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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basil
(kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aligmam oldugunu, bagkalarinin haklarim ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi,
Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar
haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Acik Erisim Sisteminde erisime acilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmast
mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. ®

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. @
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Pelinsu AKTAS

Y“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢iimasina Iliskin Yonerge”
(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki
yil siire ile tezin erigime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullamildigi, heniiz makaleye dontismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmamus ve internetten paylasiimas: durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek
bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine
enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karar ile alti ayr agsmamak iizere tezin erigime agilmasi
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar: veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglk vb. konulara
iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapidigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluglaria
yapulan isbirligi protokolii ¢ergevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karart ise, ilgili kurum ve
kurulusun onerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir.
Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar ¢cercevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararimn kaldirilmast halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez damismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goviisii iizerine enstitii Veya fakiilte yonetim kurulu tarafindan
karar verilir. Madde 7.2. Gizlilik karart verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar:
cergevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisi iizerine enstiti veya fakilte yonetim kurulu
tarafindan karar verilir.
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OZET

Aktas, P., Akciger Kanserine Yonelik Tirozin Kinaz Inhibitérii Tasiyic1 Lipit-
Polimer Hibrit Nanopartikiillerin Gelistirilmesi, Karakterizasyonu Ve In Vitro
Etkinliginin Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Teknoloji Programm Doktora Tezi, Ankara, 2024. Akciger kanseri,
erkekler ve kadinlar arasinda kansere bagli 6liimlerin basinda gelmekte ve tiim kanser
Oliimlerinin neredeyse %?25'ini olusturmaktadir. Mevcut konvansiyonel tedavilerin
secici olmamasi sistemik toksisite ve ¢oklu ilag direnci, tedavi basarisizligi ve yiiksek
mortalite ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle akciger kanseri tedavisinde yan etkisi az,
hastalarin yasam kalitesini artiracak, etkin ve segici yeni tedavi yaklagimlarina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu tez kapsaminda, bir tirozin kinaz inhibitorii olan Krizotinib ile
yikli, lipit bazl tasiyict sistemler ve polimerik bazli tasiyici sistemlerin bir arada
kullanilmastyla hazirlanan lipit-polimer hibrit nanopartikiiler (LPHNP) ilag¢ tastyici
sistemlerin Box-Behnken deney tasarimindan yararlanilarak gelistirilmesi ve optimize
edilmesi; optimum formiilasyonlarinin karakterizasyon galigmalarinin yapilmasi, in
vitro ortamda tedavideki etkinliklerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Emiilsiyon
olusturma-¢o6ziicli buharlagtirma ve nanog¢oktiirme yontemi ile hazirlanan optimum
krizotinib yiikli LPHNP formiilasyonlarinin pasif hedeflendirmeye uygun partikiil
biiytikligii (120-220 nm), polidispersite indeksi (< 0.2), zeta potansiyele (-10 / -15
mV) sahip oldugu tayin edilmis ve krizotinib, nanopartikiillere %70-80 ilag yiikleme
etkinligi ile yiiklenmistir. In vitro calismalar ile nanopartikiillerin NCI-H2228
hiicrelerinde ICsp degerleri belirlenmis 48 saatlik inkiibasyon sonunda ila¢ yiikli
nanopartikiillerin belirgin sitotoksik etki gosterdigi gosterilmistir. Formiilasyonlarin
inhibitor etkileri gen diizeyinde RT-PCR yontemi ile protein diizeyinde ELISA
yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Formiile edilen krizotinib yiiklii lipit-polimer
hibrit nanopartikiillerin akciger kanserinde etkili bir tedavi yontemi olabilecegi

degerlendirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, lipit-polimer hibrit nanopartikiil, Box-Behnken
tasarimi, tirozin kinaz inhibitori, Krizotinib

Soz konusu tez TUBITAK tarafindan 2215496 numarali 1002 projesi kapsaminda
desteklenmistir.
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ABSTRACT

Aktas, P., Development, Characterisation and Evaluation of In Vitro Efficacy of
Lipid-Polymer Hybrid Nanoparticles Carrier of Tyrosine Kinase Inhibitor for
Lung Cancer, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Pharmaceutical Technology Doctor of Philosophy Thesis, Ankara 2024. Lung
cancer is the top cause of cancer-related deaths for both men and women, accounting
for nearly 25% of all cancer fatalities. The use of current conventional treatments for
lung cancer, which lack selectivity, results in systemic toxicity, multiple drug
resistance, treatment failure, and high mortality. Therefore, there is a need for new
treatment approaches that are more selective, have fewer side effects, and can improve
patient survival and quality of life. This thesis aims to develop and optimize lipid-
polymer hybrid nanoparticulate (LPHNP) drug delivery systems, which combine lipid-
based carriers with polymeric carriers, using the Box-Behnken experimental design.
The goals include characterizing the optimal LPHNP formulations and evaluating their
efficacy in vitro. The optimum crizotinib-loaded LPHNP formulations prepared by
emulsification-solvent evaporation and nanoprecipitation method were determined to
have particle size in the range of 120-220 nm, polydispersity index < 0.2, zeta potential
of -10 / -15 mV suitable for passive targeting. Crizotinib was loaded into the
nanoparticles with a drug loading efficiency of 70-80%. In vitro studies, I1Cso values
of nanoparticles in NCI-H2228 cells were determined and it was shown that drug-
loaded nanoparticles showed significant cytotoxic effect at the end of 48 hours
incubation. The inhibitory effects of the formulations were assessed at the gene level
using RT-PCR and at the protein level using ELISA. The formulated crizotinib-loaded
lipid-polymer hybrid nanoparticles are considered to be a potentially effective

treatment method for lung cancer.

Keywords: Lung cancer, lipid-polimer hybrid nanoparticles, Box-Behnken design,

tyrosine kinase inhibitors, crizotinib.

The thesis in question was supported by TUBITAK (1002 project) with project
number 221S496.
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1.GIRIS

Hiicrelerinin kontrolsiiz ve anormal bir sekilde biiyiiylip ¢ogalmasi sonucu
olusan kanser, diinya genelinde en yaygin 6liim nedenlerinden biridir. Diinya Saglik
Orgiitii'niin (DSO) raporlarma gére, 2040 yilinda yaklasik 30 milyon yeni kanser
vakasnin goriilecegi ve 15.3 milyon kisinin ise kanser nedeniyle hayatin1 kaybedecegi
ongoriilmektedir (1). Akciger kanseri, diinya genelinde hem erkeklerde hem de
kadinlarda en sik teshis edilen ikinci kanser tiiriidiir ve kansere bagli 6liimlerin baslica
nedenidir (2). DSO raporlarinda akciger kanseri vakalarinin 2025 yilinda 2.54 milyona
ulasacagi ongoriilmektedir (3). Akciger kanserine yonelik mevcut konvansiyonel
tedavi yaklagimlari cerrahi rezeksiyon, kemoterapi ve radyoterapidir. Ancak diinyada
mortalitesi en yiiksek ve en ¢ok tanmi alan kanser tiirlerinden basinda gelen akciger
kanserinde mevcut konvansiyonel tedavinin yetersiz ve etkisiz kalmasi akciger kanseri
tedavisinde alternatif yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesini 6nemli kilmaktadir.
Bu nedenle akciger kanserinin tedavisinde, hastalarin yasam siiresini ve kalitesini
arttirmak ayni zamanda tedavide yan etkisi az, etkin ve se¢ici yeni tedavi yaklasimlari

gelistirilmek amaciyla ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir.

