misel yapisi (http-7)

Arastirmalar, blok kopolimerlerden ole agregatlarin kureler, cubuklar,
vezkiuller, lamel yapilar, hekzagonal olarak yeihe gosteren ici bokalkalar gibi
cok sayida farkli misel benzesgekiller halinde bulunabile@ni gostermektedir.
Misel olusumu balica iki kuvvetin sonucu olarak meydana gelmektedir;
molekullerin bilsimine neden olan c¢ekim kuvveti ve misellerin ayri bir
makroskobik faz halinde sinirsiz biyumelerini 6nleyen itici kuvvet. Pekgok
calsmada polietilenoksit (PEO yani PEG) hidrofilik blogolugururken
hidrofobik blok olarak cok sayida farkli materyal kullaniimaktadigagda
cekirdek olugurucu blok olarak kullanilan biyolojik olarak gecimtidrofobik
polimerlerden bazilari verilrgtir (Yiksel ve ark., 2003):

* Poli(aspartik asit)

* Poli(beta-benzil-L-aspartat)
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* Polikaprolakton
* Poli(gama-benzil-L-glutamat)
» Poli(D,L-laktid)
» Poliakrilik asit
» Poli(oksi propilen)
* Oligo(metil metakrilat)
* Polistiren
Baslica iki hazirlama yontemi vardir: dnglan ¢c6zme yontemi ve diyaliz
yontemi Sekil 1.10).

Sekil 1.10. Blok kopolimer misellerin hazirlanmasinda uygulanan iki temel ydntemirgematik
gosterimi (Yiiksel ve ark., 200}
Yontemin secimi, bulyldk o6lcide blok kopolimerlerin su icindeki
¢cOzunurlugine bghdir. Eger kopolimer suda ¢ozlnebiliyorsa gilodan ¢ozme
yontemi; kopolimer suda c¢ok az miktarda c¢Ozindyorsa diyaliz yontemi

uygulanmaktadir.
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1.8.6 Mikrokapsuller

Mikropartikiler sistemlerden biri olarak kabul edilen mikrokapsuller, bir
cekirdezsin bir ceperle kaplanmasi sonucu @nsdozajseklidir. Genelde etkin
madde ‘¢cekirdek’, kaplama maddesi de ¢eper adini alir. Cekirdek maddeler: Farkli
etkin maddeler, Orrgn, antibiyotikler, analjezikler, vitaminler, sedagf]
proteinler, peptitler, hormonlar, enzimler, bakteriler, antikorlar, hticreler, boyalar,
pigmentler, fotg@rafcilik maddeleri ve besin maddleri kapsullenebilreeikt
(Dong ve ark., 2011).

Ceper maddeleri: dogal (agar, albumin, arap zamki, dektran, jelatinarkjtoz
kollajen, ngasta, mum, pektin, zein) ve sentetik (akrilik polireerlPEG, poli
Uretanlar, poli amitler, polistiren, PVA, PVP, seliloz ve tirevleri, slikonlar,
sellak) hidrofilik ya da hidrofobik polimerlerden sesfiliimektedir (Oner, 2004).

Mikroenkapsulasyon teknolojisinde kullanilan kaplama materyalleri ¢ok
cesitli olup, organik veya inorganik esasli olabilir. Mikrokapsulasyonun amaci,
gecimsizlgi gidermek, atmosfer koglarindan korumak, stabiliteyi arttirmak, etki
suresini uzatmak ve kontrolli salim sistemleri tretmektir. Mikroenkapsulasyon
tekniginin kimya, ziraat, gida ve yem, tip, eczacilik, vieterik, biyoteknoloji,
cevre ve tuketici ihtiyaclar gibi ¢cok genis kullanim alanlari vardir ghlove
Oner, 2010).

Mikrokapsullerde incelenmesi gereken fizikokimyasal Ozellikler, ceper
kalinhgi, gecirgenlik, zeta potansiyel, partikil buytglii salim, mekanik ve aki
Ozdlikleridir (Dong ve ark., 2011).

1.8.7 Mikrokureler

Caplan birkacum’den birka¢ ylizum’ye desisebilen, monolitik yapida,
miro tastyicilardir §ekil 1.11). Mikrokurelerden beklenen temel 6zellikletkin
maddeyi kontrolli salmasi ve yapisinggérmemesi, hedefe gamasi, in-vitro ve
in-vivo kosullara dayanikllik, biyolojik sistemlere uyumlu olmagiyolojik
olarak parcalanabilmesi ve parcalanma urinlerinin toksik olmamasidir (Peksoy ve
ark., 2004).
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Hazirlanmasinda @@l ve sentetik polimerler kullanilir. Hazirlama
yontemleri; polimerizasyon yontemi, koaservasyon yontemi, emudulsiyon
olusturma, in-situ yéntem, polikondenzasyon, puskurterek denduptiskurterek
kurutma, orifis yontemi, dispers fazda jghiee ve capraz Eama yontemi
(Gursay, 2002).

Kisaca mikrokurelerin klinik uygulamalarindan bahsedecek olursak; 5-FU,
BCNU, sisplatin, doksorubisin, mitomisin-C, adriamisin gibi antikanserojen
ilaclar mikrokure seklinde uygulanarak, hem toksik etkileri azaltiimakt@m
kontrolli salimlar sglanmaktadir. Antienflamatuar ilaglar (nhaproksen sodyum,
diklofenak sodyum, deksametazon, siklofosfamit mikrokureleri, sinovial sividan
hizla uzaklgan antienflamatuar ilaclarin daha uzun sire eklemdendsal
amacityla kullanilmgtir (Bozd& ve ark., 2001; Gdirsoy, 2002). Lokal
aneseziklerin etki surelerinin uzatilmasi amaciyla da mikrokureler hazirkmmi
Tc-99m poli (I-laktik) asit (PLA) mikrokureleri |6kositleri fagositik yolla
isaretleyebilmek icin hazirlangive monositlerin daha belirginsaretlenmesi
nedaiyle 06zellikle kronik inflamasyonda kullanilabilir oldug yapilan

calismalarla gosterilngtir (Peksoy ve ark., 2004).

Sekil 1.11. L-PLA mikrokirelerinin morfolojik &zelliklerine ait SEM (taramali elektron

mikroskobu) fotograflar (1-5 pm) (Peksoy ve ark., 2004)
Mikrokureler, lokal anesteziklerin etki surelerinin uzatilmasi amaciyla,

beyine implantasyon§engel-Turk ve ark., 2007), hedefleme amaciyla kullanil
Peptit ve proteinlerin stabilitesi artirihp salim profilleri  mikroktrelerle
ayarlanabilir. Mikrokireseklinde formule edilenslarla uzatiimg etki ve kuvvetli

imminizasyon elde edilmgtir. Daha c¢ok biyolojik olarak parcalanan
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polimerlerden PLA/PGA ve PLGA kullanilarak tetanoz ve difteri toksoitlerinin

mukrokureleri yapilmgtir (Gursoy, 2002).

1.8.8 Nanopartikiller

Blyukligti 10-1000 nm arasinda ggen, etkin maddeyi ¢6zUnmys
hapedilmis veya adsorbesekilde kontrolli olarak salan kati koloidal
patikullerdir. Nanokire ve nanokapsul olarak da isimlendirilirler. Nanokapsulde
etkin madde polimerik bir membranla cevrilidir, nanokirede ise matriks sistem
icinde etkin madde homojen glmis sekildedir. Nanopartikulden istenen
ozdlikler, ilaci kontrollii salmasi, etki etmeleri istenen bélgede toplanmasi, kararl
olmasi, talyicinin biyoparcalanabilir olmasi, parcalanma Uriinier toksik
olmamasi, sterilize edilebilir olmaseklinde siralanabilir (Gursoy, 2002).

Dogal ve sentetik polimerler hazirlanmalarinda kullanDogal polimerler
proteinler (albumin ve jelatin) ve polisakkaritler (aljinat, kitozan, dekstran) olarak
iki gruptur. Sentetik polimerler arasinda da 6nceden sentezlenen (polianhidrit,
polikaprolakton-PECL, poli(laktik asit)-PLA, poli(laktik-ko-glikolik asit)-PLGA)
veya hazirlama sirasinda sentezlenen polimerlerden (poli(siyanoakrilat)-PAGA)
yararlanilir. Peptit, protein ve nikleik asitlerin nanopatrtikdller ikentaasinda

polisakkaritler kullaniimaktadir (Gursoy, 2002).

1.8.9 Sfingozomlar (sfingolipitler)

Sfingolipitler temel olarak tim hayvanlarda, bitkilerde, ve mantarlarda ve
bazi prokaryotik organizmalarda ve virtslerde bulunur. Sfingoid iskeletine amid
zinciri boyunca bir yg asiti bgl olabilir ve/veya birincil hidroksilde bagrubu
bagli olabilir. Ba gruplari basit bir hidrojenden daha karmkagirlere dgisebilir,
ornezin; sfingomiyelinin (SM) fosfokolin kismi ve glikosyolipitlerin basitten
karmaik glikanlarina kadar (Kolter, 2011).

Sfingolipitler membran, lipoprotein, deri ve gdr biyomateryallerin
bilesenleri olarak glev gorir ve hiicre habegi®esinde modulatér ve mediatorler
olarak islevleri vardir. Glikosfingolipitler hicrelerin ekstdgker matriksinden
protein ve karbonhidratlara glanarak ayrica hicre adhezyonu ve huicre-hicre
etkilesiminde yer alirlar (Merrill, 2008). Bu sadece yapis@ dizenlemeyi
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sglamaz, ayni zamanda kam hiicrelerin memebran reseptorlerinin veya ayni
membranin aktivitesini ayarlayabilir. Orgg, gangliosit GM3 epidermal biyiime

faktorl reseptoru tirozin kinaz aktivasyonunu inhibe eder (Yoon ve ark., 2006).
Bazi sfingolipitler mikroorganizmalar, mikrobiyal toksinler (6give GMLin
kolera toksini tarafindan taninmasi) ve virtsler tarafindaglaoana bolgesi
olarak kullanilir (Hanada ve ark., 2006). Sfingolipitler proteinlere kovalent olarak
baglanabilir (Merrill, 2008).

1.8.10 Mikrosungerler

Polimer esasli, genellikle tropikal uygulanan, gézenekli mikropartikiler
tastyicilardir. Buyudklikleri 5-30um arasindadir. Bir gram mikrostingerin ylzey
alani 200-500 m, gézenek hacmi 0.6-4.0 énretkin madde kapsiilleme kapasitesi
ise %50-60 arasindadir. Mikrosuingerler, ilacin toksisitesini ve yan etkilerini
azaltir, etkinlgini uzatir, programlanabilir ve kontrolli salim $agarak sik
dozlama zorunlulugnu ortadan kaldirirlar. Biyolojik olarak parcalanmaya
sistemlerdir. Gozenek yapilarinin kiguk olmasi nedeniyle, bakterilerin girg@medi
yaplar olarak bilinirler. Partiktl buyuklkgii nedeniyle, deri ylizeyinde kalip, etkin
maddgi zamanla salarak, epidermistgrabirikimi 6nlenerek lokal etkili ilaclarin
guvenlirli i saglanms olur. pH'si 1-11 arasindaki ortamlarda, i8ye varan
sicakliklara dayanikhdirlar (K& 2002).

1.8.11 Niozomlar

Tek zincirli amfifillerin niozom oluturabilecgi ilk kez Hargreaves ve
Damer (1978) tarafindan goézlengtir. Oktadesil silfat ve oktadesil fosfat gibi
uzunzincirli deterjanlara; asit sabunlar, sabugy/yakolleri, oleat/kolesterol gibi
molekiller beraberliklerinden de faz gegicaklgl Uzerinde ve oldukga yuksek
konsantrasyonlarda vezikul oltigrabildiklerini rapor etnglerdir. Pazara sunulan
arinin stabilitesi 6nemlidir. Lipozomlarin stabilitesi ile ilgili calirken
fosfolipitlere alternatiflerin aranmasi cghalari aratiricilari, non-fosfolipit
vezkuller noktasina getirngtir. Non-iyonik ylzey etkin maddelerin kullanifl
vezkiillerle ilgili ilk patent 1975'te L'Oreal tarafindan alingtir (Ozer, 2002).
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Sonug¢ olarak, non-iyonik yilizey etkin maddelerin ana séile olarak
bulunduysu; yik verici madde ve kolestrolden aduns bu vezikillerin fiziksel yapi
ve kimyasal bilgim acisindan aktif ve uygun oldugdspatlanmy ve ilac talyici

sigemler arasinda yerini algtir (Ozer, 2002).
1.9 Pegilasyon

Pegilasyon, peptit ve proteinlerin  biyoteknolojik ve terapotik
potansiyellerini gelitirmek icin ¢ok ilgi duyulan bir yontemdir. Poly(etlepne
glycol) (PEG)'in, bir polipeptite diizgtin bgekilde bglandiginda, temel biyolojik
fonksiyonlarin- enzimatik aktivite veya reseptor tanima gibi- 6zelliklerinin
cogunu korurken modifiye eder. PEGdlanmasi, proteinlerin ylzeyini maskeler
ve polipeptitin molektl boyutunu arttirir, bdylece bobrek stzulimund azaltir,
antikorlarin veya antijen uygulangricrelerin korunmasi ve proteolitik enzimler
tarafindan yikimi azaltir. Son olarak, PEG, kendi fiziko-kimyasal 6zelliklerini
molekdllere iletir ve bdylece peptit ve peptit-olmayan ilaclarin bigdda ve
¢cozundilirli gini de modifiye eder (Veronese, 2001).

Terap6tik  proteinlerin ~ (antikorlar  gibi) sistemik yolla vicuda
uygulanmasinda kafasilan en buyik sorunlardan biri, ilacin hizla dolandan
uzeklastirip vicuttan atilmasi, bir geri ise geni dagsilim hacmine sahip
olmasidir.  Pegilasyon yontemiyle biygdam ve  c¢oOzunebilirlikleri
degistirilebilinir.

lag talyict koloidal sistemlerin sistemik dglma intraventz yolla
uygulanmasindan sonra, gba karacger olarak RES (retikilo endotelyal sistem)
tarafindan tutulumunu (~30 dakika) engellemek amaciyla, partikiller tizerine PEG
denilen hidrofilik bir polimer eklenerek/gmnarak dolgamda daha uzun sure
kalan stealth lipozomlar (veya sterically stabilized) Uzerine srpallar
yapimaktadir (Zalipsky ve ark., 1997; Storm ve Crommelin, 1998; Park ve ark.,
2001; Kiwada ve ark., 2006; Maeda ve ark., 2009; Silindir, 2009).

Opsonin olarak adlandirilan plazma proteinleri, viicuda giren lipozomlari
yabanci madde olarak algilar ve lipozomun membranipatalar, bu bdlanma
lipozomun RES hucreleri tarafindan tutulup galadan uzaklgtiriimasi slemini

aktive eder (Bakker-Woudenberg ve ark., 1993; Kullberg ve ark., 2002). Bu streg,
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immun sistemin lipozomlar dahil tim yabanci materyal olarak algladi
maddderi, nonspesifik atilm (fagositoz) mekanizmasi ile uzakiasasidir.
Lipozomlarin PEG [poly(ethylene glycol)] ile kaplanmasi RES hicrelerinin
lipozomlari tanimasini gugierir ve boylelikle lipozomlar dolamda daha uzun

surekalabilirler. (Terada ve ark., 2006; Steinhauser ve ark., 2006).

Dolasimda uzun kalacak partikdllerin intraventz iletim simde
makrofajlar tarafindan temizlenmemeleri icin 100 nm ve daha kiguk caplarda ve
hidrofilik bir ylizeye sahip olmalari istenir (Brannon-Peppas ve ark., 2004). PEG
hidrofilik bir polimerdir, bu nedenle partikillerin ylzeyini kaplamada kullanihr
(Zalipsky ve ark., 1997Kiwada ve ark., 2006; Harashima ve ark., 2007).

Bu polimer, lipozom ylzeyinde koruyucu bir tabaka ¢lugr ve plazma
proteinleri tarafindan taninmasini geciktirir, dolayisiyla lipozomlarin stimidan
uzeklastiriimalari yavalar ve sistemik dokamda daha uzun kalirlar. Ganimuzde
PEGKkapli “long-circulating” lipozomlarinin vitro ve in vivo biyomedikal alanda
yaygin kullanimlari vardir, hatta PEG kaph lipozomlar klinikte de

kullaniimaktadirlar (Immordino ve ark., 2006).
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2 MATERYAL VE METOD
2.1 Materyal

2.1.1 Cahlsmada kullanilan maddeler

Acridine Orange hemi(zinc chloride) salt Santa Cruz Biotechnology USA
Akrilamit/Bisakrilamit (% 30, 29:1) Applichem Almanya
Amonyum perstlfat (% 99) Applichem Almanya
Amonyum silfat Sigma-Aldrich USA
Anti-HER2 Antibody Sigma-Aldrich Cin
Brillant Blue G Amresco Amerika

DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) Sigmag#th israil
DKM (Diklorometan) Sigma-Aldrich Almanya
DMSO (Dimetilsulfoksit) Applichem Almanya
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Mediym Biological IndIsrail

EDTA (Etilen Diamin Tetraasetik Asit) Sigma-Aldrich Almanya
Etanol Merck Almanya

FITC (Fluorescein Isothiocyanate Isomer I) Sigma-Aldrich Amerika

FITC-conjugated Anti-HER2 Antibody (Neu) Santa Cruz Biotechnology

Amerika

Fotal sgir serumu ign&-Aldrich Almanya
Formaldehit (%37) Riedel de Haen Amerika
Glasiyel asetik asit Sigma-Aldrich Almanya
Gelucire® 50/13 (Gliserol makragol stearat) Gattefose Fransa

Glisin Merck Almanya
izopropanol rcklalmanya

Kloroform Carlo Erba Fransa
Lipofectamin® 2000 transfeksiyon ajani Invitroiyegiltere

Marker mix Thermo Scientific Amerika
Metanol Merck Almanya

MTT boyasi Applichem Almanya
Penisilin/streptomisin GlHGgitere

Phosphdpon 85G Phospholipid GmbH Almanya
Potasyum klortr Sigma-Aldrich Almanya
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SDS (Sodyum Dodesil Sulfat)

Merck Almanya

SDS o6rnek indirgeme tamponu (Laemmli 2X concentrate) Sigma-Aldrich

Amerika

Sparf 85 (Sorbitane trioleate)
Sodym bikarbonat

Sodyum hidroksit

Sodyum klortr

Trastuzumab (Herceptin)
Tween® 80

sorbitan monooleat)

TEMED (Tetrametiletilendiamin)
Trizma baz

Tripsin/EDTA

Triton ™ X-100

2.1.2 Cahlismada kullanilan cihazlar

Buyuk kapasiteli santriftj
Almanya

CO2'li etiv

Coklu okuyucu

Dikey elektroforez

Distile su cihazi
Dondurucu (-20°C)
Dondurucu (-80°C)
Floresan mikroskop
TEM- Gegirimli elektron mikroskobu
(G2 Spirit)

Gug kayngl

fletkenlik olger

Invert mikroskop

Jel dokimantasyon goruntileme cihazi

Fliskanya
Merck Almanya
Sigma-Aldrich Almanya
Merck Almanya
Risshere
Merck Almanya (Polioksietilen

Applichem Almanya
Sigma-Aldrich Almanya
Biological isdhil
Sigma-Aldrich Amerika

Hettich Zentrifugen (Rotina 420R)

BINDER Almanya

Perkin Elingiltere (Victor X 5)
Cleaver Scieritifigitere
Millipore Amerika

Liebherr MEDIline Almanya
New Brunswick Sci. Amerika
Leica 400DMI Almanya

FEI Tecnai™ Amerika

Conde861 Belcika
nda Instruments HI8820 Almanya
eida DMIL Almanya
Kodak 440CF Amerika
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Laminar aks kabini BIOWIZARRKtraLINE-130 Blue
Series Finlandiya
Liyofilizator SCANVAC (Cool Safe 110-4 Pro

Labocene) Danimarka

Manyetik karstirici Heidolphmdnya

Mikrosantrifij Eppendorf Almanya

Orbital Karstiricl BioCdgtuarf) UK

Otoklav Hirayama Japonya

Otomatik mikropipetler Eppendorf Almanya

pH-metre ThermoScientific Amerika
Rotavapor Buchi (R-28B3re

SEM (taramali elektron mikroskobu) Zeiss-Ultraplus Amerika

Sivi azot tanki Arpege 110 (Air Liquide) Fransa
Sonikator Sonics Amerika
Spektrofotometre Shimadzu Biotech (BioSpec-Nano)
(Protein miktar tayin cihazi) Amerika

Su banyosu JEIO TECH (BW-10H) Kore
Vorteks karstiric Jeio Tean Cin

Zeta potansiyel ve parcacik boyutu 6lcer Nano Zetasizéngifere
(Malvern)

2.1.3 Calismada kullanilan besi yerleri ve soltsyonlar

Hucre kaltard ¢ali smalarinda kullanilan besi yeri
DMEM ....oeviiiiiiiieeeennn 1,34 g
NaHCQ; (Sodyum bikarbonat).....0,37 g.
Fetal Bovine Serum (% 10 FBS)...10 mL
% 1 penisilin-streptomisin........... 1mL
% 1 L-glutamin........................1mL
90 ml otoklavlanmy distile suda DMEM ve NaHC{O¢o6zuldukten sonra,
saum, antikor ve amino asit eklenerek, karilip filtreden gegcirilir. pH 7.4’e

ayalanir. +£C’de saklanir.
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PBS 10X

NaCl.......coooiiiiiiiien, 809
Na2HPO4.7H20............. 1159
O O~ o §
KH2PO4.........ceeeee . 2.

Distile su ile 1 litreye tamamlanir, pH 7.2 ye ayarlanir.°C2de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir ve +4 C’de saklanir (Sambrook ve Russell, 2001).
SDS-PAGE 5X yuriatme tamponu (Running buffer)

Trisbaz................. 15g.
Glisin....................72 g.
SDS .. 59

0,8 L distile suda c¢ozilerek hacim 1 Litreye tamamlanir. pH 8.1-8.5
olmasi gerekir. Asit ya da baz eklenerek pH ayari yapilmaz. Tamp@ides
saklanir (Gomes,2010).

1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 (Ayirma jel tamponu)

Tris bazi molekuler @rhigr 121.1 g/mol'dir. 18.165 g Tris bazi 80 ml
distile suda ¢ozundukten sonra, 6N HCI kullanarak pH 8.8’e ayarlanir. Hacim
distile su ile 100 ml'ye tamamlanir. 1%%rde 15 dakika otoklavlanarak steril
edilir.

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 (Yukleme jel tamponu)

Tris bazi molekiler @rligi 121.1 g/mol’dir. 6.055 g. Tris bazi 80 ml
distile suda ¢ozundukten sonra, 6N HCI kullanarak pH 6.8’e ayarlanir. Hacim
distile su ile 100 ml'ye tamamlanir. 1%%rde 15 dakika otoklavlanarak steril
edilir.

%10 (w/v) SDS (Sodyum dodesil silfat)

1 g SDS 10 ml distile suda ¢ozulur. Oda 1sisinda saklanir.
%10 (w/v) APS (Amonyum perstilfat)

1 g amonyum persulfat 10 ml distile suda ¢6zilerek, daha kic¢ik hacimlere
bélunerek, -28C’de saklanir. Taze olarak kullanilir.

SDS-PAGE protein indirgeme tamponu
SDS o6rnek indirgeme tamponu (Laemmli 2X concentrate), Sigma-Aldrich,

USA. Hazir kullanilmgtir.
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Coomassie Brillant Blue jel boyama soltiisyonu (500 ml)

% 0.2 (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250 % 45 (v/v) etanol ve % 10
(v/v) asetik asit icerisinde c¢ozdardlur. %45 hacimde distile su eklenir.
Cozunmeyen parcaciklarin  kalmasi durumunda filtreden gecirilerek oda
sicaklginda saklanir.
Coomassie Brillant Blue jel yikama soltisyonu

300 mL suya 500 mL metanol eklenir. 100 mL asetik asit eklenerek, son
hacim 1 L'ye distile su ile tamamlanir. Son oranlar, distile su icinde %50 (v/v)
metanol, %10 (v/v) asetik asit bulunur.
50 pS/cm iletkenlige sahip NaCl ¢ozeltisi

Derisik NaCl c¢ozeltisi hazirlanir. Behere distile su koyaka manyetik
karstirict tGzerine alinir, iletkenlik 6lgcen cihazin probuhbee daldirlarak,
elektronik ekranda 50uS deerine ulgana kadar sodyum Kklorir cozeltisi
eklenmeye devam edilir. Bu sirada magnet ile sodyum kloriirtin homogginnaia
sazlanir. Iletkenlik 50 |S’ye ayarlanmy olunur (Olbrich ve ark., 2004).
DAPI boyama
Stok Solusyonu (50ug/ml)
500 ug 4',6-Diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride (DAPI), 10 mL metanol
icinde ¢ozulur. -20°C’de saklanir.
Boyama sollisyonu
24.5 mL Methanol
24.5 mL PBS
1 mL DAPI stok solisyonundan alinarak hazirlanir.

DAPI, son konsantrasyon 0.1-1pg/ml olarak kullanilir. Tek ve cift zincirli

DNA'yI boyar. DAPI uyarilma maksimum dalga boyu 340 ngrma dalga boyu
588 nnidir (http-11).

2.2 Metod

Tez calgmasinda, hazirlanan lipozom ve kati lipit nanopartééll
trastuzumabin  (Anti-HER2 antikoru) enkapsilasyonu ve adsorbsiyonun
sglanmayasi cagmalari yapilmg ve bu glemler gamasinda kullanilan tim

fiziksel ve kimyasal kgullarin genetik materyale olan etkisi giralmasi
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amaclanmygtir.  Ayrica, bu formulasyonlar kanser hicreleringgulanarak,
sitotoksik etkilerinin ve hicrelere glanma Ozelliklerinin dgerlendiriimesi
yapimistir. Hiicre olarak, metastatik insan meme kanseri kércrelmalari ve
antikorumuzun bglanmasinda hedef olarak kullanilabilen epidermal bliyume
faktoru reseptorini (EGFR) yuzeylerinde eksprese edebilmeleri nedeniyle MCF-7

hicreleri Sekil 2.1) kullaniimstir.

Sekil 2.1. Tek tabakali kltir ortamindaki MCF-7 hicrelerinin immunsitokimyasal yontem
ile boyanms goruntist [Herhangi bir renklendirme yapilmamistir. Yesil:
Mikrotubul, Mavi: Aktin, Kirmizi: Cekirdek yapilarini géstermektedir. Zeiss LSM
510 Lazer Taramali Konfokal Mikroskop (Prof. Dr. Alp Can ve Hakan Caoskun,

Ankara Universitesi)]
2.2.1 Lipozom formilasyonlarinin hazirlanmasi

Lipozomlarin formulasyonlarinin hazirlanmasinda sonikasyon yontemi
kullaniimistir.  Hazirlanan formulasyonlarin, hilenleri, hazirlama ve genetik
matryalin yuklenmesi yontemle€izelge 2.1de belirtilmistir.

Lipit olarak, fosfolipit yapili soya tohumu lesitini olan Phospholipon®85G
secilmg ve Lasic ve Templeton (2000)'un tanimi&adyontem kullanilmgtir.

Bunagore;

52



ANADOLU UNIVERSITESI

» Lipit cam balon icerisinde koroform:metanol (2:1 v/v) organik fazskamnda
coziindutilmustir. Rotavaporda 42C su banyosu tizerinde, 90-100 rpm’de
donduruerek, yaklaik 250 mbar basing altinda, 5 mL’lik cam balonun ig
yuzeyinde lipit film tabaka oluturulacak sekilde organik ¢6zucinin
uzeklastiriimasi sglanmstir.

* Lipit film tabakas! olugrulan balon igine, sulu faz eklemymwe sonikator
yardimiyla 1.5 dakika sire ile % 20 glcte sonike editimi Sire sonunda
hidrate edilen lipit film tabakadan, bolipozom vezikillerin olughasi

salanmistir.
2.2.1.1Lipozomlara katyonik 6zellik kazandirma

Genetik materyal-tayici sistem bilgimlerinin negatif yukltu htcre zarlari
ile etkilesim sglayabilmesi icin net pozitif deer tgimasi gerekmektedir (Uddin,
2007). Bu amacla, katyonik 0zellik gayan lipidik oktadesilamin, lipozom
formulasyonlarina belirli oranda eklemgtit  (Cizelge 2.1). Lipozom
formulasyonlari hazirlanirken, oktadesilamin, lipit ile birlikte ¢ozunduaruldikten

sonra, sonikasyonlemine tabii tutulmukardir.
2.2.1.2Lipozomlara antikorun enkapstlasyonu

Daha 6nce i¢ ylzeyinde lipit film tabaka dwrulan 5 mL’lik cam balona, 1
mL serum fizyolojik icinde dispers edilen antikorl@izelge 2.1'de belirtilen
oranlarda eklenerek ve sonikator yardimi ile %20 gugle 1.5 dakika boyunca
hidrate edilmgtir. Sonikasyon ile lipozom formulasyonu ofugulurken,

enkapsilasyon (yukleme)lemi de gerceklgirilmi stir.
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Cizelge 2.1. Formilasyon ¢agmalarinin tablosu [K:M, kloroform:metanol; DKM, diklorometan; AO, acridine orange; FITC, Fluorescein Isothiocyanate]

Lipitler Yizey Etkin Katyonik Ajan Genetik Organik Cozucu Boyar Madde Uygulanan Ydntemler
Maddeler Materyal
Formulasyon Phospholipon Gelucir® Tweerf Spar‘?j Oktadesil amif Herceptin K:M | DKM AO FITC Sonikasyon Diyaliz
85G® (g/2mL) 50/13 80 2)/5 (g/2 mL) (vIv) (500 (500 %20 Gl
(g/mL) 0 0 uL) pL)
% 99) | 4/9)
LO 0,02 - - 2:1 +
L1 0,02 0,0012 - 2:1 +
L2 0,02 0,0012 21mg/2mL 2:1 +
L3 0,02 0,0012 42mg/2mL 2:1 +
L4 0,02 0,0012 - 2:1 + +
L5 0,02 0,0012 - 2:1 + + +
L6 0,02 0,0012 FITC-bgl 2:1 +
Anti-HER2
(68019)
L7 0,02 0,0012 68Qug 2:1 + +
L8 0,02 0,0012 68Qwg 2:1 + + +
L9 0,04 0,0012 - 2:1 +
L10 0,04 0,0012 68Qug 2:1 +
L11 0,04 0,0012 68Qwg 2:1 + + +
L12 0,04 0,0012 FITC-bgl 2:1 +
Anti-HER2
(68019)
L13 0,04 0,0012 68Qwg + +
L14 0,02 - - + + +
L15 0,02 - 680ug + + +
K1 - 0,02 1,8 1,2 0,0012 - + +
K2 - 0,02 1,8 1,2 0,0012 68Q + + +
K3 - 0,02 1,8 1,2 0,0012 68Q + + +
K4 - 0,02 1,8 1,2 0,0012 FITC-pla + + Filtrasyondan
Anti-HER2 sonra +
(68019)
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2.2.1.3Lipozomlara acridine orange (Akridin turuncusu, AO) ve FITC

(Fluorescein Isothiocyanate Isomer I)’'in enkapstlasyonu

AO boyasi genellikle membranlar arasi pH gradiyentini belirlemede
kullanilir (Barenholz, 2012). Clerc ve Barenholz’'un (1998) vyaptiklari bir
calismada, lipozomlarla inkibe edilen akridin turuncusizelisinin floresan
yogunlugunun, gradiyent buyutkgiinden, vezikillerin hacminden ve sicakliktan
etkilendigi bildirilmi stir. Deneysel veriler, vezikullerin igcindeki akridinruncusu
monomerlerinin birikimini ve akridin turuncusu katyonlarinin sandivig-benzeri
yapisinin intravezikulereklini tanimlamak igin teorik modelle kiyaslargtm.