Akciger kanserinde, kansere sebep olan mekanizmalarin aydinlatilmasi ve yeni
tedavi yaklasimlarin gelistirilmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda, tiimorlerin genetik
olarak oldukg¢a heterojen ve karmasik oldugunu ortaya ¢ikarilmistir (4). Bu nedenle
giinimiizdeki ¢aligmalarda kanser hiicresine spesifik hedefleme yapabilen ve bireye
yonelik etkili tedavi yaklagimlarinin iizerine yogunlagsmaktadir. Bu amacla molekiiler
hedeflendirilmis tedavi, immiinoterapi, gen terapisi, hedef bdlgeye etkin ilag
tasinmasini saglayan yeni ilag tasiyici sistemler ¢aligmalarin odak noktasi olmustur (5,
6). Molekiiler hedefe yonelik tedavi yaklasimlari igerisinde bulunan ve umut verici
yontemler olarak degerlendirilen tirozin kinaz inhibitdrleri, monoklonal antikorlar ve

anti-anjiyogenik ajanlar iizerinde yapilan ¢esitli ¢aligmalar bulunmaktadir (7, 8).

Tirozin  kinazlar, proteinlerin/molekiillerin aktivasyonunu  veya
inaktivasyonunu molekiiller arasinda fosfat gruplarmin transferiyle saglayan
proteinlerdir ve sinyal iletimi, hiicrelerin ¢ogalmas1 ve apoptozis gibi islevleri kontrol
etmektedir (9). Tirozin kinazlarda meydana gelen degisimlerin kanser gelisiminde

onemli rol oynadigi bilinmektedir (10). Kanser ile iliskili oldugu bilinen ve tedavide



hedef olarak kullanilan tirozin kinaz ailesine ait gesitli mutasyonlar/yeniden dizilimler
bilinmektedir (11, 12). Tez kapsaminda, anaplastik lenfoma kinaz (ALK) reseptoriiniin
yeniden dizilimi ile olusan Echinoderm microtubule-associated protein-like4-
anaplastik lenfoma kinaz (EML4-ALK) genine sahip kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanserlerinin tedavisinde kullanilan tirozin kinaz inhibitori (Krizotinib) yiikli lipit-
polimer hibrit nanopartikiiler sistemler gelistirilmekte ve in vitro tedavi etkinlikleri

degerlendirilmektedir.

ALK reseptorii, insanlarda ALK geni ile kodlanan; hiicre bitytimesinden ve
cogalmasindan sorumlu olan bir reseptdrdiir (13). Tirozin kinaz aktivitesine sahip bir
transmembran proteini olan ALK geninin, Echinoderm microtubule-associated
protein-like4 (EML4) geni ile ters yonde birlesmesi sonucunda, EML4-ALK adli
stirekli aktif bir gen diizenlemesi meydana gelir (14). Bu durum hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasina neden olur. EML4-ALK fiizyon geni kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanserlerinin yaklasik %5'inden sorumludur ve sigara igmeyenlerde goriilen akciger

kanserinin énemli nedenlerinden biridir (15).

Krizotinib, EML4-ALK pozitifligi dogrulanmis kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanserinde kullanilmak amaciyla Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan
2011 yilinda onaylanmig reseptdr tirozin kinazlarin bir inhibitéridiir (16). Antitimor
etkinligini; ALK, Nantes kokenli reseptor (RON) ve c- Met dahil olmak iizere reseptor
tirozin kinazlarin inhibisyonunu saglamasinin yaninda kaspaz-3’ii aktive edip timor
hiicrelerini apoptoza gotiirerek gostermektedir (17). Krizotinib, kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanserinde potansiyel bir teraptik madde olmasina ragmen ilaca karsi gelisen
direng, krizotinibin hidrofobik 6zelliginden kaynakh diisiik ¢oziiniirliige sahip olmasi
ve sistemik dolasima gegisinin siirli olmasi formiilasyon gelistirme ve klinik agindan

kullanimini kisitlamaktadir (18, 19).

Tez kapsaminda, konvansiyel tedavide goriilen yetersizlikleri ve kisitlamalari
g6z Ontinde bulundurarak tedavide etkin krizotinib yiikli lipit-polimer hibrit
nanopartikiil formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve optimize edilmesi; optimize edilmis
formiilasyonlarin karakterizasyon calismalarinin gergeklestirilmesi ve in vitro hiicre
kiltiirii ¢aligmalar1 ile formiilasyonlarin tedavi etkinliklerinin degerlendirilmesi

amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, Box-Behnken tasarimi kullanilarak iki farkli



polimerin (Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)/Polikaprolakton (PCL)) ve iki farkli
hazirlama yonteminin (emiilsiyon olusturma-¢6ziicii buharlagtirma yontemi ve
nanog¢Oktiirme yontemi) lipit-polimer hibrit nanopartikiil formiilasyonlarina etkisi
degerlendirilmistir. Optimize edilen formiilasyonlarin; ilag yiikleme etkinlikleri ve ilag
salim profilleri belirlenmis, in vitro hiicre kiiltiiri ve hiicre canlilik analizi ¢alismalari
ile formiilasyonlarin tedavi etkinlikleri degerlendirilmis, in vitro olarak inhibitor
etkileri gen diizeyinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi ve protein
diizeyinde Enzime Bagli Immiinosorbent Deneyi (ELISA) yontemi kullanilarak

gosterilmigtir.

Tezin arastirma hipotezi ise, deney tasarimindan yararlanilarak optimum
krizotinib tasiyicili lipit-polimer hibrit nanopartikiillerin hazirlamasi ile in vitro
kosullarda kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde tedavide etkinligin

artirilabilecegi yaklagimidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akciger Kanseri

Diinya Saglik Orgiitii 2024 verilerine gore, akciger kanserinin gériilme sikligi
erkeklerde prostat kanserinden ve kadinlarda meme kanserinden sonra en fazla olan
kanser tiirii olmakla birlikte, iki cinsiyet i¢inde kansere bagli 6liim nedenlerinin
basinda gelmektedir (20). Sigara kullanimi basta olmak iizere pasif i¢icilik, asbest,
radon gazi gibi ¢evresel faktorlere maruziyet, hava kirliligi, kronik akciger hastaliklari,
epigenetik ve genetik faktorler akciger kanserinin ortaya c¢ikmasinda onemli risk
faktorleridir (21, 22). Akciger kanserinde siklikla gegmeyen Oksiiriik, gogiis agrisi,
nefes darligi, hiriltili solunum, kanli okstiriik (hemoptizi), agiklanamayan Kilo kaybi
gibi semptomlara rastlanirken hastalarin yaklagik %10‘unda asemptomatik seyir
goriilmektir (23). Kanserin evresine ve tipine gore 5 yillik sag kalim oranlari degisiklik
gosterse de meme, kolorektal ve prostat kanseri gibi sik rastlanan diger kanser tiirlerine

gore sag kalim orani daha dusiiktiir (24, 25).

Akciger kanseri histolojik acidan iki ana tipe ayrilmaktadir. Akciger kanser
vakalarinin yaklasik %85’ini Kii¢iik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri (KHOAK)
olustururken yaklagik %15%inii Kii¢iik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK)
olusturmaktadir (26). En sik goriilen KHOAK ’nin ii¢ ana alt tipi bulunmaktadir; (i)
adenokarsinom KHOAK’nin % 40’m1 (ii) Skuamoéz (yassi) hiicreli karsinom
KHOAK ’nin % 25-30unu, (iii) biiyiik hiicreli karsinom ise KHOAK nin % 10-15’ini
olusturmaktadir (24).

Akciger kanserinin teshisinde siklikla bronkoskopi, balgam  sitolojisi,
ranstorasik igne aspirasyonu ve cesitli goriintiileme yontemleri kulanilmakta olup
teshisin kanser tipine (KHOAK/KHAK), timériin yerlesim bolgesine Ve biiyiikliigiine,
metastaz durumuna ve hastanin klinik olarak durumuna bagli olarak degistigi
bilinmektedir. Bunun yanisira son yillarda nefes analizi de teshis i¢in kullanilmaktadir.
Nefesten teshis edilen bazi ugucu organik maddelerin (izopren, etan, aldehitler,
pentan, aseton, amonyak, dimetilamin, dimetilsiilfiir ve etil merkaptan gibi) akciger

kanseri ile iligkili oldugu bilinmektedir (27, 28).