1940’lardan beri, AO sitokimyasal boya olarak kullangim Asidik
bolmeler icindeki varlgl veya asidik yapilara, nukleik asitler, kromatin ve
lizozomlara bglandgindaki karakteristik spektral g@simleri histoloji igcin ¢ok
kullansli olmustur. Transmembran proton gradiyentleri de AO ile tandabilinir.
9-Aminoacridine (9-AA) de floresan spektroskopisiyle pH gradiyentini
hesaplamak icin prob olarak tanimlagimm 9-AA’'nin floresan ygunlugu
kloroplast membran vezikillerinin vagh icinde veya transmembran pH
gradiyentleriyle lipozomlarin icinde bastirilir (Clerc ve Barenholz, 1998).

Akridin turuncusunun floresarsima siddeti 525 nm’de, uyarilim dalga
boyu 490 nm’'de hesaplangtir. AO, DNA ve RNA boyamada yillarca
kullaniimstir, ethidium bromide’den daha kuvvetli sinyal verakét jelin ¢ok
yikanmasi gerekir. (Azevedo ve ark., 2010).

Acridine orange (1 mg/1 mL) boyasi distile sudaitbnistir. Lipozom
formulasyonu gamasinda, AO ¢ozeltisinden 500glinarak sulu faza eklengwe
% 20 gigle 1.5 dk. suresince sonikasyon ile enkapsulasyon gestekie stir.

FITC 1 mg/l mL konsantrasyonda, pH’'si 8-9 arasinda ayarfanfan
distile suda daitilarak ayni glemle enkapsule edilrtir.

AO’'nun  pozitif ve negatif yikli lipozom formuilasyonlarina
yuklenmesindeki amag, olwyulan nano boyutlu lipit yapidaki lipozom
vezkullerin hicreye endositozla alinip alinmadin tespit edilmesidir. Hicre
yluzeyi negatif oldgundan dolayi, pozitif ylzey yukine sahip lipozomlarin

endostoz edilmesi beklenngtir.
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2.2.2 KLN formulasyonlarinin hazirlanmasi

KLN formulasyonlarinin  hazirlanmasinda da sonikasyon gekni
kullanilmstir. Hazirlanan formilasyonlarda kati lipit olarak % d2aninda
Gelucire® 50/13 ve yiizey etkin madde olarak TW&énve Spafig5 kargimi
kullanilmstir (Cizelge 2.1). Gelucife50/13 kat lipiti 5 mL’lik balon icerisinde
500 uL DKM icinde ¢ozundurulmitgir. Ylzey etkin madde karmi bir mikrotip
icinde 1 mL distile su icinde @ailmistir. Daha sonra ygi ve sulu faz sonikator
yardimiyla 1.5 dakika sure ile % 20 gucte sonike egtimiSire sonunda olag
suspasiyonlar rotavapora aktariljmve yaklgik 250 mbar basingta, 30 dakika
kada ve 41°C su banyosu lzerinde 60 rpm’de gtarlarak organik ¢ozucunin
uzeklasmasi sglanmstir. Olusan dispersiyon 0.22um filtreden gegcirilmg ve
diyaliz membraninaMedicell /nt. Ltd., 12-1400 Da, 15.9 mm:3(Nktarilarak 2

gln distile su icerisinde manyetik k@mcida diyalizedilmgtir.
2.2.2.1KLN’lere katyonik 6zellik kazandirma

Geluciré® 50/13 lipitleri anyonik 6zelliktedir (Chen ve ark., 2010). Genetik
maeryalin bu maddelere elektrostatik olarak tutunmasinitasagasi ve negatif
yuzey yukine sahip olan hicrelere ayni etkilesile tutunmasi icin katyonik
0zelik kazandiriimasi gerekmektedir (Uddin, 2007). Bu amacla, katyonik 6zellik
tastyan lipidik oktadesilamin DKM icinde lipit ile birlikd ¢oztndurulerek KLN

formulasyonu hazirlanrgtir.
2.2.2.2KLN’lere antikorun enkapsulasyonu

Kati lipit nanopartikullere antikor enkapstlasyonu icin, % 2 Gelucire®
50/13 kati lipiti 500 uL DKM igerisinde ¢ozundurilmusve Cizelge 2.1'de
belrtilen oranlarda ylzey etkin madde iceren ve @@0antikor eklenny sulu
faza % 20 glc¢ uygulanarak 1.5 dakika sonikasyelemi uygulanmgtir.
Olusturulan dispersiyonlar rotavapora aktargmive organik c¢6zicunun
uzalastirmasi icin yaklak 250 mbar'da 30 dakika kadar ve®&lsu banyosu

Uzeainde 60 rpm’de kastirilarak bekletilmgtir.
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Olusan dispersiyon 0.22um filtreden suizulerek diyaliz membranina
aktarilmistir. Distile su icerisinde ve manyetik kgrricida organik ¢ozlcu

kalintilarinin giderilmesi igin 2 guin diyalize birakiktr.
2.2.3 Formdilasyonlarin karakterizasyonu

Bu bélimde hazirlanan formulasyonlarin parcacik biygikie dailimi,

yuzey 6zelligi ve zeta potansiyeli gibi fizikokimyasal 6zellikldydirlenmistir.
2.2.3.1 Parcacik boyutu ve dagilimi

Haarlanan formulasyonlarda parcacik boyutu ve giani foton
kordasyon spektroskopisi kullanilarak olculniiis Olgiimlerde pH 7.4 ve 505
iletkenlige sahip 0.22um filtreden gecirilmg distile su kullanilmgtir. 100 uL
formulasyon 6rngi 1 mL distile su icerisinde d¢ailmis ve 25C'de
gerceklestirilen 100 o6lcimuin ortalamasi alinacagkilde ayarlanmi Zetasizer
cihazi ile 6lgimler 3 kez tekrarlangtir.

2.2.3.2Zeta potansiyel

Zeta potansiyel olcimiZetasizer cihazi kullanilarak yapilmgtir.
Elektrostatik hareketligin zeta potansiyeline dontigtlmesinde Helmholtz-
Smulochowskissitli gi kullaniimistir. 20 6lgimun ortalamasi alinacgkkilde
ayalanan cihazda oOl¢gimler 3 kez tekrarlagimni Distile sudaki iletkenfiin neden
olabilecezi kuguk deisimlerin 6lcim sonuglarini etkilememesi igin kullanilan
distile su 6lcimden 6nce 5@ iletkenlge NaCl ile ayarlanmive formulasyon bu
su ile seyreltilmgtir (1:10) (Olbrich ve ark., 2004).

2.2.3.3Morfolojik inceleme

Nanopartikillerin ~ morfolojik  dgerlendirmeleri  taramali  elektron
mikroskobu (SEM) ve gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile mumkundar
(Ekambaram ve ark., 2012; Feijen ve ark., 2011). Tezngaliinda elde edilen

formulasyonlarin morfolojik incelemesi TEM ve SEM yardimiyla yapgtmi
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TEM analizi igin, 5 mL distile su igerisinde ultrasonik banyoda disperse
edilen 6rnekler 300 mesh’lik karbon grid Uzerine damlatilarak havada kurgtulmu
ve ¢ssitli buyitmelerde incelenngiir. TEM analizi Anadolu Universitesi Bitki,
Ilag ve Bilimsel Aratirma Merkezi'nde (AUBBAM) yapilmistir.

Taramali Elektron Mikroskobunda (SEM) gorintl, yuksek voltaj ile
hizlandirilmsg elektronlarin numune Uzerine odaklanmasi, bu elektrometiein
numune ylzeyinde taratiimasi sirasinda elektron ve numune atomlari arasinda
olusan cgitli giri simler sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algikyda
toplanmasi ve sinyal gugclendiricilerinden gecirildikten sonra bir katodar
tupunin &ranina aktariimasiyla elde edilir. Modern sistemlerde bu
algilayicilardan gelen sinyaller dijital sinyallere cevrilip bilgisayar monitoriine
verilmektedir. Gerek ayirirm guiciu (resolution), gerek odak degririiepth of
focug gerekse goriunti ve analizi bgteebilme 6zellgi, taramal elektron
mikroskobunun kullanim alanini gglitmektedir. Ornegin 1000X biyutmede
optik mikroskobun odak derirgi yalnizca 0.1 um iken taramali elektron
mikroskobunun odak derigi 30 pm’dir. Ginimuzde modern taramali elektron
mikroskoplarinin ayirim gicu 0,05 nm'ye kadar igtini

Bayutme miktari ise 5X-300000X arasindggenektedir (http-9).

Tez calsmasinda elde edilen formulasyonlarin SEM go6runtilemes
Anadolu Universitesi, Fen Fakultesi, Kimya Bolumi’nde yapsimi

Taramali elektron mikroskopta, katl numune yuzeyi raster diizeninde yuksek
enerjili bir elektron demeti ile taranir. Bu teknikte ylzeydenti¢cegr sinyaller
olusturulur. Bunlar geri sacilmgi elektronlar, ikincil elektronlar, Auger
elektronlari, X-gini floresans fotonlari ve @ik enerjili diger fotonlardir.

Emudisifikasyon teknii ile elde edilen kati lipit nanopartikillerin ve
lipozomlarin etken madde yuklenmemgekilde ve etken madde yiklergni
sekilde, yizey morfolojisi Zeiss-Ultraplus taramali keten mikroskobu (SEM)
kullanilarak belirlenmitir. Sentezlenen nanopartikilller -11%C'de 24 saat
liyofilizatorde kurutularak liyofilize toz haline dortigtimugir ve ©Ornek
hamesine yerlgtirildikten sonra vakum altinda yaki&s100 A kalinlginda altin
tab&asi ile kaplanngtir. Daha sonra taramali elektron mikroskobu ile gorientil
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alinmstir. Ayrica olugurulan nano boyutlu partikiller, oda 1sisinda havad
kurutularak ayni yontemle SEM goruntuleri aligtm

2.2.4 Enkapsule antikorun formulasyonlardan ekstraksiyonu

Sonikasyon gleminin genetik materyalin kirilmasina neden oldugu
belirtilmi stir (Gvili ve ark., 2006). Sonikasyon yontemiyle lipozom KLN’lere
antikor yuklenmesi cajmasi sirasinda antikorlarda ddiglecek hasarin ve
kaybin belirlenmesi amaciyla Ekstraksiyon yontemisgelmi stir.

Lipozom formilasyonundan izolasyon: Dispersiyon ilgit ehacimde
Kloroform organik c¢ozucisu mikro tlpe eklenerek, yamaalt Ust edilerek
kanstiriimistir. 12.000 rpm’de, 15 dk. stire ile °@'de santrifiij edilmgtir. Farkli
santiftj hizlarinda (1000-14000 rpm) ve farkh surelerde (2-30 dk.) denemeler
yapilarak, optimizasyon camalari yapilmgtir. TUpun tst kisminda bulunan sulu
faz farkh bir mikro tipe alinarak, organik fazdan uzaktadmistir.

Kati lipit nanopartikil formilasyonundan izolasyon: Dispersiyon ié& e
haamde diklorometan (DKM) organik ¢Ozucusu mikro tipe eklenerek, sgava
alt Uist edilerek kastiriimistir. 12.000 rpm’de, 20 dk. siire ile +°@’de santrifij
edimistir ve sulu faz farkh bir mikro tlpe alinarak, organaz fatiimstir.

Her iki ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sulu faz protein miktar tayini
icin kullanilan Spektrofotometre (Shimadzu Biotech, BioSpec-Nano) cihazinda,
280 nm dalga boyunda ve 0.7 mm pathlength ile Glgulerek protein antikor
(protein) miktari belirlennstir.

Ayni yontemler ciplak antikora da uygulanarak ekstraksiygtgmierinin

antkor tzerinde etkisinin olup olmagiaratiriimistir.
2.2.5 Antikorun amonyum stilfat ile ¢okturilmesi

Amonyum stulfat ¢oktirmesinin yapiliamaci, trastuzumab (mAb) etken
maddeini iceren ve ticari satiadl Herceptin olan ilacin icgmndeki yardimci
maddéerden (L-histidin hidroklorur, L-histiding,a trehaloz dihidratpolisorbat
20) ayrstirarak, monoklonal antikoru saftagnaktir.

Ortama eklenecek nétral bir tuz, genellikle denatirasyona yol agmadan,
proteinlerin agregasyonuna (biraraya gelmelerine) ve c¢Ozeltiden ayrilarak
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cokmelerine yol acar. Amonyum stilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli
proteinlerin ¢okelmesini gtayan 2 dgerlikli, cok kullanilan bir tuzdur.

Farkli proteinler farkli tuz konsantrasyonlarinda cokerler. Etginke
cbzunukigl yuksek, pH'yr fazla etkilemeyen, cozeltide fazlanmsaya yol
acmayan, ucuz ve etkin bir tuz olan amonyum sulfat kullanilr.

CoOzeltinin istenilen konsantrasyona ( % doyggalu) ulgmasi icgin
eklenmesi gereken tuz miktari hesap yoluyla ya da bu amacla hazygldmmi
Tablodan yararlanilarakolaylikla bulunabilir.

Bir ¢ok protein % 55 amonyum sulfat doygugmda ¢oker.

4 M deisimde amonyum sulfat [(Nf.SOy] ¢Ozeltisi hazirlary:
(NH4)2SO4 molekdl a&irligi (MA);

N: 14 dmol

H: 1 g/mol

S: 32 g/mol

0O: 16 g/mol

MA (NH4)2504=(2X14)+(8x1)+32+(4x16)=132 g/mol.

Molekuler &irligi hesaplanan amonyum silfatin 100 mL c¢o6zeltisini
haarlamak i¢in kullanilmasi gereken miktar belirlenir.

m(gram)/MA(g/mol)
Molarite = (2.2)
Hacim (Litre)

m/ 132 (g/mol)
4 M= , m=5,28 gram (2.2)
0,01L

Denklem (2.1)'de formuldeki birimler gosterilgir. Buna gére, (2.2)'de
miktar belirlemek igin rakamlar yerine konarak sonu¢ hesaplanir. 5,28 g.
amonyum siilfat tartilarak, hacim 100 mL'ye tamamlanip’@&le manyetik
kanstiricida iyice kagtirilarak ¢ozelti doymushale getirilir. 0-30°C arasinda
amonyum sulfatin ¢ézundrliigdesismemektedir.