Akciger kanserinin evrelenmesinde, tiimdriin 6zellikleri (T), lenf nodu (N) ve
metastaz (M) durumlar1 dikkate alinarak “TNM evreleme sistemi” kullanilmaktadir.
En son gilincellenmis 8. TNM evreleme sistemi 2017 yilinda uygulanmaya
baslanmustir. Bu sisteme goére T- tiimor boyutu ve yeri, N- ilgili lenf nodlarinin sayaisi,
M- metastaz ve kanser yayilimini ifade etmektedir ve T,N ve M puanlarinin
kombinasyonu kullanilarak akciger kanseri evresi belirlenmektedir (evre-1A, evre-1B,
evre-11A, evre-11B, evre-111A, evre-111B ve evre-1V) (29). Akciger kanserinde, kanser

tipinin yanisira kanserin evreside tedavinin belirlenmesinde 6nemli olmaktadir (30).
2.2. Akciger Kanserinde Tedavi Yaklasimlari

Akciger kanserinin tedavisi kanserin tipine, evresine, hastanin durumuna goére
belirlenmekte olup en sik bagvurulan konvansiyonel tedavi yontemleri cerrahi
rezeksiyon, kemoterapi ve radyoterapidir (31). KHOAK tedavisinin birinci
basamaginda platin yapili (sisplatin, karboplatin gibi) kemoterapétikler tek baslarina
veya kombine olarak kullanilmaktadir (32). Kombine tedavide dosetaksel, paklitaksel,
vinorelbin, gemsitabin, permektreksed; platin yapili kemoterapétikler ile birlikte
kullanilmaktadir. Kombine tedavi, tedaviye yanitin, hasta toleransinin ve sag kalim
oraninin arttirilmast; tek ilag kaynakli siddetli yan etkilerin azaltilmasi amaciyla tercih
edilmektedir (33). Ikinci basamak tedavide ise permektreksed, dosetaksel ve erlotinib
sistemik olarak uygulanmaktadir (34). Ancak bu kemoterapotik ilaglarin selektif
olmamasi1 sistemik toksisite ve kanser hiicrelerinde gelisen spontan mutasyonlar
sonucu olusan ¢oklu ilag direnci (Multi Drug Resistance, MDR), tedavide basarisizlik
ve yliksek mortalite ile sonuglanmaktadir (35). Cerrahi rezeksiyon, akciger kanserinin
erken evrede teshis edildigi metastaz olmayan sinirli hastalara uygulanabilirken
rezeksiyon sonrasi kanserin tekrar etme riski bulunmaktadir (36, 37). Radyoterapi
yonteminde ise yiiksek dozda radyasyon uygulanmasi kaynakli 6zofagus, kalp,
omurilik gibi diger organlarin da hasar almasi radyasyon dozunun kisitlanmasini
gerektirmektedir (38, 39). Konvansiyonel tedavide karsilagilan kisitlamalar ve
tedavinin  mevcudiyetine ragmen yiikksek Olim oranlar1 gdz  Oniinde
bulunduruldugunda akciger kanserinde tedavi segeneklerinin yeterli olmadigi

goriilmektedir. Bu nedenle hastalarin yasam siiresini ve kalitesini artiran ayn1 zamanda



tedavide yan etkisi az, etkili ve segici yeni tedavi yaklasimlarina ihtiyag
duyulmaktadir (40).

Son yillarda yapilan ¢alismalar ile kanser hiicrelerinin olusmasindan, kanser
hiicrelerinin biiylimesinden ve metastazindan sorumlu molekiillerin/mekanizmalarin
aydinlatilmast miimkiin olmustur. Molekiillerin/mekanizmalarin anlasilmas1 ve
tamimlanmasiyla ¢esitli hedefe yonelik tedavi yaklasimlari gelistirilmektedir. (i)
Immiinoterapi, (ii) molekiiler olarak hedeflendirilmis tedavi hedefe yonelik tedavide

en sik ¢alisilan yaklagimlardir (41-45).

Immiinoterapi  tedavisi monoklonal antikorlar, kanser asilar1 ve
siiflandirilmamis immiinoterapi gibi uygulamalar1 igeren kanser hiicresinin
bagisikliktan kagmasini  Onlemek i¢in hastanin kendi bagisiklik sistemini
giiclendirmeyi amaglayan bir yaklagimdir (46). Bagisiklik sisteminin viicuttaki
savagilacak hiicreleri/antijenleri ve normal hiicreleri ayirmakta goérevli kisimlari
kontrol noktalar1 olarak bilinmektedir. Programlanmis hiicre o6limi-1 (PD-1)
reseptorti ile ligandi (PD-L1) ve sitotoksik T-lenfosit antijen-4 (CTL4-A) kanser
immiinoterapisinde 6nemli rol oynayan kontrol noktalaridir (47). Kontrol noktalarinda
T hiicreleri i¢in negatif sinyal liretilmesi ve liretilen sinyalin proliferasyonu, sitotoksik
graniillerin salgilanmasi ve sitokin salinimi gibi ¢esitli olaylar sonucu T hiicrelerinin
fonksiyonu azalmaktadir ve bu durumda tiimoriin biiylimesi ve ilerlemesi
gerceklesmektedir. Tiimoriin biiyiimesi ve ilerlemesini engellemek amaciyla kontrol
noktalarina yonelik ipilimumab (immiinglobulin (Ig) G1 antikoru), nivolumab (IgG4
monoklonalanti-PD-1 antikoru), pembrolizumab (IgG4 monoklonalanti-PD-1
antikoru) ve atezolizumab (IgG1l monoklonal anti-PD-L1 antikoru) antikorlari
KHOAK tedavisinde kullanilan monoklonal antikorlardir (48). Baska bir
immiinoterapi yontemi olan asilarda ise allojenik ve otolog tiimor hiicrelerinden

hazirlanan antijen spesifik asilar ve timor hiicresi asilari igermektedir (49-51).

Akciger kanserinde timor biyolojisi, immiinolojisi ve genomik mutasyonlarin
ayrintili olarak anlasilmasiyla hedefe yonelik tedavi 6nem kazanmistir. Hedefe yonelik
tedavilerden biri olan molekiiler hedeflendirilmis tedavinin esasini, kanser
olusumunda etkin olarak rolii olan yolaklarin belirli basamaklarinda goérev alan

molekiillere kars1 inhibitorlerin gelistirilmesi ve bu yolaktaki hedeflenen molekiiliin



inaktive edilmesi olusturmaktadir (7, 52). Bu amagla, gelistirilen tirozin kinaz
inhibitorleri (TKI), tirozin kinazlarin katalizledigi protein fosforilasyonunu
engelleyerek hiicre dongiisiinii durdurur ve tiimor hiicrelerinin apoptozuna neden

olarak etki gosterir (53-56).
2.3. Tirozin Kinaz ve Tirozin Kinaz inhibitorlerinin Kanserdeki Yeri

Kinazlar, molekiiller arasinda fosfat gruplarini transferiyle
proteinlerin/molekiillerin aktivasyonunu veya inaktivasyonunu saglayan proteinlerdir
(57). Tirozin kinazlar, protein fosforilasyonu yapan, protein kinaz grubunda yer alan
enzimlerdir ve insan genomunda kodlanan 518 protein kinaz tanimlanmistir. Bu
protein kinazlardan 90 tanesi tirozin kinaz (TK) grubuna aittir (58). TKlar; (i) reseptor
protein kinazlar (membran yerlesimli olan protein kinazlar), (ii) non-reseptor protein
kinazlar (sitoplazmik yerlesimli olan protein kinazlar) olarak simniflandirilmaktadir
(59). Reseptor protein kinazlar (membran lokalize protein kinazlar) insiilin reseptorii,
biiyiime faktorleri (EGFR, vaskiiler endotelyal biiyiime faktori reseptorii (VEGFR),
ALK, fibroblast biiyiime faktorii reseptorii (FGFR), efrin reseptorleri (EphA, EphB)
gibi 58 transmembran proteinini igermektedir. Reseptor olmayan protein Kinazlar
(sitoplazmik protein kinazlar) Src kinaz, Abelson murin 16semi (ABL), fokal adezyon
kinaz (FAK) ve Janus kinazlar (JAK) proteinlerini igermektedir (58, 60).