Denigik amonyum silfat c¢ozeltisi ve serum fizyolojikte gddan
trastuzumab gt hacimlerde mikro tipte katirilarak, 14.000 rpm’de 30 dk.
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boyunca santrifiij edilmgtir. Ust faz uzaklgtirilarak elde edilen antikor pelleti

istenilen tamponda gatiimistir.
2.2.5.1Diyaliz islemi

Amonyum sulfat coktirmesinden sonra saf olarak elde edilen trastuzumab
(mAb), tuzdan arindirmak amaci ile diyaliz membrana alinarak 2 gin boyunca saf
suda diyaliz edilngtir. Daha sonra formulasyonlara yuklemeslemi

gerceklestirilmi stir.
2.2.6 Hucre kultart ¢alismalar

Seglen kanser hucresinin (MCF-7, human breast cancer cell line)
Uretiminde ve formilasyonlarin uygulanmasinda hicre kaltor geiden
yararlanilmsgtir.

Hacettepe Universitesi, Eczacilik Teknolojisi Bolimi, Prof. Dnran
Vural'dan alinan MCF-7 hcrelerinin, DAPI boyama ile mikoplazma kontrolu
yapiimstir.  Yapilan  kontrol neticesinde hicrelerde  kontamypasa

rastlanmansgtir.

Sekil 2.2. Tek tabakali kultir ortaminda yeni béliinmis olan MCF-7 hicrelerinin Taramali
Elektron Mikroskobu gérintisit [Mikrograf, Adobe CS5 programi ile islenip,
renklendirme yapilmistir. LEO 438 VP (Prof. Dr. Alp Can ve Hakan Cakun,

Ankara Universitesi)]

61



ANADOLU UNIVERSITESI

Hucre kultaru tekni gi

1. Hicreler % 10 FBS, % 1 penisilin-streptomisin ve % 1 L-glutamin iceren
DMEM'’de kdlttre edilmstir.

2. Hicre kaltara 37°C'de % 5 COve % 95 hava iceren atmosfer ortaminda
yapiimistir.

3. Hucreler hizh biyume fazina gtéktan sonra 1X Tripsin/EDTA c¢ozeltisi ile
muarnele edilip alt kilttirlere (1:3 oraninda) ayriktmi.

4. Kullanilmayan alt kalttrler hiicre o olarak -196 °C’de sivi azot tankinda
uzun sire igin saklannstir.

Alt kiiltiire ayirma teknigi (75 cnf flasklar icin)

1. Kultdr mediumu uzakkgdirihr,

2. Kisa sire i¢in 0.25% (w/v) Trypsin - 0.53 mM EDTA solisyonu ile hicre
tabakasi hafifce yikanir, tripsin inhibitorl iceren serumun timui ugakia,

3. 23 mL Trypsin-EDTA solusyonu flaska eklenir ve invert mikroskopta hiicre
tabakasi kalkana kadar gozlenir (5-10 dk.),

Not: hicreleri kaldirmak icin vurmaktan ve kammaktan kaciniimalidir.

4. 6-8 nL biyutme mediumu eklenir ve kibarca pipetlenerek hicreler ¢ekilir,

5. Hiicre suspansiyonu santriflj tiptne aktarilir ve yakiB25xg’de 5-10 dakika
santifilj edilir. Stpernatant dokulur,

6. Hicre peleti taze besi yeriyle tekrar sispanse hale getirilir. Uygun miktarlarda
hiicre stispansiyonu yeni kiltir flasklarina eklenir.

7. 37°C’de inkilbe edilir.

Altkulttr orani: 1:3 — 1:6 orani 6nerilmektedir.

Besiyeri yenilenmesi: her hafta 2-3 kez dnerilmektedir (http-10).

Saklama icin; bayutme mediumu, %5 (v/v) DMSO ile tamamlanir,

Stok 1sisi: sivi nitrojen buhar fazidir.
2.2.6.1Sitotoksisite ¢algmalari

Gunumizde MTT  olarak  bilinen  3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromdir yontemi ilk olarak Mosmann tarafindan tanimlgmeni

daha sonra Alley ve ark. tarafindan ggirilmistir. Hicre biyolojisinde
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sitotoksisite, hiicre canlgh ve proliferasyonun dgrlendiriimesinde en c¢ok
kullanilan yontemdir (Olbrich ve ark., 2004; Stockert ve ark., 2012).

MTT, hicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriyglib@aksiyon
ile renk veren, suda ¢6zinmeyen formazana indirgenen bir maddedir. Bu yontem
canli hicrelerde mitokondrinin, MTT boyasinin tetrazolyum halkasini
parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Parcalanma sonucu soluk sari renkli
MTT boyasi koyu mavi-mor formazana indirgenmektedir. Canli ve mitokondri
fonksiyonu bozulmangi hiicreler mor renkte boyanirken, 6li ya da mitokondri
fonksiyonu bozulmushlcreler boyanmamaktadir. Hicrelerin MTT indirgeme
Ozdligi hucre canhiginin bir olcutu olarak deerlendirilir ve MTT analizi
sonucundalde edilen boya ygunlugu canli hiicre sayisi ile @ou oranti gosterir
(Yao ve ark., 2011; Uchida ve ark., 2009).

Hazirlanan formualasyonlarin hicre cagia etkisi MCF-7 insan ggis
kanri hiicrelerinde tetrazolyum tuzu testi (MTT) ile anaknistir.
1. Hucreler kulture edildikten sonra % 10 FBS iceren DMEM besiyerinde
suspansiyon haline getiril;mve Thomalami ile hiicre sayimi yapilgtir. Hiicre
suspasiyonu 96 kuyucuklu hucre kuoltar plakalarinin her kuyuwna 8000
hiicre/kuyucuk olacakekilde ekilmitir.
2. 1gunluk treme periyodunun ardindan sitotoksik etkiyi incelemek igin hicre
suspansiyonunun tUzerine farkli konsantrasyonlarda formulasyon 2. gin gklenmi
ve formulasyon ile muamele edilmeyen kontrol hicreleri ile birlikte 37°C’de % 5
CO2 ve % 95 hava igeren atmosfer ortaminda 24-48 saat inkubasyona
birakiimstir.
3. 2448 saatlik inkiibasyon siresi sonunda her bir kugab uL (5 mg/mL)
MTT boyasi eklenngive MTT boyasinin canli hiicreler tarafindan formazenu t
haline donutiirilebilmesi icin 37°C de 2 saat inklibe edgtini
4. Bu surenin sonunda formulasyon MTT kuyucuklardan uzakienis ve her bir
kuyucuga 150 uL DMSO eklenerek plaka okuyucuda (ELISA) 570 nm dalga
boyunda renk dgisimi belirlenmgtir (Yao ve ark., 2011).
5. Deney her bir degim icin 8 kuyuda yapilngive 3 kez tekrar edilrgtir.
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2.2.6.2A0 ve FITC yukli nanopartikillerin hiicrelere uygulanmasi

Formilasyonlarin hiicrelere gegizelliginin belirlenmesinde gegialanda
gézZem yapmak amaciyla 5x1icre/kuyu olacakekilde 6l plakalara ekim
yapimistir. L4, L5, L7, L8, L11, L13, L14 ve L15 formilasyoniain, daha 6nce
96’li plakalarda yapilan hicre kaltiri gahalar ile %50 canlilik iceren
konsantrasyonlari 1,5 mL %210 serum iceren besi yerindgtdiais ve hicrelere
uygulanmstir. Inkiibasyon 24 ve 48 saat olarak belirlenmé hiicrelere gegi

etkileri floresan mikroskobu goéruntileme yontemi ile tespit egtimi
2.2.7 SDS-PAGE yoOntemi

Bu calsmada antikorlarin yapisal gigimlerini belirlemek igcin en populer
PAGE (Polyacrilamide Gel Electrophoregiytntemlerinden birisi olan sodyum
dodesil sulfat poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) kullangtm

Prokeinlerin elektroforetik ayriminda gasta, agaroz ve seliloz asetat gibi
cesitli  jeller kullaniimakla birlikte, genelde en iyi aymin s&landgi
poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) tek@iuygulanir.

PAGE'de destek matrisi olan poliakrilamid, akrilamid monomerlerinin
capraz bglayici ("cross-linker") molekuller (N,N'-metilen-bakrilamid, kisaca
bis) yardimiyla kovalent olarak glanmasindan olan bir polimerdir.

Bu yontem proteinlerin saffinin kontrolti ve molekiler grliklarinin
sapanmasi amaciyla kullanihir (Gé¢cmen ve ark., 2008). Akrilamit ve N-N'-
metilen bis-akrilamit monomerlerinin polimegtaesiyle olugn jel matrisde
elektrik akimi yardimiyla proteinler buyukliklerine gore ayrilir. Polimerizasyon
baslatici/katalizor (amonyum persilfat ve TEMED) sistenyardimiyla
gerceklgir. SDS elektroforezde ger sistemlerden farkli olarak érnek hazirlama
tamponuna bir miktar SDS eklenir. SDS Ornekteki protein molekilinin etrafinda
boduk kalmayacaksekilde katman olugirarak negatif yuklenmesini #ar.
Boylece ayrgma, molekdllerin kendi yuklerinden bagsiz birsekilde, molekul
agirhklarina gore gercekg. Akim gecirildiginde jel matrisi icinde bulunan

proteinler farkl buyudklikteki porlardan buyukltklerine gore farkl gegizlari
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gosterir (Cizelge 2.2). Buna gore kucuk proteinler jelde hizli, blyuk proteinler ise
yava; ilerler (Wenk ve Fernandis, 2007).

Cizelge 2.2. Protein molekil girliklarina gére hazirlanan ayirma jeli yuzdeleri tablosu
(Laemmli, 1970)

Jel Ylzdesi %7 %10 %12 %15
Molekidl Agirlik 50 kDa - 500 20 kDa - 300 10 kDa - 200 | 3 kDa - 100 kDa
Araligl (kDa) kDa kDa kDa

SDS-PAGE yontemi (Laemmli, 1970)
Kullanilan ¢ozeltiler
Ayirma jeli (%12 Acrylamide , 30 mL)

Distile su 10.2 mL
% 30 Akrilamit/bisakrilamit 12 mL

1.5 M Trizma baz 7.5 mL
% 20 SDS (w/v) 0.15mL
% 10 APS 0.15 mL
TEMED 0.02 mL
Yukleme jeli (%4 Acrylamide, 10 mL)
Distile su 6.15 mL
% 30 Akrilamit/bisakrilamit 1.34 mL
0.5 M Tris-HCI 2.5 mL
% 20 SDS 0.05 mL
% 10 APS 0.05 mL
TEMED 0.01 mL
10X Yuriatme tamponu (Running buffer, pH 8.5)
200 mM Gilisin 144 g

25 mM Tris baz 30.2¢g
% 0.1 SDS (w/v) 1lg

Tris bazi ve glisin tartilarak Uzerine 1 L'ye yakin bir hacimde distile su
eklenir. Daha sonra SDS eklenerek yaidalO dk. kamtirilir. Hacim 1 L'ye
tamamlanarak 2-3 dak. daha kamilir. SDS bir deterjandir, bu nedenle, koruyucu

onlem alinarak tartim yapilmalidir ve havaya karasi énlenmelidir. pH kontrol
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edilmelidir, pH 8.1-8.5 arasinda olmalidir, asit veya baz eklenmemelidir (Gomes,
2010).
Brillant Blue ¢ozeltisi (jel boyama soliisyonu)

% 0.2 (w/v) Coomassie Brilliant Blue, % 45 (v/v) etanol/metanol ve % 10
(v/v) asetik asit icerisinde c¢ozduruliar. Cozinmeyen parcaciklarin kalmasi
durumunda filtreden gegirilerek oda sicakliginda saklanir (Ergen, 2013).

Brillant blue 0.002 g
Metanol:Distile su (1:1) 90 mL
Glasiyel asetik asit 10 mL

Jel yikama soltsyonu
300 mL suya 500 mL metanol eklenir. 100 mL asetik asit eklenerek, son
hacim 1 L'ye distile su ile tamamlanir. Son oranlar, distile su icinde %50 (v/v)
metanol, %10 (v/v) asetik asit bulunur. Jel boyandiktan sonra, ayirma jeli boyama
solisyonundan cikartilip, yilkama solisyonuna aktarilir ve arka plandaki renk
acllana ve protein bantlari ayirt edilene kadar yikama soliisyonu yenilenerek 3D
orbital ceviricide yikamaya devam edilir.
SDS i¢in protein 6rneklerinin ve saretleyicinin (marker) hazirlanmasi
1. Mikrotup igerisine yaklgk 10 pg protein konulmusgve Uzerine 2 X yukleme
tamponundan 20 lp eklenmitir.
2. Tupler yaklaik 90°C’de 4 dakika bekletilngtir.
3. Odaisisina gelene kadar yiuklemeden dnce beklgtiimi
4. Diger bir tipe 10 | distile su ile kagtirilan isaretleyici (marker) konulmugr.
Haarlanan 6rnekler, son hacimde 40 placak gkilde ayarlannstir.
SDSPAGE’in uygulanmasi;
1. Jel hazirlanmadan 6nce cam plakalar distile su ile yikanenkurulanmytir.
Camlar jel kasetine yerkgirilmis ve sikica tutturulmugr. Herhangi bir sizinti
olup oimadg distile su ile kontrol edilngtir.
2. SQraslyla, distile su, SDS, Tris ve akrilamit tipe konularak iyiceskealiar
sglanmistir. En son APS ve TEMED eklenerek ayirma jeli hammigtir.
3. Ayirma jeli (%12’'lik) plakalar arasina pipet yardimi ile hi¢ hava kaBarci
kalmayacak gkilde dokulmutir.
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4. Taraklarin yaklgk 1 cm altina kadar ayirma jeli doldurulduktan soierine
izopropanol eklenerek hava ile temas kesilwmeé polimerlgme icgin 1 saat
beklenmitir.

5. Ayirma jeli polimerize olduktan sonra kasedilerek izopropanol dokulir.
Ayirma jelinin Ust tarafi distile su ile dikkatlice yikanarak alkol kalintilarindan
temizlenir ve kurutma Kadi yardimi ile dikkatlice kurutulur.

6. Yukleme jeli (%4'lUK) icin kagim Ustteki sirayla hazirlandiktan sonra yine
mikropipet yardimiyla dokulmisve taraklar dikkatlice yerggrilmi stir.
Polimerlegme icin 1 saat beklengtir.

7. Daha sonra kaset tank icerisine ygritlémis ve tank yuritme tamponu ile
doldumnulmustur. Taraklar dikkatlice ¢ikarilngtir.

8. Omekler mikropipet yardimi ile kuyulara yuklengtii.

9. Ornekler 6nce 90 V ve 25 mA’de (bromofenol mavisi yiiriitme jelinin en altina
gelinceye kadar) jelde yakik 30 dk. yuratilmigir. Daha sonra 150 V’'a
cikarilarak 3 saat yurtutme yapilgr.

10. Yurutme glemi bittikten sonra jel dikkatlice tanktan ¢ikariinve tarak kismi
koparlarak atiimgtir.

11. Yuritme glemi sonunda jel bHiant blue ile boyannstir.

Jelin Brillant Blue G ile boyanmasi

1. Jel elektroforezden cikarildiktan sonrgman plastik kap icerisine alingtr.

2. Kabin icine hazirlanaBrillant Blue ¢ozeltisi konulup kap calkalayici Uzerine
alinmstir.

3. Cdkalayici Uzerinde bantlar goruliinceye kadar yaklassaat calkalanrgtir.
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3 BULGULAR

3.1 Lipozomlarla Yapilan Karakterizasyon Calismalari

Bu bolimde lipozomlara ait partikil boyutu ve gllamlari ve zeta

potansiyellerine ait bulgular verilrgiir.
3.1.1 Lipozomlarin pargacik boyutu ve dagilim bulgular

Lipozomlar genellikle kararli dgldirler. Zamanla tanecik boyutlarinda
farklilasma gorilmektedir.  Orrgn kuclk vezikuller daha biyik olarak
bicimlenmeye, buylk olanlar da kiculmeygilienli olurlar ancak bu kalite
acsindan ¢cok 6nemli gddir, ciinkl vezikullerin bali oldugu fosfotidilkolinlerin
0zdli gi genellikle dgismez kalir. Ancak kararlgr en iyi 100300 nm arasinda
gibi goériinmektedir (Kshirsagar, 2000).