TK’lerin siirekli olarak aktif olmasi; onkojenik sinyal iletimi, tiimoriin
biiyiimesi, transformasyonu ve anjiyogenez gibi malign fenotipte hiicresel olaylar
hizlandirmaktadir (61-64). Bu hiicresel olaylarin hizlanmasinin 6niine ge¢mek igin
gesitli TKI’ler kullanilmis ve TK’lerin aktivitelerinin engellenmesi ile kanser
tedavisinin - miimkiin olabilecegi Ongoriilmiis ve ¢alismalar bunun iizerine
odaklanmustir (65-67). Bu amagla gelistirilen TKI’ler, TK’lerin katalizledigi protein
fosforilasyonunu engellemektedir. Engellenen protein fosforilasyonu ile hiicre
dongiisii durmakta ve timor hiicresi apoptoza ugramaktadir. TKI’ler bu etkileri

sayesinde gesitli kanserlerin hedefe yonelik tedavisinde kullanilmaktadir (55, 65, 68).

KHOAK’da kullanilan FDA onayli TKI’lara Gefitinib, Erlotinib, Krizotinib,
Afatinib, Seritinib, Osimertinib, Alektinib, Brigatinib, Dakomitinib, Lorlatinib,
Selperkatinib, Kapmatinib olarak sayilmaktadir (69). Tablo 2.1.’de FDA onayl TKI



etken maddeleri, etken maddelerin inhibitor etki gosterdigi hedef reseptorleri, FDA

onay yillar1 ve piyasa da bulunan preparatlarina iliskin bilgiler 6zetlenmektedir.

Tablo 2.1. TKI etken maddeler, hedefledigi reseptorler, FDA onay yillar1 ve ticari

isimleri (69).
Tirozin Kinaz Hedeflenen FDA Onayi Ticari ismi
Inhibitérii Reseptor
Gefitinib EGFR 2003 Irresa®
Erlotinib EGFR 2004 Tarceva®
Krizotinib ALK, c-MET, 2011 Xalkori®
RON
Afatinib EGFR, ErB 2013 Giotrif®
(HER2/HER4)
Seritinib ALK 2014 Zykadia®
Osimertinib EGFR 2015 Tagrisso®
Alektinib ALK 2016 Alecensa®
Brigatinib ALK, ROS1, IGF- 2017 Alunbrig®
1
Dakomitinib MET 2018 Vizimpro®
Lorlatinib ALK 2018 Lorviqua®
Selperkatinib RET 2020 Retsevmo®
Kapmatinib MET 2020 Tabrecta ®

2.3.1.Krizotinib

Krizotinib, KHOAK’de kullanilmak tizere FDA tarafindan 2011 yilinda

onaylanmis reseptor TK’lerin inhibitoriidiir (70). Krizotinibin molekiil agirligi 450,37
g/mol’diir ve kimyasal formiilii ise C21H22CIoFNs0 seklindedir (Sekil 2.1.)(71).

Krizotinib suda pratikte ¢oziinmemektedir (logP =1.83) ve intestinal permeabilitesi de

diistiktiir. Krizotinibin, diisiik ¢6ziiniirlik ve diisik permeabilitesi Sebebiyle

biyofarmasétik siniflandirma sisteminde Sinif 4 bir ilag olarak kabul edilmektedir (72).



Krizotinib

Sekil 2. 1. Krizotinib molekiiler yapis1 (73).

Krizotinib, anti timoér etkinligini ALK, c-Met ve RON dahil olmak tizere
reseptor TK’lerin inhibisyonunu saglamasinin yaninda kaspaz-3’i aktive edip timor
hiicrelerini apoptoza gotiirerek etki gosteren bir etken maddedir. Aktif olmayan
reseptor TK’ler, fosforilasyon sonucunda aktif hale gegerek hiicre cogalmasi,
farklilasmasi gibi hiicresel olaylar1 gergeklestirmektedir. Krizotinib, mutasyona
ugramis tirozin kinaz reseptdrlerini hedef alarak reseptoriin ATP baglanma bolgesine
baglanmakta ve reseptoriin fosforilasyonunu engellemektedir. Fosforilasyonun
engellenmesi sonucunda kanser hiicrelerinin biliylimesi, ¢ogalmast ve metastazi

engellenebilmektedir (74-76).

Krizotinib, p-glikoprotein substrati olmasinin yanisira CYP3A4 ile metabolize
edilmektedir (77). Ilacin oral yoldan kullanimi sonrasi plazma proteinlerine
baglanmast yaklagik %91 ve biyolojik yarilanma Omrii 29-35 saat olarak
bildirilmektedir (78). Krizotinibin metabolizasyonu sonucu olusan krizotinib laktam,
ALK proteinine inhibitor etki gosterirken krizotinibin yaklasik %53'i feces ile %3
idrar ile degismemis ilag olarak atilmaktadir (79). %43 oraninda oral biyoyararlanima
sahip olan krizotinibin farmakokinetigini; bireyler arasinda goriilen enzimatik ve/veya

metabolik farkliliklar, besin alim1 ve kullanilan ilaglar etkilemektedir (80, 81).

Krizotinib, KHOAK de potansiyel bir terapotik madde olmasina karsin diisiik
biyoyararlanim ve gelisen ilag direnci ilacin kullanimini kisitlamaktadir. Hamilton ve
arkadaglar1 krizotinib ile tedaviye baslangi¢ yanitlar1 yiiksek olan hastalarda
kazanilmis diren¢ sebebiyle tedavinin ilk 2 yilinda hastaligin tekrarlama oraninin

arttigini ve gelisen ilag direncinin yanisira hastalarda yeni mutastonlarin da olustugunu
bildirmektedir (82).
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2.4. Kanser Tedavisinde Nanopartikiiler Tla¢c Tasiyic1 Sistemler

Giliniimiizde nanotasiyicilar ile hazirlanan ilag tasiyict sistemler hastaliklarin
teshis ve tedavisinde geleneksel yaklasimlarin yerini almaktadir (83, 84).
Nanopartikiiler (NP) sistemler, 10-1000 nm arasinda partikiil biiylikliigtine sahip
sisteme hapsedilmis veya adsorbe edilmis etken maddeyi kontrollii bigimde salabilen
kat1 kolloidal partikiiller sistemlerdir. NP sistemler baslica iki ana gruba ayrilmaktadir:
(i) organik nanopartikiiler sistemler (polimerik yapili nanopartikiiller, lipit yapili
nanopartikiiller, hibrid nanopartikiiller), (ii) inorganik nanopartikiiler sistemler (altin
nanopartikiiller, metalik nanopartikiiller, kuantum dot nanopartikiiler, mezoporoz
silika nanopartikiiler) (85) (Sekil 2.2.).

NP sistemler;

Etken madde(ler)in etkinliginin artirilmasi ve yan etkilerin/toksisitenin azaltilmasi,
Etken maddelerin in vitro/ in vivo stabilitenin saglanmasi/arttirmasi,

Etken madde tasima kapasitelerinin yiiksek olmasi,

Etken maddeyi kontrollii olarak salmast,

Hidrofobik ve/veya hidrofilik etkin maddelerin nanopartikiillere hapsedilebilmesi,
Aktif veya pasif hedeflendirme ile istenilen hiicre, doku veya organa
hedeflendirilmesi sonucu tedavi etkinliginin artmasi,

Sistemlerin fizyolojik ortamda parcalanmast ve pargalanma sonucu olusan
tirlinlerinin toksik olmamasi,

Sterilize edilebilmeleri,

Konvansiyol tedaviye kiyasla daha diisiik ila¢ dozu ile tedavinin saglanabilmesi,
Konvansiyonel tedaviye gore kiyasla diislik doz kullanimi sayesinde istenmeyen yan
etkilerin/toksisitenin azaltilmasi,

[laca kars1 direncin 6nlenmesi,

Hastanin tedaviye uyuncunun artilmasi,

Oral, pulmoner, parenteral veya nazal yol ile uygulanabilme gibi ¢ok Onemli

tistlinliiklere sahiptir (86-89).
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Sekil 2.2. NP sistemler ve tipleri (BioRender.com ile olusturulmustur).