Bu bdlimde elde edilen bulgula@6lim 2.2.3.1'de anlatilan ydntem

uygulanilarak ulglmistir.

Cizelge 3.1. Lipozomlarin ortalama parcacik buyukligu ve polidispersite indisi

LO L1 L2 L3 L4
Ortalama
Parcacik
236,3 nm 143 nm 158,4 nm 151,7 nm 687,2 nm
Boyutu (nm)
+36.4 +13.4 +13.41 +17.82 +24.3
+SH
0,395 0,368 0,421 0,386 0,674
PDI £SH +0.01 +0.01 +0.01 +0.01 +0.02
L5 L6 L7 L8 L9
Ortalama
Parcacik
146 nm 143,5 nm 1724,00 nm 125,5 nm 186,6 nm
Boyutu (nm)
+16.87 +5.35 +4.2 +9.45 +23.1
+SH
PDI +SH 0,393 0,431 1,000 0,336 0,490
+0.02 +0.01 +0.02 +0.01 +0.01
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Cizelge 3.1. (Devam) Lipozomlarin ortalama parcacik buyuklgi ve polidispersite indisi

L10 L11 L12 L13
Ortalama
Parcacik Boyutu 185 nm 131,9 nm 223 nm 560,9 nm
(nm) £SH +13.5 +12.45 124.1 +13.12
0,412 0,375 0,421 0,567
PDI £+SH +0.01 +0.01 +0.01 +0.01
L14 L15
Partikil Boyutu 159,4 nm 531,3 nm
(nm) £SH +7.33 +15.38
PDI £SH 0,484 0,556
+0.01 10.02

SH: Standart Hata, PDI: Polidispersiteindisi, n=3

L2 ve L3 formulasyonlari icin stabilite gozlemleri yapigm. Asagidaki

tabloda dgerler verilmatir.

Cizelge 3.2. L2 ve L3 formulasyonlarinin zamana ki boyut stabilite 6l¢timleri

Tarih 22.01.2013 13.05.2013 03.07.2013
L2 boyut 155,1 nm 140,7 nm 167,5 nm
+SH 12.74 +3.55 +1.32

L3 boyut 190,5 nm 158,4 nm 161 nm
+SH +12.8 +3.35 +3.51

SH, standart sapma n=3

Cizelge 3.3. L2 ve K2 formulasyonlarinin liyofilizayon sonrasi partikil boyutu dgisimleri

Liyofilizasyon dncesi boyut | Liyofilizayon sonrasi boyut
(nm) (nm)
L2 155,1 nm 961,3 nm
+SH +13.41 +39.72
K2 188,1 nm 160,6 nm
+SH 16.08 +17.34

SH, standart sapma n=3
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Lipozom formulasyonunun liyofilizasyon sonrasi boyutunun bugida
gbzlenirken, kati lipit nanopartikil formidlasyonunun liyofilizasyon sonrasi

boyutunun kiculdgi gozlenmgtir.
3.1.2 Lipozomlarin zeta potansiyel bulgular

Hazirlanan formulasyonlarin zeta potansiyeligetéendirmeleri Cizelge
3.4'de verilmistir. Zeta potansiyel O&lgumleri elektriksel alan igardeki
elektroforetik hareketlerden vyararlanilarak Bolim 2.2.3.2'de anlatildibi
olctilmustur ve birimi milivolttur (mV) (Celebi, 2002; Oner, 2004).

Cizelge 3.4. Lipozomlarin zeta potansiyel dlcim gerleri

LO L1 L2 L3 L4
Zeta
i -34,4 mV 84,1 mV 59,2 mV 53,2 mV 7,38 mV
potansiyel
+1.20 +0.67 +1.69 +2.49 2.2
(mV) +SH
L5 L6 L7 L8 L9
Zeta
) 83,2 mV 49,2 mV 1,42 mV 53,7 mV 46,6 mV
potansiyel
+1.34 1.2 +0.79 +0.76 +0.90
(mV) +SH
L10 L11 L12 L13 L14 L15
Zeta
] 47,1 mV 55,2 mV 28,5 mV 3,06 mv | -26,1mV | 3,86 mV
potansiyel
+1.19 +1.03 +0.94 +1.09 +2.34 +2.48
(mV) +SH

SH: Standart Hata, PDI: Polidispersiteindisi, n=3

Cizelge 3.5. L2 ve L3 formulasyonlarinin zamana K# zeta potansiyeli (mV) stabilite

olcimleri
Tarih 22.01.2013 13.05.2013 03.07.2013
L2 50,9 mV 55,5 mV 53 mV
+SH +0.88 +1.60 +2.00
L3 54,8 mV 59,2 mV 49,9 mV
+SH +0.65 +3.00 +1.48

SH, standart sapma, n=3
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Cizelge 3.6. L2 ve K2 formilasyonlarinin liyofilizayon sonrasi zeta potansiyeli gigimleri

Liyofilizasyon 6ncesi zeta Liyofilizayon sonrasi zeta
potansiyeli (mV) potansiyeli (mV)
L2 53 mv 61,4 mV
+SH +1.69 +2.12
K2 14,1 mV 27,2 mVvV
+SH 2.6 +1.21

SH, standart sapma, n=3

L2 ve K2 formulasyonlarinin liyofilizayon sonrasi zeta potansiyellerinin

yukseldgi gozlenmigtir.

3.2 KLN’lerle Yapilan Karakterizasyon Calismalari

Bu bolimde lipozomlara ait partikil boyutu ve gilamlar ile zeta

potansiyellerine ait bulgulara yer verilgtir.

3.2.1 KLN’lerin parcacik boyutu ve dagilim bulgulari

Sonikasyon ile nanopartikil hazirlama tegmde oktadesilamin miktarinin
paicacik boyutunun biylimesinde etkili olm@gh oktadesilamin miktarinin
artmasi ile ytzey yukianidn arg bilinmektedir §enel, 2012). Oktadesilamin

miktari sabit tutularak, KLN’ler hazirlanstir.

Cizelge 3.7. KLN’lerin ortalama parc¢acik buyukligi ve polidispersite indisi

K1 K2 K3 K4
Ortalama
Parcacik Boyutu 347,1 nm 299 nm 216,2 nm 303,5 nm
(nm) +SH +30.8 +6.08 7.4 +13.2
0,551 0,370 0,307 0,457
PDI £SH +0.01 +0.01 +0.01 +0.01

SH: Standart Hata, PDI: Polidispersiteindisi, n=3

Literatirde diyaliz sleminin polidispersite indisini etkilegh rapor
edilmistir (Legrand ve ark., 2007). Bu caghada, kati lipit nanopartiktllerden K2

ve K4’e uygulanan diyaliz sieminden sonra, polidispersite indisinin tig
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saptanmytir. Diyaliz isleminin, organik ¢o6zucu ile hazirlanan formuilasyonda
ortamda organik ¢ozucu attnin kalmasinin sitotoksisiteyi arttiggi(Legrand ve
ark.,2007; Almeida ve Souto, 2007) bilgisinden yola cikilarak yapiimasi gerekli
gorulmagar.

Patikil boyutu ve zeta potansiyeli uygun aralikta bulunan formulasyonlar
icin diyaliz sonrasi ortalama partikil boyutu ve polidispersite indisi Cizelge 3.10

verilmistir.

Cizelge 3.8. KLN'lerin diyaliz sonrasi ortalama partikil boyutu ve polidispersite indisi

Ortalama Ortalama Polidispersite Polidispersite
partikil boyutu | partikdl boyutu | indisi (diyalizden| indisi (diyalizden
(diyalizden 6nce (diyalizden once) +SH sonra) +SH

+SH sonra) +SH

K2 188,1 nm 299 nm 0,389 0,370
+12.2 8.2 +0.01 +0.01

K4 287,3 nm 303,5 nm 0,513 0,457
4.2 3.6 +0.01 +0.01

SH: Standart Hata, n=3

3.2.2 KLN'’lerin zeta potansiyeli degerlendirmeleri

KLN’lerin zeta potansiyelleriBolim 2.2.3.2de belirtilen yodntemle

belirlenmi ve sonuclari Cizelge 3.11'de veriktir.

Cizelge 3.9. KLN’lerin zeta potansiyel dgerleri

K1 K2 K3 K4
Zeta potansiyel 18 mv 14,1 mV 3,1 mVv 30 mv
(mV) +SH 0.8 2.6 +0.6 1.4

SH: Standart Hata, n=3
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3.3 Formulasyonlarin TEM Gortntileri ve Analizleri

Sekil 3.1. L1 Formilasyonu TEM goéruntisit (60000X buyutme)

Sekil 3.2. L1 Formilasyonu TEM goéruntisi (87000X buyutme)

73



Sekil 3.3. L7 Formulasyonu (Lipozom+ Trastuzumab +FITC) TEM gorintisi (60000X

blylitme)

Sekil 3.4. L7 Formulasyonu (Lipozom+Trastuzumab+FITC) TEM gorintist (60000X

blylitme)
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Sekil 3.5. L7 Formulasyonu (Lipozom+ Trastuzumab +FITC) TEM gorintisi (87000X

blyitme)

Sekil 3.6. L4 Formilasyonu (Lipozom+FITC) TEM géruntisi (105000X buyitme)
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Sekil 3.7. L4 Formilasyonu (Lipozom+FITC) TEM goéruntist (87000X buyitme)

Sekil 3.8. L8 Formulasyonu (Lipozom+Trastuzumab+Acridine Orange) TEM gorintlsu
(2550X buyutme)
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Sekil 3.9. K1 formilasyonu TEM goruntist (43000X buyitme)

3.4 Formulasyonlarin SEM (Taramali Elektron Mikroskop) Géruntuleri ve

Analizleri

Sekil 3.10. Liyofilize L1 formilasyonu SEM goéruntisi
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Sekil 3.11. Liyofilize L1 formilasyonu SEM goéruntisu

Sekil 3.12. Liyofilize L2 formilasyonu SEM goruntisu
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Sekil 3.13. Liyofilize K1 formulasyonu SEM géruntisu

Sekil 3.14. Liyofilize K1 formulasyonu SEM goruntisu
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Sekil 3.15. Liyofilize K2 formulasyonu SEM goéruntisi

Sekil 3.16. Liyofilize LO formilasyonu SEM goruntisu
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Sekil 3.17. Liyofilize LO formilasyonu SEM goérintisi

Sekil 3.18. L1 formiulasyonu havada kurutma sonrasi ¢ekilen SEM goruntisu
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Sekil 3.19. L1 formulasyonu havada kurutma sonrasi ¢cekilen SEM gorintlsu

Sekil 3.20. L1 formulasyonu havada kurutma sonrasi ¢cekilen SEM gorintisu

3.5 Hicre Kultara Cah smalari

3.5.1 Sitotoksisite calsmalari

Haarlanan tim formuilasyonlara ait sitotoksisitelerinin belirlenmesi igin

B6lim 2.2.6.1'de belirlenen yontemler uygulagtmi

82



ANADOLU UNIVERSITESI

kullanilan miktarlari

3.5.1.1Lipozom formilasyonlarinin sitotoksisite dgerlendirmeleri

Cizelge 3.10. Etkin madde icermeyen lipozom formilasyonlarinin sitotoksisite ¢ghasinda

LO, L1, L4, L5, L9, L14

0,2511/200uL

0,5ul/200uL

0,75u1/200uL

1 Wi/100uLC

1,25.1/100uL

2,5ul7100uL

Cizelge 3.11. Etkin madde iceren lipozom formulasyonlarinin, sitotoksisite ¢stnalarinda

kullanilan yaklasik trastuzumab (mAb) konsantrasyonlari

L2 L3

0,2ul/kuyu ~2,1ug/10QuL 0,25ul/kuyu ~5,25ug/10QuL
0,5ul/kuyu ~5,25u0/10QuL 0,75ul/kuyu ~15,7519/10QuL
0,75u/kuyu ~7,875ug9/10QuL | 1,5ul/kuyu ~31,5u9/10QuL
1 pl/kuyu ~10,5ug/10QuL 2 pl/kuyu ~42ug/10QuL
1,5ul/kuyu ~15,75ug/10QuL | 2,5ul/kuyu ~52,5u0/10QuL
3 ul/kuyu ~31,5ug/10QuL 3 pl/kuyu ~63ug/10QuL

L6, L7, L8, L10, L12, L13,L15 L11
0,25ul/kuyu ~0,17ug/10QuL 0,25ul/kuyu ~0,17ug/10QuL
0,5 ul/kuyu ~0,34ug/10QuL 0,5 pl/kuyu ~0,34ug/10QuL
0,75ul/kuyu ~0,51ug/10QuL 1,25ul/kuyu ~0,85ug/10QuL
1 pl/kuyu ~0,68ug/10QuL 1,5 pl/kuyu ~1,02ug/10QuL
1,25ul/kuyu ~0,85ug/10QuL 2,5 pl/kuyu ~1,7ug/10QuL
2,5 ul/kuyu ~1,7ug/10QuL 3,5 ul/kuyu ~2,38ug/10QuL
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120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 -

40,00 -

20,00 -

0,00 -

% Canlilik

Trastuzumab

Konsantrasyon

24h

Sekil 3.21. Hicrelere d@rudan uygulanan etkin madde Trastuzumab’in (Anti-HER2

Antikoru) 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (IGy: ~275 ng/100 plL)

(n=3)

120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00

% Canlilik

Trastuzumab

Konsantrasyon

48h

Sekil 3.22. Hucrelere d@rudan uygulanan etkin madde Trastuzumab’in (Anti-HER2

Antikoru) 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1Gy: ~65 ng/100 pL)

(n=3)
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120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00

% Canlilik

Trastuzumab (A.S. ¢oktirmesi)

Konsantrasyon

24h

Sekil 3.23. Amonyum sulfat ¢coktirmesi yapilan Trastuzumab’in (Anti-HER2 Antikoru) 24
saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00

% Canlilik

Trastuzumab (A.S. ¢oktirmesi)

Konsantrasyon

48h

Sekil 3.24. Amonyum sulfat ¢oktirmesi yapilan Trastuzumab’in (Anti-HER2 Antikoru) 48

saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)
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% Canhhk

120,00

100,00 -+

80,00 4 -

60,00 4

40,00 -

20,00 4

0,00

Acridine Orange (2mg/2mL)

0,1 pL

0,25 pL

0,5 pL 0,75 pL 1pL

Konsantrasyon

1,5 pL

3 uL

24h

Sekil 3.25. Hucrelere dgrudan uygulanan A.O. (Acridine Orange) boyasinin 24 saatlik
inkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1Gy: ~0,25uL/100puL) (n=3)
Acridine Orange (2mg/2mL)
120,00 -
100,00 -
x 8000- T
S 60,00 - 48h
O
S 40,00 -
20,00 -
0,00 +— —
0,lpL  0,25upL  05uL 0,75puL 1L 1,5 uL 3puL
Konsantrasyon
Sekil 3.26. Huicrelere dgrudan uygulanan A.O. (Acridine Orange) boyasinin 48 saatlik

inkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1G: ~0,15uL/100puL) (n=3)
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% Canlilik

100,00 -
80,00 -
60,00 -
40,00 -

20,00 -

0,00

FITC (2mg/2mL pH:8,3 dsu)

1,5 pL

2,5 pL 5uL 10 pL 15 pL 20 uL

Konsantrasyon

24h

Sekil 3.27. Hucrelere dgrudan uygulanan FITC'’in (Fluorescein Isothiocyanate) 24 saatlik

inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1Gy: ~17,5uL/100puL) (n=3)

% Canlilik

120,00 -
100,00 -
80,00 -
60,00 -
40,00 -
20,00 -

0,00 ~

1,5 pL

FITC (2mg/2mL pH:8,3 dsu)

-1
2,5 puL 5uL 10 pL 15 pL 20 uL

Konsantrasyon

48h

inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1Gy:~ 12,5uL/100pL) (n=3)

Sekil 3.28. Hucrelere dgrudan uygulanan FITC'in (Fluorescein Isothiocyanate) 48 saatlik

% Canlilik

120,00 -
100,00 -
80,00 -
60,00 -
40,00

20,00 -

0,00

LO-Lipozom (oktade silamin yok)

0

,25

0,50 pl 0,75 pl 1pL 1,25 pL 2,5puL
Konsantrasyon

24h
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Sekil 3.29. Hucrelere uygulanan LO'In 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)




LO-Lipozom (oktade silamin yok)

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - 48h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1pL 1,25 pL 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.30. Hiicrelere uygulanan LO'In 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

LO formulasyonu, katyonik ajan olan oktadesilamini icermemektedir.