Literatiirde, akciger kanserinin tedavisi i¢in TKI etken maddelerinin tek basina
veya bagka bir etken madde/uygulama ile kombine sekilde kullanildig1 ¢esitli ilag
tagiyict sistemleri gelistirilmistir. Tablo 2.2.’de kullanilan TKI etken maddeler, ilag

tasiyict sistemler, yapilan ¢alismalar ve ¢aligmalarin sonucu 6zetlenmistir.



Tablo 2.2. TKI etkin maddelerin NP ilag tasiyici sistemleri.

Tirozin
Kinaz
Inhibitorii
Afatinib

Alektinib

Brigatinib

Brigatinib

Ceritinib

Erlotinib

Erlotinib

Erlotinib

Erlotinib

Ila¢ Tasiyic1
Sistem Tipi

PLGA Polimerik

NP

Polimerik NP

Kat1 Lipit NP

Lipit NP

Kat1 Lipit NP

Dendrimer

Nanoemdilsiyon

Silika NP

Kitozan
Polimerik NP

Yapilan

calismalar

in vitro, in
Vivo

in vitro, in
Vivo

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro, ex

Vivo

in vitro, in
Vivo

in vitro

Sonuclar

KRAS mutasyonlu A549,

H460 hiicrelerinde
farmakokinetik  profilde
lyilesme, timor

bolgesinde birikimin ve
sitotoksisitenin artmasi.

Kademeli ¢ift hedefli
nanotagiyici ile timorin
hiicresel aliminda artma,
timoriin ~ kii¢iilmesinin
gozlenmesi ve ilacin

hepatosit hasarinda
azalma.

A549 hiicrelerinde
hiicresel canliligin
azalmasi.

H-1975 hiicrelerinde
sitotoksisitenin artmasi.

Nanopartikiiler sistem ile
disolliisyonun artmas.

AS549 hucrelerinde
sitotoksik etkinin artmasi.

I[nhalasyon i¢in uygun
tastyict sistemlerin
hazirlanmasiyla A549
hiicrelerinde  sitotoksik
etkinin artmasi.

Onemli viicut agirhg
farki olmadan tiimoral ilag

tutulumunun artmasi,
antitimor ~ etkinligi  ve
timor hacminin
azaltilmasi.

pH'a  bagh  AS1411
aptamer konjugasyonu ile
A549 hiicrelerinde
apoptoz ve
sitotoksisitenin artmasi.
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Ref.

(90)

(91)

(92)

(93)

(94)

(95)

(96)

(97)

(98)



Erlotinib

Gefitinib

Gefitinib +
SiRNA

Gefitinib

Gefitinib

Gefitinib

Gefitinib

Gefitinib

Krizotinib

Krizotinib

Siklodekstrin NP

Lipit NP

Lipit NP

Lipozom

Lipozom

Kat1 Lipit NP

PLGA Polimerik
NP

Nanosiispansiyon

Polimerik NP

Polimerik Misel

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro, in

Vivo

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro, in

Vivo

in vitro

A549 ve HepG2
hiicrelerinde sitotoksik
etkinin artmasi.

A549 hiicrelerinde
sitotoksik etkinin artmasi.
A549, H-1975, PC-9 ve
PC-9GR hiicre hatlarinda
sitotoksik etkinin artmasi.

A549 ve H1299
hiicrelerinde  sitotoksik
etkinin artmasi.

A549 ve 16HBE

hiicrelerinde  sitotoksik
etkinin  ve  antitimdr
etkinin artmasi.

A549 hiicrelerinde
sitotoksik etkinin artmast.
A549 hiicrelerinde kitosan
kaplama ile

sitotoksisitenin artmasi.

3T3, A549, SiHa ve U87
hiicrelerinde
sitotoksisitenin artmasi.
A549 hiicrelerinde
apoptoz ve
sitotoksisitenin  artmasi,
timor biiylimesinin
inhibisyonu ve hepatosit
hasariin azalmasi.

A549 hiicrelerinde

apoptozun artmasi.
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(100)
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(103)

(104)

(105)

(106)

(107)
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2.5. Lipit-Polimer Hibrit Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller ve lipozomlar nanopartikiiler ilag tagiyici sistemlerin
onemli iki alt smifidir (109). Polimerik nanopartikiiller i¢erdikleri bilesenlere ve
hazirlama yontemlerine gore iKi kategoriye ayrilmaktadir. (i) Nanokapsiil olarak da
bilinen rezervuar sistemleri ve (ii) nanokiire olarak da bilinen matriks sistemleridir
(110). Nanokapsiillerde ilag, ilacin salimini kontrol etmekten sorumlu polimerik bir
zarla gevrelenen siv1 bir ¢ekirdek i¢inde ¢6ziiliirken nanokiireler de ilag polimerik agin
icinde kapsiillenebilir ya da destek ve stabilite saglayacak sekilde yiizeyine adsorbe
edilebilmektedir (111, 112). Biyouyumlu polimerlerden yapilan polimerik NP; yiiksek
stabilite, dolagim sisteminde uzun siire kalabilme, yiizey modifikasyonlar1 sayesinde
ilaglarin kontrollii ve hedefe yonelik bir sekilde salabilme &6zelliklerine sahiptir (113,
114). Piyasa da PLGA polimeri ile hazirlanmis gesitli ilaglar bulunmaktadir. Bu
ilaglara prostat kanserinde kullanilan Leuprolit asetat i¢eren Lupron Depot®,
Triptorelin asetat igeren Decapeptyl®, Buserelin iceren Suprecur® MP 6rnek olarak
verilebilmektedir.

Lipozomlar, fosfolipid yap1 taslarindan olusan iki veya daha ¢ok katmanli
vezikiiler yapilardir. Boyutlart 25 nm - 2.5 um araliginda degisebilen hidrofobik
kuyruk yapilart ve hidrofilik baslari sayesinde de hidrofilik ve hidrofobik etken
maddelerin ayn1 anda tasinmasinda siklikla kullanilmaktadirlar (115-117). Piyasada
onay almis ve aktif olarak kullanilan Doksorubisin i¢eren DaunoXome®, Doxil®,
Caelyx®, Lipodox®; Amfoterisin B iceren Ambisome®, Amphotec®, Abelcet®;
Siklosporin igeren Neoral®; Irinotekan igeren Onivyde® gibi cesitli lipozamal ilag
tasiyict  sistemler bulunmaktadir. Ancak siklikla kullanilmalart ve tim bu
avantajlarinin yaninda lipozomal ilag sistemlerin disiik stabilitelerinin olmas,
oksidasyona ve/veya hidrolize kolaylikla ugrayabilmeleri gibi sakincalari da
bulunmaktadir (118, 119).

Lipit bazl tasiyic1 sistemler ve polimerik bazl tasiyici sistemlerin bir arada
kullanilmasiyla hazirlanan lipit-polimer hibrit nanopartikiiller (LPHNP) ilag tasiyici
sistemler ise sadece lipit bazli veya polimer bazli tasiyici sistemlere kiyasla son

zamanlarda literatiirde siklikla ¢alisilmaktadir (120, 121).
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LPHNP sistemler genel olarak ii¢ kisimdan olusmaktadir. Bu bilesenler (i)
polimerik ¢ekirdek, (ii) lipit tabaka ve (iii) hidrofilik polimer tabakasidir (Sekil 2.3.).

Lipit-PEG

Etken madde

Polimerik ¢ekirdek

Lipit tabaka

Sekil 2.3. Polimer ¢ekirdek ve lipit katmandan olusan LPHNP ilag tasiyici sistemi.

(i) Polimerik ¢ekirdek, mekanik olarak stabiliteyi saglamasinin yani sira suda
¢ozinirligi disiik etken maddelerin yiiksek ilag yiikleme kapasitesi ile
yiiklenebilmesini, etken maddelerin kontrollii salinmasini saglamaktadir. Polimerik
¢ekirdek i¢in biyouyumlu, bioparcalanabilir ve non-toksik olmalar1 ve siklikla
kullanilmalar1 sebebiyle genellikle PLGA, PCL, dekstran, albiimin polimerleri tercih
edilmektedir (122, 123).

(if) Hiicrelerin igerisine girisi ve biyouyumu arttiran lipit tabakasi polimer
cekirdek ile gevrilidir. Lipit katman1 olusturmak i¢in dogal veya sentetik yapili lipitler
(lesitin, soya fosfatidilkolin, dipalmitoil trimetilamonyum propan (DPTAP),
dipalmitoil fosfotidilkolin (DPPC), dioleil trimetilamonyum propan (DOTAP) ve
dioleil fosfoetanolamin (DOPE)) kaytonik, nétral ve anyonik fosfolipidler

kullanilmaktadir.

(iii) En dista bulunan hidrofilik polimer tabakasi ise nanopartikiillerin sistemik
dolasim stiresini (RES hiicrelerinden kagarak) ve stabilitesini arttirmaktadir. Hidrofilik
polimer tabakasi i¢in DSPE-PEG-2000 gibi lipit-PEG maddeleri kullanilmaktadir.
LPHNP sistemlerde hidrofobik etkilesimler, elektrostatik etkilesimler veya Van der
Waals baglari ile polimerik ¢ekirdek ve lipit dis tabaka birbirleri ile birlesmektedir
(28, 123, 124).
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LPHNP ilag tasiyict sistemlerin polimer ¢ekirdeginin hazirlanmasinda
biyouyumlu, biyopargalanir ve toksik olmalarindan kaynakli olarak PLGA, PCL,
dekstran, albiimin polimerleri kullanilmaktadir. FDA tarafindan onay alan PLGA,
PGA ve PLA polimerizasyonuyla olusan poliester, alifatik yapili bir kopolimerdir
(Sekil 2.4.). PGA ve PLA monomerleri 75:25, 25:75, 50:50 (PLA:PGA) gibi degisen
oranlarda bir araya gelerek PLGA kopolimeri olusturmaktadir. PGA monomerinin
degredasyonu hizli bir polimerdir ve hidrofilik karakter gostermektedir (125). PLA
monomerinin ise par¢alanma hizi daha yavastir ve hidrofobik karaktere sahiptir (126).
Bu sebeple PLGA kopolimerinin yapisindaki PGA ve PLA oranina gore hidrofobik
karakteri ve parcalanma hizi degiskenlik gostermektedir. 50:50 (PLA:PGA)
oranindaki PLGA polimeri arastirmalarda en ¢ok kullanilan PLGA tiirevidir. PLGA
polimeri metabolizasyonu glikolik asit ve laktik asite doniiserek gerceklesmektedir.
Literatiirde, PLGA polimerinin viicuttan eliminasyon siiresinin 1-2 ay oldugu
bildirilmektedir (127). PLGA polimerinin par¢alanmasini PLA ve PGA oraninin yani
sira polimerin molekiil agirhig da etkilemektedir (128). Polimerin molekiil agirligi
arttikca etken maddenin salimi ve pargalanma hizi azalmaktadir ve genellikle

nanopartikiillerin partikiil biiytikliigli de artmaktadir (129).

O
O H
o Aot
O

Sekil 2.4. PLGA molekiiler yapisi (130).

LPHNP ilag tasiyict sistemelrin polimer c¢ekirdeginin hazirlanmasida
kullanilan bir diger polimer olan PCL ise hidrofobik 6zellikte, yiiksek permeabiliteye
sahip ve biyopargalanabilir bir polimerdir (131) (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. PCL molekiiler yapisi (130).

LPHNP ilag tastyici sitemlerinin,

- Ilag yiikleme kapasitelerinin yiiksek olmasi,

- Kontrollii salim yapabilmeleri,

- Biyouyumluluklarinin yiiksek olmasi,

- Dolasim sisteminde stabil olmalari,

-Antikor, folik asit gibi materyaller ile kolayca yiizey modifikasyonlarinin
yapilabilmesi,

- Aktif hedeflendirilebilmesinin yaninda rahatlikla pasif hedeflenebilmeleri,

- Biyoyararlanimlarinin yiiksek olmasi gibi gesili iistiinlikkleri bulunmaktadir (132,
133).

Bu dstiinliikleri ile teshis amagh goriintiilmede, as1 adjuvanu olarak, aktif
hedeflendirme amaciyla, niikleik asitlerin tasinmasinda, ¢oklu ilag direnci gelismis
hastaliklar i¢in birden fazla ilagin tek bir sistemde kombine olarak tasinmasinda ve
kanser tedavisinde LPHNP ilag tasiyict sistemler kullanilmaktadir (133-135).

Cekirdekleri ve katmanlarindaki polimer ve lipitlerin yapisal 6zelliklerine gore
farkli tipte LPHNP ilag tasiyici sistemler gelistirilmektedir. Polimer ¢ekirdek ve lipit
tabakadan olusan LPHNP ilag tastyici sistemde lipit tabaka polimer ¢ekirdegin etrafini
cevrelemektedir. Lipit tabaka ile ¢evrili LPHNP ilag tasiyict sistemlerle sisteminin
stabilitesinin arttirilmasi, sistemden siirekli ilag saliminin saglamasi ve ilacin immiin
sistem tarafindan uzaklastirilmadan dolasimda uzun siire kalabilmesi
amaglanmaktadir. Cekirdek katman tipi i¢ci bos LPHNP ilag tasiyici sistemlerde ise i¢
katmandaki ¢ekirdek lipit tabaka ile ¢evrelenmis, bu lipit tabakanin etrafinda ise
polimer tabaka bulunmaktadir. Polimer tabakanin disinda lipit ve en dista lipit-PEG
tabakas1 bulunmaktadir. Cok katmanli sistem ile ilag enkapsiilasyonunun arttirtlmasi

ve sistemin mikrogevreye karsi daha dayanikli olmasi saglanmaktir. Lipozomun
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polimer igerisine hapsedildigi sistemlerde lipozomun etrafini polimer ¢evrelemektedir.
Lipozomun polimer ile ¢evrelendigi bu sistemlerde lipozomlarin sakincalarindan olan
sistemden ilag¢ sizintisnin azaltilmasi ve sistemden ila¢ saliminin kontrollii sekilde
gerceklesmesi amaclanmaktadir. Bir diger LPHNP sistem ise eritrosit membrani ile
gevrelenmis polimerik ilag¢ tasiyict sistemlerdir. Eritrosit memran sayesinde ilag
tastyici sistemin biyouyumlulugunun arttirtlmasi, sistemin immiin sistemden kagmasi

ve serum proteinleri ile etkilesimin azalmasi1 amaglanmaktadir (123, 136).
2.5.1 LPHNP Hazirlama Yontemleri

LPHNP ilag tastyici sistemler iki farkli yontem ile hazirlanmaktadir (123).
(i) Iki basamakh yéntem

Iki basamakli ydntemde lipozom ve polimerik nanopartikiiller ayr1 olarak
hazirlandiktan ~ sonra  lipozom  ve  polimerik  nanopartikiiller  ¢esitli
(hidrasyon/ekstriiksiyon/sonikasyon) islemler ile birlestirilmektedir. Bu yontemde
polimerik nanopartikiiller nano¢oktiirme, emiilsiyon olusturma ¢oziicii buharlastirma
veya yiiksek basingli homojenizasyon yéntemi ile hazirlanmaktadir. Iki basamakl

hazirlama yonteminde LPHNP’ler iki sekilde hazirlanabilmektedir.