Sitotoksisite profilinde gozlengi gibi hiicrelere toksik etki gostermegtir.

L1-Lipozom

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - 24h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00 ~

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1pL 1,25 pL 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.31. Hiicrelere uygulanan L1'in 24 saatlik inkilbasyonu sonucu sitotoksisitesi (kg
~1,05pL/100 pL) (n=3)

ANADOLU UNIVERSITESI
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L1-Lipozom
120,00 -
100,00 - T -
80,00

60,00 - 48h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00 -~

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1pL 1,25 pL 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.32. Hiicrelere uygulanan L1'in 48 saatlik inkilbasyonu sonucu sitotoksisitesi (kg
~1,3 uL/100 pL) (n=3)

L1 formUlasyonunun 48 saatlik inkiilbasyonu sonucu, 24 saatlik inkiibasyon
sonucundan daha toksik olduggorulmigir. Hucrelerin daha uzun sure

nanopatikullerle temas etmesi toksik etkiyi arttirgtir.

L2-Lipozom+Trastuzumab (21 mg/2mL)

120,00 A
100,00
80,00

60,00

% Canhiik

24h
40,00 -

20,00 -

ANADOLU UNIVERSITESI

0,00

0,2 uL

T T T T
0,5puL 0,75 pL 1 pL 1,5 pL 3 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.33. Hucrelere uygulanan L2'nin 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (I
~2,5uL/100 pL) (n=3)
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120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 -

% Canlilik

40,00

20,00 -

0,00

L2-Lipozom+Trastuzumab (21mg/2mL)

0,2 ul

0,5 ul 0,75 pl 1pL 1,5 puL

Konsantrasyon

3L

48h

Sekil 3.34. Hucrelere uygulanan L2'nin 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (I
~1nuL/100 pL) (n=3)

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 -

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

L3-Lipozom+Trastuzumab (42mg/2mL)

0,25 pl

0,75 pl 1,5l 2 uL 2,5puL

Konsantrasyon

3puL

24h

Sekil 3.35. Hucrelere uygulanan L3'Un 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (Kg
~1,2 pL/100 pL) (n=3)
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120,00 -
100,00 1 T
80,00 -

60,00 -

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00 -~

0,25 pl

L3-Lipozom+Trastuzumab (42mg/2mL)

0,75 pl 1,5l 2 uL 2,5 uL

Konsantrasyon

3puL

48h

Sekil 3.36. Hicrelere uygulanan L3'0n 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (Kg
~0,6 nL/100 pL) (n=3)

120,00 -
100,00 -
80,00 -|

60,00 |

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

L4-Lipozom+FITC

0,25 ul

0,50 pl 0,75 ul 1pL 1,25 pL
Konsantrasyon

2,5 L

24h

Sekil 3.37. Hicrelere uygulanan L4'lin 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)
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L4-Lipozom+FITC

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - 48h

% Canlilik

40,00 -
20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5uL

Konsantrasyon

Sekil 3.38 Huicrelere uygulanan L4'lin 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

FITC (Fluorescein Isothiocyanate) molekdlinin, hicre  kaltard
calismalarinda kullanilan konsantrasyon oranlarinda tokgikiain gézlenmedii
degerlendirmesi yapilnytir.

L5-Lipozom+Acridine Orange

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - 24h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

ANADOLU UNIVERSITESI

Sekil 3.39 Hicrelere uygulanan L5'in 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (kg
~0,75uL/100 pL) (n=3)
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120,00 -
100,00 ~
80,00

60,00 |

% Canlilik

40,00 ~

20,00

0,00 +—
0,25 pl

L5-Lipozom+Acridine Orange

48h

0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.40. Hiicrelere uygulanan L5'in 48 saatlik inkilbasyonu sonucu sitotoksisitesi (kg
~0,5uL/100 pL) (n=3)

120,00 -
100,00 - -
80,00 -

60,00 -

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00 +——
0,25 pl

0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

L6-Lipozom+Trastuzumab+FITC-Anti-HER2 Antikoru

24h

Konsantrasyon

Sekil 3.41. Hucrelere uygulanan L6’nin 24 saatlik inklibasyonu sonucu sitotoksisitesi (¥
~0,95uL/100 pL) (n=3)
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60,00 -

% Canlilik

40,00 -
20,00 -

0,00 ~

120,00 -
100,00 -

80,00 -

L6-Lipozom+Trastuzumab+FITC-Anti-HER2 Antikoru

0,25 pl

48h

0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5uL

Konsantrasyon

Sekil 3.42. Hucrelere uygulanan L6’nin 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (¢
~0,5uL/100 pL) (n=3)

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 -

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

L7-Lipozom+Trastuzumab+FITC

24h

0,00

0,25 pl

0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.43. Hucrelere uygulanan L7'nin 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (kg
~2,4 uL/100 pL) (n=3)
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60,00

% Canlilik

40,00
20,00
0,00

120,00 -
100,00 -

80,00 -

L7-Lipozom+Trastuzumab+FITC

48h

0,25 pl

0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5uL

Konsantrasyon

Sekil 3.44.Hucrelere uygulanan L7'nin 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (I
~1,3 uL/100 pL) (n=3)

120,00
100,00
80,00

60,00

% Canlilik

40,00

20,00 -

0,00 -

0,25 pl

L8-Lipozom+Trastuzumab+Acridine Orange

24h

0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.45. Hiicrelere uygulanan L8'in 24 saatlik inklibasyonu sonucu sitotoksisitesi (kg ~1
ul/100pL) (n=3)
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120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 -

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00 -~

0,25 pl

L8-Lipozom+Trastuzumab+Acridine Orange

0,50 pl 0,75 pl 1pL 1,25 pL

Konsantrasyon

2,5 L

48h

Sekil 3.46. Hiicrelere uygulanan L8'in 48 saatlik inkilbasyonu sonucu sitotoksisitesi (kg
~0,65pL/100 pL) (n=3)

L8 formulasyonu, hicrelerin  floresan  gorunttilenmesi

amaciyla
kullaniimstir.
L9-%2Lipozom
120,00 -
100,00
x~ 80,00 -
S 60,00 - 2ah
O
= 40,00 1
20,00 -
0,00
0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 uL 2,5 puL
Konsantrasyon

Sekil 3.47.Hucrelere uygulanan L9’un 24 saatlik inklibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)
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L9-%2Lipozom

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - 48h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1pL 1,25 pL 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.48. Hicrelere uygulanan L9'un 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (Kg
~1,35pL/100 pL) (n=3)

L10-%2Lipozom+Trastuzumab

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - 24h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00
0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.49.Hicrelere uygulanan L10’'un 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (kg
~0,3 uL/100 pL) (n=3)

97



L10-%2Lipozom+Trastuzumab

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - 48h

% Canlilik

40,00
20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5uL

Konsantrasyon

Sekil 3.50. Hicrelere uygulanan L10'un 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (kg
~0,3 uL/100 pL) (n=3)

L9 ve L10 kagilastiriidiginda, etkin madde yiklengiolan L10'un
sitotoksisitesinin fazla oldug bulunmugur. Buna gore, olugrulan lipozom

formulasyonlarina etkin madde yuklemesi yapilabgirgosterilmatir.

L11-%2Lipozom+Trastuzumab+Acridine Orange

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - 24h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 1,25 pl 1,5 L 2,5 uL 3,5 L

Konsantrasyon

ANADOLU UNIVERSITESI

Sekil 3.51. Hucrelere uygulanan L11'in 24 saatlik inklibasyonu sonucu sitotoksisitesi (4
0,8 puL/100 pL) (n=3)
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L11-%2Lipozom+Trastuzumab+Acridine Orange

120,00 -
100,00 -
80,00 -|

60,00 - 48h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -|

0,00 -

0,25 pl 0,50 ul 1,25l 1,5 pL 2,5 L 3,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.52. Hucrelere uygulanan L11'in 48 saatlik inkiilbasyonu sonucu sitotoksisitesi (¥
0,35puL/100 pL) (n=3)

L12-%2Lipozom+Trastuzumab+FITC-Anti-HER2 Antikoru

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - 24h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.53. Hucrelere uygulanan L12’'nin 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (i
~1,25puL/100 pL ) (n=3)
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120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 -

% Canlilik

40,00
20,00 -

0,00

L12-%2Lipozom+Trastuzumab+FITC-Anti-HER2 Antikoru

48h

0,25 pl

0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5uL

Konsantrasyon

Sekil 3.54. Hucrelere uygulanan L12'nin 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (¢
~0,8 nL/100 pL) (n=3)

120,00 -
100,00 -
80,00 |

60,00 |

% Canlilik

40,00 -

20,00 -|

0,00

L13-%2Lipozom+Trastuzumab+FITC

24h

0,25 ul

0,50 pl 0,75 ul 1pL 1,25 pL 2,5puL

Konsantrasyon

Sekil 3.55. Huicrelere uygulanan L13'lin 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)
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L13-%2Lipozom+Trastuzumab+FITC

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - 48h

% Canlilik

40,00 -
20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl luL 1,25 pL 2,5puL
Konsantrasyon

Sekil 3.56. Hucrelere uygulanan L13'ln 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

L14-Lipozom+Acridine Orange (oktadesilamin yok)

120,00 -

100,00 -
~ 80,00 - +
S 60,00 | 24h
O
S 40,00 A

20,00 -

0,00
0,25 pl 0,50 0,75 pl 1L 1,25 uL 2,5 puL
Konsantrasyon

Sekil 3.57. Hucrelere uygulanan L14'ln 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

L14-Lipozom+Acridine Orange (oktadesilamin yok)

120,00 -
100,00 -
80,00 |

60,00 - 48h

% Canlilik

40,00 -
20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 i 0,75 1pL 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.58. Hucrelere uygulanan L14'ln 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

101



ANADOLU UNIVERSITESI

% Canlilik

0,00

120,00 -
100,00 -

80,00 -

40,00
20,00 -

L15-Lipozom+Trastuzumab+Acridine Orange (oktadesilamin yok)

60,00 - 24h

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5uL

Konsantrasyon

Sekil 3.59. Hucrelere uygulanan L15'in 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 -

% Canlilik

40,00 -
20,00 -

0,00

L15-Lipozom+Trastuzumab+Acridine Orange (oktadesilamin yok)

48h

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5uL

Konsantrasyon

Sekil 3.60. Hucrelere uygulanan L15'’in 48 saatlik inklibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)
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3.5.1.2 KLN formilasyonlarinin sitotoksisite dgerlendirmeleri

Cizelge 3.12. Etkin madde icermeyen KZ1'in sitotoksisite c¢amasinda kullanilan

formulasyon miktarlari

Formulasyon K1
0,25ul/100uL
0,5ul/100uL
Konsantrasyon | 0,75u1/100uL
Miktarlari 1 pl/100uL
1,25u/kuyu
2,5ul/kuyu

Cizelge 3.13. Etkin madde iceren KLN formilasyonlarinin, sitotoksisite caimalarinda

kullanilan yaklasik trastuzumab (mAb) konsantrasyonlari

Formiilasyonlar K2, K3 ve K4
0,25u1/100uL ~0,17ug/10QuL
0,5ul/100uL ~0,34ug/10QuL

Konsantrasyon | 0,75ul/100uL ~0,51pg/10QuL

Miktarlari 1 pl/200uL ~0,681g/10QuL
1,251/kuyu ~0,85ug/10QuL
2,5ul/kuyu ~1,7ug/10QuL

Muller ve arkadglari ile baglayan KLN calgmalarinin ygun ilgi
goémesinin nedeni sitotoksik olmamalaridir (Yuan ve ark., 2008; Subedi ve ark.,
2009).
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K1-KLN

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - 24h

% Canlilik

40,00 -
20,00 -

0,00 +— ‘ ‘ . ‘ ‘ —
0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5uL

Konsantrasyon

Sekil 3.61. Hucrelere uygulanan K1'in 24 saatlik inkilbasyonu sonucu sitotoksisitesi (kg
~0,55puL/100 pL) (n=3)

K1-KLN

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - 48h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.62. Hucrelere uygulanan K1'in 48 saatlik inkilbasyonu sonucu sitotoksisitesi (kg
~0,55uL/100 pL) (n=3)

Katl lipit nanopartikillerin, peptit/protein  molekdllerini #ayarak
hicrlere talyabildigi bilinmektedir (Almeida ve Souto, 2007). Bu tez
calismasinda lipozomlara alternatif olarak gd#éin, kati lipit nanopartiktllerinin
sitotoksisite profilleri, literatirin (Subedi ve ark., 2009) aksine oldukc¢a yuksek
bulunmugur.
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120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 -

% Canlilik

40,00 -
20,00 -

0,00

K2-KLN+Trastuzumab

0,25 pl

0,50 pl

0,75 pl 1L

Konsantrasyon

1,25 pL

2,5 L

24h

Sekil 3.63. Hucrelere uygulanan K2'nin 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 -

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

K2-KLN+Trastuzumab

0,00

0,25 pl

0,50 pl

0,75 ul 1pL

Konsantrasyon

1,25 pL

2,5 L

48h

Sekil 3.64. Hicrelere uygulanan K2'nin 48 saatlik inklibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

Glikoprotein yapili anti-HER2 antikoru (trastuzumab), K2 formilasyonuna

eklenerek sitotoksisite camnalari yapilmgtir.
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K3-KLN+Trastuzumab+FITC

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - 24h

% Canlilik

40,00 -
20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5uL

Konsantrasyon

Sekil 3.65.Hicrelere uygulanan K3'lin 24 saatlik inkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (IC50:

~0,5uL/ 100 pL) (n=3)

K3-KLN+Trastuzumab+FITC

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - 48h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00 - —

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.66.Hicrelere uygulanan K3'lin 48 saatlik inkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (IC50:

~0,4pL/ 100 pL) (n=3)
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K4-KLN+Trastuzumab+FITC-Anti-HER2 Antikoru

120,00 -
100,00 - T
80,00 -

60,00 - 24h

% Canlilik

40,00
20,00 -

0,00 +— —
0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5uL

Konsantrasyon

Sekil 3.67. Hiicrelere uygulanan K4'ln 24 saatlik inkilbasyonu sonucu sitotoksisitesi (IC50:
~0,6 uL/ 100 pL) (n=3)

K4-KLN+Trastuzumab+FITC-Anti-HER2 Antikoru

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - 48h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00 +—— —
0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.68. Hicrelere uygulanan K4'Un 48 saatlik inkiilbasyonu sonucu sitotoksisitesi
(IC50:~0,26puL/ 100 pL) (n=3)

3.5.2 AO ve FITC yukli nanopatrtiktllere ait mikroskobik bulgular

Bu bolimdeki cabmalar AO ve FITC boyar maddelerinin gadan
100pd1lmL konsantrasyonda ve bolim 2.2.1.3'de beligildranlarda enkapsule
edilmis formulasyonlarinin htcrelere uygulanmasi sonucunderalgorintiler

floresan mikroskobu ile belirlengtir.
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Sekil 3.69. MCF-7 hiicrelerinin beyaz gikta ¢cekilen floresan mikroskobu goérinttsi (10X)

Sekil 3.70. Akridin turuncusu uygulanmis MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu

goruntusu (10X) [nukleuslar ysil floresan renkli gérinmektedir]
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Sekil 3.71. Akridin turuncusu uygulanmis MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu

goruntisu (20X) [nukleuslar ysil floresan renkli gériinmektedir]

ANADOLU UNIVERSITESI

Sekil 3.72. Akridin turuncusu uygulanmis MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu

goruntusu (20X) [nukleuslar ysil floresan renkli gérinmektedir]
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Sekil 3.73. Akridin turuncusu uygulanmis MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu

goruntisu (40X) [nukleuslar ysil floresan renkli gériinmektedir]
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Sekil 3.74. Akridin turuncusu uygulanmis MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu

goruntusu (40X) [nukleuslar ysil floresan renkli gérinmektedir]
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Sekil 3.75. FITC-bagli anti-HER2 antikoru uygulanmis MCF-7 hucrelerinin floresan

mikroskobu gorintusu (10X) [nukleuslar yssil floresan renkli gérinmektedir]
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Sekil 3.76. FITC-bagli anti-HER2 antikoru uygulanmis MCF-7 hucrelerinin floresan

mikroskobu goruntisu (20X) [nukleuslar ysil floresan renkli gérinmektedir]

111



Sekil 3.77. FITC-bagli anti-HER2 antikoru uygulanmis MCF-7 hicrelerinin floresan

mikroskobu goriinttsu (40X) [nukleuslar ysil floresan renkli gérinmektedir]

Sekil 3.78. L4 uygulanms MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu géruntist [zemin

floresan renk gériinmektedir]
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Sekil 3.79. L5 uygulanmi MCF-7 hiicrelerinin floresan mikroskobu géruntist (10X) [yssil

floresan renkli hiicre niikleuslari beyaz oklarla gosterilmstir]

Sekil 3.80. L8 uygulanmis MCF-7 hiicrelerinin floresan mikroskobu géruntisi (20X)
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Sekil 3.81. L8 uygulanms MCF-7 hucrelerinin floresan mikroskobu goérintisia (40X)
[kirmizi renkli go6zlenen sitoplazmadaki RNA molekilleri beyaz oklarla

gOsterilmistir, hticre nukleuslari acgik yssil renkli gériinmektedir]

Sekil 3.82. L11 uygulanms MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu goruntist (10X)

[hiicre nukleuslari yesil floresan renkli gériinmektedir]
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Sekil 3.83. L11 uygulanms MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu gorintistu (20X)

[nukleuslar yesil floresan renkli gériinmektedir]
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Sekil 3.84. L11 uygulanms MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu goruntist (40X)
[nukleuslar yesil floresan renkli gériinmektedir]
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Sekil 3.85. L12 uygulanms MCF-7 hucrelerinin floresan mikroskobu gortntisu (10X) [yssil
floresan renkli nukleuslar beyaz oklarla gdsterilmitir]

Sekil 3.86. L12 uygulanmg MCF-7 hiicrelerinin floresan mikroskobu goriintisi (20X) [yssil

floresan renkli nukleuslar beyaz oklarla gdsterilmitir]
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Sekil 3.87. L12 uygulanms MCF-7 hucrelerinin floresan mikroskobu gortntisu (40X) [yssil

floresan renkli nukleuslar beyaz oklarla gdsterilmitir]

Sekil 3.88. L13 uygulanmg MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu goérintisid [zemin

floresan renkli gérinmektedir]
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Sekil 3.89. L14 uygulanms MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu goruntist [zemin ysil

floresan renkli gérinmektedir]

Sekil 3.90. L14 uygulanmg MCF-7 hucrelerinin floresan mikroskobu goruntist (10X) fsekil

3.89'daki ayni alanin beyazgikta ¢cekilen goruntisi]
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Sekil 3.91. L15 uygulanmys MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu gorintiisi (10X)

Sekil 3.92. L15 uygulanms MCF-7 hiicrelerinin floresan mikroskobu goriintisi (20X)
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Sekil 3.93. L15 uygulanmg MCF-7 hiicrelerinin floresan mikroskobu goruntiist (20X) fsekil

3.92'deki alanin beyaz gikta ¢ekilen goérintiisi]
3.6 SDS-PAGE Yontemine Ait Bulgular

Formulasyon hazirlama sirasinda kullanilan sonikasyonun antikor Gzerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaclylsie oranlardaki antikorlara farkli strelerde (1-20
dk) sonikasyon uygulanmgtir. Strese maruz kalan antikorlar Bolum 2.2.7'de

anlatildigi gibi jele ytklenerek goruntilensgtir.
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Sekil 3.94. 1-20 dk. sonikasyonun antikorlar Gizerine etkisinin SDS-PAGE goruntusu
Cizelge 3.14. 1-20 dk. arafinda antikora uygulanan sonikasyon sireleri
Kuyucuklar 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Sonikasyon  islem 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 15 20
suresi (dk.) gérmems

antikor
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Ekstraksiyon glemine tabii tutulmusantikorlarin yapisal 6zelliklerinde
farkhhi gin belirlenebilmesi icin jel gorintileme yontemi kallenistir.

Sekil 3.95. Ciplak antikorlara uygulanan ekstraksiyon yontemi SDS-PAGE goérintisi [1.
kuyucukta islem gérmems antikor, 2. kuyucukta lipozomdan izolasyon icin
kullanilan ekstraksiyon yéntemi uygulanms antikor, 3. kuyucukta KLN’'den

izolasyon icin kullanilan ekstraksiyon yontemi uygulanmy antikor vardir]
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(li pit

Calisma suresince antikorun tzerine uygulanan formulady@uallarinin
varligl, sonikasyon, liyofilizasyon) ve ekstraksiyonun egkihin

belirlenmesi amaciyla SDS-PAGE yontemi uygulagwa gorantilennstir.

20T K
105K
TTE K

ATT H

315K

244 ¥

152 K

2 3 4 5 687 8 8§10 11 1213

Sekil 3.96. Boyar maddelerin ve ekstraksiyon yénteminin antikorlar tzerine etkisinin SDS-

PAGE goruntusu [1. kuyuda; marker (207 K; Myosin, 105 K; Phosphorylase B,
77,6 K; BSA, 47,7 K; Ovalbumin, 31,5 K; Carbonic Anhydrase, 24,4 K; Trypsin
Inhibitor, 15,2 K; Lysozyme), 2. kuyuda; Herceptin ilaci (trastuzumab
iceren)'nin distile suda dagitilarak jele yiklenmis formu, 3. kuyuda; Amonyum
Sulfat ¢oktirmesi sonrasinda diyaliz edilen trastuzumab, 4. kuyuda; Amonyum
Sulfat ¢oktirmesi yapilmis olan trastuzumab, 5. kuyuda; L7'den ekstrakte
edilmis trastuzumab, 6. kuyuda; L8'den ekstrakte edilms trastuzumab, 7.
kuyuda; L6’dan ekstrakte edilmis trastuzumab, 8. kuyuda; L2 liyofilize
edildikten sonra sulandirilarak ekstrakte edilmis trastuzumab, 9. kuyuda; K3'ten
ekstrakte edilmis trastuzumab vardir. 10. kuyuda; KLN, trastuzumab ve AO ile
yapilan formilasyondan ekstrakte edilen antikor, 11. kuyuda; K4'ten ekstrakte
edilmis trastuzumab, 12. kuyuda; K2 liyofilize edildikten sonra sulandirilarak

ekstrakte edilmis trastuzumab ve 13. kuyuda marker karsimi vardir]
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4 TARTI SMA, SONUC ve ONERILER

Gundmizde, lipozomlarin aktif hedeflendiriimesi dengtide hedef
hicrenin ylzeyindeki reseptorlere spesifikglammay! s@lamak icin lipozom
yuzeyine hedefe 6zgu ligandin konjuge edilmesglbamasi ifade edilmektedir.
Bu amacla en yaygin kullanilan hedeflendirmeyglagan ligand, antikorlardir.
Ozdlikle, tumor teshis ve tedavisinde mAb’lar (monoklonal antikorlar) gay
olarak kullaniimaktadirlar (Sapra ve Allen, 2003; Cicin, 2008; Zhang ve ark.,
2008; Micol ve ark., 2010; Piccart-Gebhart ve ark., 2005). Antikor lipozoma
baglanirken; antikorun 6zgunliigve afinitesi dgismemelidir, yeterli miktarda
molekll lipozom ylzeyine bdanabilmelidir, lipozom batinliig bozulmamaldir

ve balanma basit-ytksek verimli olmalidir (Silindir, 2009).

Sistemik dolaimda antikorun maruz kalagaenzimatik yikim, vicuttan
hizla uzaklatirilmasi gibi sorunlar tayici sistemlere enkapsilasyon ile ortadan
kaldiriimaktadir. Terap6tik proteinlerin hicrelere hedeflenip girebilmesi icin
iletim ve hedefleme sistemlerine gerek duyulmaktadir (Almeida ve Souto, 2007).
Tez calsmasinda kullanilan monoklonal antikor terapotik bir emadir, tek
basina ila¢ olarak meme kanserli hastalara uygukandilinmektedir. Sistemik
dolasima verilen ilaclarin istenen bdlgede yeterli giete ulgmasi icin yiksek
dozda uygulanmasi gerekmektedir ve yan etkilerinin gbzlenmesi bu noktada
kacinilmazdir. Hedeflendirme, etkin maddenin vicutta istenen boélgeye, organa,
dokuya veya hicreye gonderilebilmesidir. Boylece ila¢ bitin vicugiardalan
sadee etki etmesi istenen yere gidebilmektedir. Bu durumda cokikdilac
miktarlari ile etki sglanabilecgi icin ilaclarin yan etkileri 6nlenebilecektir
(Gursoy, 2004). Yapilan ¢amada, antikor nanopartiktillere hapsedilerek,udts
miktarda uygulama ile etki §emnabilecgi ortaya konmutur.

Lipozomlar hem lipofiik hem de hidrofilik ilaclarin tagmasinda
kullanilabilen biyouyumlu sistemlerdir. Lipozomlar viicudun temel yapidian
fosfolipitlerden oluguklari icin biyoparcalanirdirlar ve bu nedenle immundje
ve toksik etki gostermezler (Klibanov ve ark., 1997; Storm ve Crommelin, 1998;
Kshirsagar, 2000; Storm ve ark., 2003).
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Yapilan tez cabmasinda, elde edilen ilagstgci sistemlerin boyutlari ile
polidispersite indisleri ve zeta potansiyelleri literattirlerle uyumlu bulutumus
Yapllan calsmalarda lipozomlarin yizey yik oraninin @rhiicreler icin toksik
0zdli gi gbstermekte ancak tarnsfeksiyonu arttirdiklari betiektedir (Mahato ve
ark. 2009).

%1 lipit iceren lipozom formulasyonlarinin boyutlari yakkaglarak 125-
235 nm aralginda bulunmur. Bu aralga L4 ve L7 formulasyonlari dahil
edimemitir. Bunun nedeni, FITC molekiluntn lipozom formulasyoniin zeta
potansiyelini dugrerek, hicreye alimini engellemesidir. Gegirimli ekt
mikroskobu ile de goéruntilenen bu formilasyonlaSek{l 3.3-3.4 ve 3.6-3.7)
sekillerinde, vezikil yapili lipozomlardan ziyade kilkilli FITC molekulleri
tegit edilmistir. %2 lipit iceren lipozom formulasyonlarinin boyanl yaklagik
olarak 130-220 nm aralinda bulunmuiur. Literattirde lipozomlarin kararlg en
ilyi 100-300 nm arasinda olarak bildiriktmi (Kshirsagar, 2000) ve tez
calismasinda elde edilen lipozomlarin kararl boyutta oldsi@ylenebilir. L4, L13
ve L15 formulasyonlari haricindeki ger lipozom formilasyonlarin partikdl

boyutlarinin 131-236 nm arasinda ogdutespit edilmgtir.

Kati lipit nanopartikil formulasyonlarinin yakl& boyutlari 220-350 nm
ardiginda bulunmugr. Zeta potansiyelleri yald&k olarak 3-30 mV araginda
Olculmastir. Polidispersite indisleri 1'den kicuk bulunnurg

Lipozomlarin yuzey yikleri KLN’ler le karlastirildiginda oldukca yiksek
olduklari belirlenmgtir. Transfeksiyon ¢cagmalarinda lipozomlarin htcre igine
aliminin daha iyi olmasinin nedeni buna lbagnstir. Hiicre ylzeyi negatif
elektrik yikine sahip oldugndan dolayi, pozitif yikli parcaciklarin htcreler
tarafindan endositoz edilmesi beklenmektedir (Behr, 1986; Lima ve ark., 2001).
Bunun belirlenebilmesi igin katyonik ajan eklesmie eklenmemsi ancak AO
boyasi yuklenmy lipozom formilasyonlari hazirlangni ve hicre igine
patiktllerin alimi kasgilastiriimistir. Hucrelere formilasyonlarin  geigiin
belrlenmesi i¢in akridin turuncusu boyasini bir model ilag gibi kullanilarak,

tastyicl sistemlere enkapsile etme galalar gerceklgirilmistir. Akridin
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turuncusu boyasi yuklenmolan pozitif yikli lipozom vezikillerin hicre igine
gectigi floresan mikroskop goruntuleri ile belirlengtir.

AO’'nun tek ve cift zinciri DNA ve RNA molekillerini boyagl
bilinmektedir (Azevedo ve ark., 2010). Acridine orange boyasl, hicrelere
dogrudan uygulangginda (1 mg /1 mL) toksik bulunmiwy. Bu nedenle
formilasyon @amasinda lipozomlara hapsedilirken bu konsantrasyonlar
dustralmagar. Distile su ile 1:10 oraninda seyrelterekgyoluk azaltiimgtir ve
hiaelerin boyanmasslemi busekilde gerceklgirilmi stir. Floresan mikroskopta
hicrelerin nikleuslar! ygl, sitoplazmalarinda kirmizi renk floresammalar tespit
edilmistir. AO, DNA'ya baslandiginda spektral olarak fluoresceine benzer,
maksmum uyarilma 502 nm’de veima 525 nm’de y@l olarak gozlenir. RNA
ile iliski kurdugunda ise, maksimum uyariima 460 nm’de mavi renk olamak
Isima 650 nm’'de kirmizi renk olarak gozlenir (http-8apylan tez ¢cagmasinda
hiicre sitoplazmalarinda gozlenen kirmizi rengimalar, AO boyasinin, RNA ile
iliski kurmasindan kaynaklanmaktadir, nukleuslari isgil yBoresan renkili
gozlenmektedir (Bolum 3.5.2,ekil 3.81).