(1) Organik bir ¢oziiciide ¢oziindiiriilen ve ¢dziiclisii ugurulan lipit tabakanin
lizerine nanog¢Oktiirme, emiilsiyon olusturma ¢oziicii buharlastirma veya yiiksek
basingli homojenizasyon yontemlerinden biriyle hazirlanan polimerik nanopartikiil

siispansiyonu ilave edilmektedir.

(i1) Organik bir ¢oziiciide ¢oziindiiriilen ve organik ¢oziiciisii ugurulan lipit
tabakanin hidrasyonu sonrasinda hazirlanan polimerik nanopartikiil stispansiyonunun

ilave edilmektedir (133).

Her iki hazirlama yonteminde polimerik nanopartikiil ve lipit tabakanin
homojen olarak birlesmesi lipitin faz gecis sicakligindan yiiksek bir sicaklikta inkiibe

edilmesi, karigtirma veya ultrasonikasyon uygulamalari ile saglanmaktadir.

Iki basamakli yontem, LPHNP ilag tasiyici sistemlerin hazirlamasinda daha
onceleri siklikla kullanilan bir yontem olmasina ragmen hidrofilik etken maddeler ile

hazirlanan LPHNP’lerde goriilen disiik ylkleme kapasitesi ve tek basamakli
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yontemlere gore hazirlama yonteminin daha uzun olmasi gibi nedenlerle giiniimiizde

daha az tercih edilmektedir (137).
(ii) Tek basamakl yontem

Tek basamakli yontem de lipozom ve polimerik nanopartikiiller beraber
hazirlanmaktadir ve iki basamakli yonteme gore hazirlama prosesi daha hizlidir. Bu
yontemde lipit ve polimer aym faz igerisinde hazirlanmaktadir. Tek basamakl
yontemde LPHNP sistemler modifiye edilmis emiilsiyon olusturma ¢oziicii
buharlagtirma veya nanogdktiirme yontemleriyle nanopartikiiller elde edilmektedir
(123).

(i) Emiilsiyon olusturma ¢o6ziicli buharlastirma yonteminin kullanildigi tek
basamakli yontemde LPHNP ilag tastyici sistemlerin hazirlanmasinda kullanilan etken
maddenin hidrofilik 6zelligine bagli olarak tek veya ¢ift emiilsiyon olusturma ¢oziicii
buharlastirma yontemi kullanilmaktadir. Emiilsiyon olusturma ¢oziicii buharlastirma
yontemi hidrofobik etkin maddelerin  LPHNP ilag tasiyici sistemlerinin
hazirlanmasinda kullanilirken ¢ift emiilsiyon olusturma ¢6ziicii buharlagtirma yontemi
hidrofilik etkin maddelerin LPHNP ilag tasiyici sistemlerinin hazirlanmasinda
kullanilmaktadir (120).

(ii) Nanogoktiirme yonteminin kullanildig: tek basamakli yontem de ise su ile
karisabilen organik ¢oziicii de polimer ve etkin maddenin ¢6ziindiirlmesinin ardindan
sulu fazda lipit/lipit-PEG karisiminin ¢6ziindiiriilmektedir. Sonrasinda organik fazin
sulu faza manyetik karistirict altinda damla damla ilavesiyle organik fazin sulu faza
diftize olmasi ile polimerin ¢oktiriilmesini saglanmaktadir (120). Gergeklesen
hidrobik etkilesimler ile lipide ait hidrofobik kuyruk polimer ile etkilesirken lipide ait
hidrofilik bas kisim sulu faza yonelerek ¢ekirdegi gevrelemekte ve LPHNP tasiyici
sistemler elde edilmektedir (133).
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2.6. Deney Tasarmm (Design of Experiment, DoE)

Son yillarda istatistiksel analiz yontemlerinin ve programlarinin gelismesiyle
istatistiksel analizin deneysel planlanma asamasinda gergeklestirilmesi maliyet ve

zaman verimliligi agisindan 6nem kazanmustir.

Konvansiyonel olarak gergeklestiren formiilasyon gelistirme ¢aligmalarinda,
her calisma da tek bir degisken degistirilerck diger degiskenler sabit tutularak
caligmalar yiirttiilmektedir. Tek degisken tizerinden gergeklestirilen analizlerde ise
degiskenler arasinda etkilesimler incelenememektedir. Bunun yanisira gergeklestirilen
deneylerin sayisinin fazla olmasi da zaman verimliligi ve maliyet acisindan sakinca
olusturmaktadir. Deney tasarimi kullanilan ¢alismalarda ise degiskenler arasinda
etkilesimler incelenebilmekte ve konvansiyonel formiilasyon  gelistirme
calismalarindan daha az deney sayisi ve daha hizli bir sekilde formiilasyonlar

gelistirilebilmektedir.

Deney tasariminda oncelikli olarak sonug igin hangi degiskenlerin 6nemli
oldugu belirlenmektedir. Onemli degiskenlerin belirlenmesinin ardindan istenilen
sonuglarin elde edebilebilmesi i¢in degiskenler optimize edilmektedir. Bunun yanisira
bagimli/bagimsiz degiskenler arasindaki iligkilerde incelenebilmektedir. Deney
tasarimi ile problemler kolayca tanimlanabilmekte ve dnlenebilmekte, daha az sayida
deneysel ¢alisma ile daha dogru ve hizli sonu¢ alinmakta, hangi seviyenin faktorler
icin optimum olacagi belirlenebilmekte ve kritik parametreler tanimlanabilmektedir.
Genel olarak deney tasarimlari; (i) yanit yiizey tasarimlari, (ii) tam faktoriyel tasarim,
(ili) kismi  faktoriyel tasarim, (iv) Plackett-Burman tasarimi  olarak
siiflandirilmaktadir (138).

Yanit yilizey tasarimlart bagimsiz degiskenlerin cevaplara olan etkisini ve
baglantilarin1 kolay ve hizli elde etmemizi saglayan gida, ilag sektorii gibi alanlarda
siklikla kullanilan matematiksel ve istatistiksel tekniklerden olusan tasarim sekildir.
Yanit yiizey tasarimlar1 da (i) Box-Behnken tasarim, (ii) Merkezi birlesik tasarim, (iii)

Dochlert tasarim olarak ii¢ alt grupta incelenmektedir.
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2.6.1. Box-Behnken Tasarim

Giiniimiizde Box-Behnken tasarimi ilag sektorii ve gida sektoriindeki
caligmalarda bagimsiz ve bagimli degiskenler arasindaki iliskinin anlasilmasinda ve
calismalardaki kosullarin optimize edilebilmesinde basarili bir tasarim olarak
uygulanmaktadir. Ug faktorlii yapilacak deney tasarimlarinda Box-Behnken tasarimi
diger yanit yiizey tasarimlarina kiyasla deney sayisi agisindan verimlilik saglayan bir
tasarim yontemidir. Box-Behnken tasariminda, yanit fonksiyonu ile bagimsiz
degiskenler arasinda deneysel bir iliski kurulmaktadir. Bu tasarim optimum
nanopartikiil formiilasyonunun elde edilebilmesine olanak saglarken farkl
degiskenlerin karakterizasyon ¢aligmalarinin sonuglari tizerinde etkilesimli ve

dogrusal etkilerini arastirmak i¢in kullanilmaktadir (139).

Tablo 2. 3. Box-Behnken tasarim matrisi (Ug diizey ve ii¢ faktorlii) (140).