Oktadesil amin ile pozitif yuk kazandinimamiL14 ve L15
formulasyonlarinin hicreye gacetkinlikleri L5 ve L8 ile kagilastirildiginda
L14’Gn hicre tarafindan alinmagi belirlenmgtir. Bu sonug partikilin yuzey
yukindn hiacre icine alimda ne kadar 6nemli oldag vurgulamaktadir.
Oktadesilamin icermeyen ancak Anti-HER2 antikoru yuklegmil5
formulasyonunun diisk oranda hucrelere gegyaptgl belirlenmitir (Sekil 3.91
ve 3.92). Bunun nedeni, yiklenen antikorun pozitif yukreasi nedeni ile L15
formulasyonunun yizey yikunin dik seviyede olsa bile pozitif hale ¢evirmesi
ve hicre yuzeyindeki reseptdrlere tutunabilmesi ile hiicre icine partiktlin alimini

salamasi olarak yorumlanstir.

FITC iceren L4, L7 ve L13 formulasyonlariningtilt zeta potansiyele sahip
oldugu yapilan olcimlerde belirlengtir. Distik ylzey yukine ve buyuk partikil
boyutuna sahip olmalari nedeniyle hicre icine aliniminin olgnatloresan
mikroskobu calmalari ile belirlenmgtir.  Gegirimli elektron mikroskobu ile
goruntilenen L4 ve L7 formulasyonlari formulasyonlarigeKil 3.6 ve 3.3)
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sekillerinde, vezikul yapih lipozomlardan ziyade kklzekilli FITC molekdlleri
tegit edilmistir.

FITC-bal anti-HER2 antikoru do@gidan hicrelere uygulariginda, parlak
yesil, kirmizi renkli boyama 6zefli gostermektedir (Bolum 3.5.2). FITC#a
anttHER2 antikoru yuklenmgi olan L6, L12 ve K4 formulasyonlari
haarlanmstir. Sitotoksisite profiline bakil@ginda L6'nin hicrelere girdi,
dolayli olarak soylenebilir. FITC, floresan 6zgijini cok kisa stirede kaybetme
0zdlli ginde bir molekulddr, bu nedenle galmasi zordur, L12'nin hicrelere
gedigi floresan mikroskopta gorunttlengtir (Sekil 3.86 ve 3.87).

L6 ve L7 formilasyonlari kamastirildiginda, L7’nin hicreler Gzerinde
florosan boyama Ozed#ii gostermedii, L6'nin hicre kuiltird cagmalarinda
florosan boyama 0Ozedli gosterdgi tespit edilmgtir. Ayni molekull icermelerine
ragmen L7'nin hucrelere etki etmemesinin nedeni FITC'i giiZk icin uygun
ortam kogllarini tam olarak sgayamayip, lipozom formulasyonu igine

enkapsile edilememe olasgini dugindirmektedir.

Etkin madde olarak tayici sistemlere yuklenen antikorlarin ve lipozom,
kat lipit nanopartikil formulasyonlarinin sitotoksisite profilleri belirlegtini
Bos lipozom formulasyonu LO, MCF-7 kanser hticrelerine uggdiinda, toksik
etkisinin fazla olmadi tespit edilmgtir (Sekil 3.29-3.30). Bu sonug, oltrulan
lipozom formulasyonlarinin etkin madde yiklenmesi icin uygun bgryie

olabilecesinin gostergesidir.

Formilasyon L2 Sekil 3.33-3.34) ve L3 kiyaslanginda, L3’te iki kat fazla
oranda antikor mevcuttur ve sitotoksisite sonuclarina bakrda, L3'Un daha
toksik oldugu goralmugur (Sekil 3.35-3.36). Yapilan MTT derlendirmelerine
gore lipozom formilasyonuna hapsedilen etkin madde miktary aiei MCF-7
kaner hicreleri Uzerindeki toksik etkinin dagorantili oldu@ tespit edilmgtir.
Bu onug, antikorun lipozom icerisine hapsedildi ya da yilizeye adsorbe
oldugunu ve bu partikilin hiicre ylzeyindeki reseptorledtinarak etkin 6zellik
gosterdgini belirtmektedir.

L1 ve L9 kasilastirildiginda, lipit orani argn ile hicreler Uzerindeki
sitotoksisite arasinda Bkanti bulunamamstir. Literattire gore, fosfolipit yapili
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lipozom formilasyonlari, biyoparcalanabilir ve biyouyumlu olduklarindan dolayi,
bilesenleri toksik etki gostermemektedir, bu da L9’dakitlorani arginin toksik
etkisi olmadg sonucunu desteklemektedir (Kshirsagar, 2000; Stormarke
2003). L9’a kiyasla L1'in daha toksik etki gostegnwlmasinin nedeni, L1
lipozom formulasyonunun zeta potansiyelinin (84,1 mV) L9’unkinden (46,6 mV)
daha yiksek olmasindan kaynaklanabiecatsinulmuagiar (Mahato ve ark.,
2008).

L10 formulasyonunun toksik etkisi, ayni oranda lipit iceren L9
formilasyonundan olduk¢a yuksek buluntows Bu formilasyonlarin zeta
potansiyelleri (L9'un 46,6 mV ve L10'un 47,1 mV) arasinda belirgin bir fark
olmamasina @nen, L10'un hicrelere daha oldurtci etki gostermesieiteni,

etkin madde trastuzumab iceriyor olmasindan kaynaklanmaktadir.

Muller ve arkadglar ile balayan KLN calgmalarinin ygun ilgi
gormesinin nedeni sitotoksik olmamalaridir (Yuan ve ark., 2008; Subedi ve ark.,
2009). Bu tez cajmasinda MTT deneyleriyle 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
sonuainda elde edilen kati lipit nanopartikillerin MCF-7 hicrelerine toksik
etkilerine bakilmgtir. Kati lipit nanopartiktllerin, lipozom formilasyarina
kiyasla sitotoksisitesi oldukca yuksek bulunmougSekil 3.31-3.32 veSekil 3.61-
3.62).

KLN formulasyonlari kendi icinde katastirildiklarinda antikor yiklenrgi
formulasyonlarin boformilasyona oranla daha toksik oldugdzlenmgtir. Bu
sonug, KLN’lerin antikorun tgiyabilecek 6zellikte tayici sistemler oldugnu
gosermektedir.

Formilasyon kagllari altinda antikorun yapisal gigikli ginin belirlenmesi
icin calsmalar yapilmgtir. Secilen anti-HER2 antikorunun saf halinin ¢ok paha
olmasi nedeniyle piyasa Urini olan ve meme kanseri tedavisinde kullanilan, 21
mg/2mL konsantrasyonda serum fizyolojikte disperse eglitd@rceptiff temin
edierek ve saflgtinlarak kullaniimstir. Antikorun saflatiriimasi icin amonyum
sulfat ¢oktirme yontemi kullanilgtir. Bu islem sirasinda antikorun zarar gorap
gormedigi SDS-PAGE yontemi ile agarilmistir. Amonyum sulfat ¢oktimesi
(Sekil 3.96’da 4. kuyucuk) ve ardindan diyaligemi yapilarak $ekil 3.96’da 3.
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kuyucuk) tuzdan arindirithp formuilasyonlara yiklenen antikorlarin yapisinda
bozulma olmady gosterilmgtir. Coktirme ve diyalizsiemleri antikor yapisina

zarar vermedii belirlenmitir.

Elde edilen sonuclara gore, nanopartikill formulasyonlarinintauimasi
asamasinda, mekanik ve kimyasal etkiye maruz kalan amtikgapisinda bir
degsisme gozlenmemngtir. 1.5 dakikadan 20 dakikaya kadar belirlenen aralikt
antikora sonikasyon uygulangtir, yapisal bir bozulma olmag ortaya
konmustur (Sekil 3.94).

Gelistirilen ekstraksiyon yontemi ile nanopartikillerdenole edilen
antikorlar, SDS-PAGE yontemi ile goruntulertm (Sekil 3.96). Ekstraksiyon
yonteminin antikor Uzerinde yapisal bozulmaya sebep olgnadspit edilmstir.
Sekil 3.96'da 7., 8., 11. ve 12. kuyucuklarda, 207 K10& K arasinda kucuk bir
bant goOzlennstir. 7. kuyucukta FITC-bgll anti-HER2 antikoru iceren L6
lipozom formulasyonu ve 11. kuyucukta FITC-bagnti-HER2 antikoru iceren
K4 ka lipit nanopartikil formilasyonu bulunmaktadir. Bu bandin gézlenme
nedeni, ekstaksiyon yontemi gleir cinkd ayni yontem 5., 6., 9. ve 10.
kuyucuklardaki formdlasyonlar i¢cin de kullanilghr ve burada bant
gozlenmemgtir. Sonikasyonun da antikora zarar verngedSekil 3.96'da
goserilmistir, dolayisiyla dgerlerinden farkli olarak burada bant gdzlenmesi
FITC-bagll anti-HER2 antikorunun, Hercepfiiten saflatirilan trastuzumabdan
daha kirllgan oldgunu gostermektedir. 8. ve 12. kuyucuklara liyofilizasy
sonrasinda sulandirilan formulasyonlardan ekstraksiyon yapilarak elde edilen
antikorlar yuklenmitir ve ayni ara bant burada da gézlenmektedir. Lijgatdyon
isleminin antikorun yapisinda bozulma meydana gdgiirdiisinilmektedir. Bu
nedale antikor enkapsule edilgi lipozom ve kati lipit nanopartikil
formulasyonlari icin liyofilize ederek kurutma yonteminin uygun olngadi

sonucunaariimstir.

L2 ve L3 formilasyonlarinin stabilitesi partikill boyutu, polidispersite indisi
ve zeta potansiyeli bakimindansbay siresince test edilgtir. Standart sapma
hesplanarak, L2 formilasyonunun boyutu i¢in 13.41, zeta potansiyeli i¢in 1.69
ve polidispersite indisi i¢in 0.01 bulunntug. L3 formulasyonunun boyutu igin
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standart sapma 17.82, zeta potansiyeli icin 2.49 ve polidispersite indisi i¢in 0.01
olarak hesaplanmtir. L2 ve L3 formulasyonlarinin keaylik stabilite dlgciimleri
yapiimistir ve boyutlarinda, polidispesite indislerinde veazebtansiyellerinde
kayda dger bir deggisim gdzlenmemitir. Bu sonuca gore, etkin madde yuklegmi

olan L2 ve L3 lipozom formulasyonlari bu sire igin stabil kabul egtimi

Elde edilen formilasyonlar, SEM go6runttlerini alabikmein uygulanan
liyofilizasyon yontemiyle toz hale getirilglerdir. Lipozom formilasyonu
liyofilizasyon sonrasi tekrar stispanse hale getirilerek boyut dlcima ygpiimi
lipozom vezikullerin boyutunun blyugi go6zlenirken, aynisiemler uygulanan
kat lipit nanopartikil formulasyonunun liyofilizasyon sonrasi boyutunun
kiculdugl go6zlenmgtir. Liyofilizasyonun partikillerin topaklanmasina nede
oldugu tespit edilmgtir (B6lum 3.4).

L2 ve K2 formulasyonlarinin liyofilizayon sonrasi zeta potansiyellerinin
yukseldgi gozlenmigtir.

Taslyici sistemlerin hedeflendirilerek hastaya maksimaydé sglayacak
sekilde kullanildgl bilinmektedir. Khawli ve arkad&rinin (2002) monoklonal
antkorlarin kimyasal modifikasyonla timorin nekrotik kismina ydneliminin
gelistiriimesi icin  yaptiklari cahmada, antikorlarin klinik potansiyelini
gelistirmek istemglerdir. Normal hcrelere gganmasini en aza indirirken, bu
metotla timor icine alimi arttirmak istengtir. chTNT-1, chTNT-2 ve chTNT-3
olarak kati timorii hedefleyen ¢ kimerik mAb kullangtm Ideal modifikasyon
kosullarini tanimlamak icin, TNT mAb e¢gli oranlarda biyotin ile reaksiyona
sokulnustur ve atim ve biyodalim analizleri test edilnstir. Biyotinlenen
mAb’lerin vicut atilim sdreleri daha hizli ve modifiye edilmeyen antikorlarla
karsilastirildiginda biyod&ihm profillerinin  daha iyi oldgu bulunmugur.
Kimyasal modifikasyonun kati timoérin nekrotik  kismina antikorlarin
yonlendirilmesini gekitirmek icin kullangh bir yontem gibi gorindgl ortaya

konmutur.

Heddleme icin nanopartikll yizeyine pegilasyon yapilmasi ve onun serbest
ucuna monoklonal antikor Bnarak hedefleme yapilabilmesi gikiemlere ve
antkorun kimyasal bglanmasi sirecinde biyotinleme gibglemlere gerek

130



ANADOLU UNIVERSITESI

duyuldusu literattrde bildirilmgtir (Tseng ve ark., 2007; Khawli ve ark., 2002;
Pan veark., 2008).

Sonug olarak,

Yapilan tez cagmasinda biyotinleme gibi kimyasal bir reaksiyon
veya pegilasyon gibi partiktl yizeyini kaplamglemlerine gerek
duyulmadan antikor k#anabilmi/ylklenmg bir koloidal ilag

tastyicl sistem olugurulmusgur.

Yukarida bahsedilensiem basamaklarini kisaltarak hem maliyeti
azdtiimis hem de coksiem basam@ndan olugn bu bglanma
surderini kisaltarak zamandan tasarruf editni

Haarlanan sistemlerin partikil boyutlar veglamlari hedeflemede

kullanilan sistemler icin ideal 6zelliktedir.

Tasidiklart  ylzey yukleri ve en kapsulasyon yetileri
deserlendirildiginde, antikor ile birlikte farkh etkin maddelerin
(6rn:antikanser) hicre icine aliminda etkin okacasonucuna

vanimistir.

Antikor GUzerinde vyapilan camalar sonucunda, formulasyon
kosullarinin  antikor Uzerinde olumsuz etkilerinin  olm@adi

belirlenmistir.

Ozdlikle lipozomal sistemlerin sitotoksik etkilerinin diil olmasi,
toksik etkin maddelerin enkapstile edilebilgite ve yiklenmg
antkor sayesinde farkli alanlara yonelmeden hedef hicreye

dogrudan partikilin tanabilecgi kanisina varilngtir.

Oneriler

flagc talyict koloidal sistemler icin tama kapasitesinin belirlenmesi

ozdlikle in vivo calsmalar icin yararlh olacaktir. Yapilan ¢gahada oncelik,n

vitro'da partiktllerin  hicrelere gecip gecmgitiin  tespit edilmesi idi,

patikullerin hicreler tarafindan alindiklari hicre kaltari gahklariyla ve

floresans goéruntileme yontemleriyle ortaya kortonus
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Elde edilen nanopatrtiktllerin tamami kararlilik acisindan takip edilgtiemi
sadece iki lipozom formulasyonunun (L2 ve L3) karaghlitakip edilmitir, kati

lipit nanopartikdller icin de bu ¢ama gerceklgtirilebilinir.

flag taiyici sistemlerin sistematik dglkanda davraiarinin belirlenmesi
icin in vivo calgmalar sdrduartlmelidir. Sistematik delenda partikil
davianglarinin kasilastirmali olarak belirlenmesi icin de, partikil yluzeyher

pegilasyonglemi yapilarak her iki sistemin etkigliarastirilabilir.

Nanopatikillerin ylizeyine adsorbe ve icine enkapstle edilen antikorlarin,
LC-MS velveya MS-MS sistemleri ile glikoprotein yapisinda herhangi bir hasarin
olup olmadgl tespit edilebilir (Novotny ve Alley, 2013). Bilingli tizere antikorlar
glikoprotein yapili molekullerdir, protein yapilarinin formtlasyon iaginda
SDSPAGE yontemi ile analizi yapilip, yapisal bir bozulma olngadespit
edilmis olsa da, glikobiyolojik olarak MS (kitle spektroskapisistemleri ile
incelenmesi glikozil yapilarinda herhangi bir gdém olup olmadgl tespit

edilerek farkh bir balg acisi kazandiriingiolacaktir.
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