Deney Faktorler

X1 X2 X3
1 + - 0
2 + + 0
3 + 0 -
4 + 0 +
5 - - 0
6 - + 0
7 - 0 -
8 - 0 +
9 0 - -
10 0 + -
11 0 - +
12 0 + +
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

(Matris de negatif degerler faktorlerin diisiik diizeyini, sifir degeri faktorler igin orta diizeyini,

pozitif degerler ise faktorlerin yiiksek diizeylerini, ifade etmektedir.)
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2.7. Lipit Polimer Hibrit Nanopartikiillerin Karakterizasyonlari

LPHNP ilag tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda yararlanilan polimer, lipit,
lipit-PEG miktarlar1 ve tiirleri, LPHNP hazirlanmasinda kullanilan yontemler ve ortam
kosullar1 LPHNP ila¢ tastyict sistemlerin  yapisint  ve karakterizayonunu
etkilemektedir. Bu nedenle iiretim tekrarlanabilirligi agisindan bu parameterler de
optimize edilerek LPHNP ila¢ tasiyici sistemler hazirlanmali ve karakterizasyon

caligmalar1 gergeklestirilmelidir.

LPHNP’lerin karakteristik 6zellikleri (partikiil biiylikligii, nanopartikiillerin
homojen yapisi (polidispersite indeksi), partikiil sekli, yiizey yiikii (zeta potansiyel),
ylizey yapisi) nanopartikiillerin ilag yiikleme etkinligi, stabilite, toksisite, in vitro ve in
vivo performans gibi 6zelliklerini direkt olarak etkiledigi bilinmektedir. LPHNP ilag
tastyici sistemlerin karakterizasyonu igin parametreler ve kullanilan yontemler Tablo
2.4.°de 6zetlenmistir (123).

Tablo 2. 4. Partikiillerin karakterizasyonu i¢in parametreler ve yontemler.

Parametre Kullanilan Yontemler
Partikiil bityiikliigii dagilim ve Dinamik 151k sa¢ilimu,
yiizey yiikii Foton korelasyon spektroskopisi
Morfolojik yap1 Atomik kuvvet mikroskopu (AFM),

Taramal1 elektron mikroskopu (SEM),
Transmisyon elektron mikroskopu (TEM),
Konfokal laser taramali mikroskop
(CSLM),

Floresans mikroskopu

Ilac yiikleme kapasitesi Diyaliz,
Membran filtrasyon,
Yiiksek basingli  sivi  kromotografisi

(HPLC)

Ila¢ salim Yiiksek basingli  sivi  kromotografisi

(HPLC), UV spektroskopu,

Ornekleme ve ayirma yontemi
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Sitotoksisite MTT hiicre yasam deneyi,
XTT hiicre yagam deneyi,
ATP belirleme deneyi,

Tiripan mavisiyle renklendirme

Stabilite Partikiil biiyiikliigii,zeta potansiyel, ilag

icerigi vb. dzelliklerin analizi

2.8. Lipit Polimer Hibrit Nanopartikiillerin Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

LPHNP’lerin etkililiginin ve gilivenliginin tespit edilmesi amaciyla hiicre
kiltiriinde in vitro olarak hiicre canliligi analizleri gerceklestirilmistir. Tez
kapsaminda hiicre canlilig1 ve ¢ogalmasinin tespiti i¢in kantitatif ve kolorimetrik bir
yontem olan XTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromiir]) yontemi
kullanilmistir (141). XTT yonteminde canli hiicreler tarafindan sar1 renkli
tetrazolyum, mor renkli formazan Kkristallerine dontstiiriilmekte ve formazan
kristalleri ilen olusan rengin spektrofotometrik olarak absorbansinin 6lgiimiiyle tayin
gerceklestirilmektedir (142). Bu yontemde, terapotik ajanlarin hiicre iizerindeki

sitotoksik ve/veya ¢ogalma etkilerinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir (143).
2.8.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisimin tayini akciger kanseri de dahil
olmak {izere bir ¢ok hastalikta O6nemli bir yere sahiptir. Genlerin ekspresyon
seviyelerinin tayini ve takibi patalojik veya biyolojik durumlarin tespit edilmesinin
yani sira hastaliklarin tedavisinde de tedaviye verilen yanitinda incelenmesine olanak
saglamaktadir. Bu amagla genlerin ekspresyon seviyelerinin tayini i¢in (i) polimeraz
zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR), (ii) RNA dizileme (RNA
Sequencing, RNAseq), (iii) hibridizasyon, (iv) DNA mikrodizilim yontemleri
kullanilmaktadir (144). 1984 yilinda kesfedilmis ve gliniimiizde de siklikla kullanilan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi genlerin ekspresyonlarini kantitatif ve
kalitatif olarak tayin edilmesinde siklikla kullanilmaktadir (145). Yo6ntemin esasini
DNA polimeraz enzimi araciligiyla niikleik asit molekiiliiniin belirli bir segmentinin

cogaltilmasi olusturmaktadir. Giiniimiizde PCR yoOnteminin bir ¢ok ¢esidi
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bulunmaktadir. PCR gesitlerinden ¢alismalarda siklikla kullanilan tiir olan Real-Time
quantitative PCR (ger¢ek zamanli kantitatif, RT-qPCR) iki asamaya sahiptir. Bu
asamalardan birincisi ters transkriptaz enzimi ile RNA’dan tamamlayict DNA
(cDNA)’nin sentezlenmesi, ikinci asama ise ¢cDNA’nin standart PCR yoluyla
cogaltilmasidir. RT-qPCR, DNA ve RNA o6rneklerini kantitatif ve kalitatif olarak kisa
stirede analiz edebilmeye olanak saglamasi, mor Otesi 151k ya da agaroz jel
elektroforezi kullanimi gibi ek uygulamalara gerek olmamasi gibi istiinliiklere sahip

bir PCR yontemidir (146, 147).
2.8.2. Enzime Bagh immiinosorbent Deneyi (ELISA)

Uygulanan yontemin etkinliginin degerlendirilmesinde hedef genlerin
ekspresyon diizeyleri yaninda bu genlerin ifade ettigi proteinlerin de ekspresyon
diizeylerinin Olc¢lilmesi de uygulanan yontemin etkinligini degerlendirebilmek ic¢in
onemlidir. Proteinlerin ekspresyon diizeylerinin analizinde literatiirde siklikla pratik,
diisiik maliyetli ve hassas kantitatif analiz yapabilen Enzime Bagli Immiinosorbent
Deneyi (ELISA) yontemi kullanilmaktadir (148). ELISA yOntemin esasi, antijen
(protein) ve antikor arasindaki spesifik baglanmaya dayanmaktadir. ELISA yontemi
hedef proteinin (antijen) veya spesifik antikorun sabit ve kati bir ylizeye adsorpsiyon
yontemiyle sabitlenerek, ortama enzim konjuge edilmis spesifik antikorun eklenmesi
sonucu antijen-antikor baglanmasini amaglamaktadir. Antijene baglanmayan
antikorun ortamdan yikama ile uzaklastirllmasi, ortama substrat eklenerek enzim-
substrat reaksiyonu sonucu olusan sinyalin florometrik, kolorimetrik ya da luminesans
Olciimiine dayali yontemlerle tayin edilmesi asamalarindan olusmaktadir. ELISA
yonteminin antijen-antikor kombinasyonuna bagli olarak sandvig, direkt, indirekt ve
yarismali olarak farkli teknikleri bulunmaktadir, yontemlere ait sematik gdsterim Sekil

2.6.”da Ozetlenmistir (148, 149).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arac ve Gerecler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal/Biyolojik Maddeler

Poli (laktik asit-ko-glikolik asit) (50:50)
(Ma; 7.000-17.000 Da)

Polikaprolakton

(MA; 14.000 Da)

Soya fosfatidilkolin

DSPE-PEG2000

Asetonitril (LC-MS saflikta)
Diklorometan (DCM)
Etanol (EtOH)

Gen spesifik primer prob

ON-TARGETplus GAPD  Kontrol
havuzu (insan)
RPMI 1640 Besiyeri

NCI-H2228(EML4-ALK fiizyon akciger
adenokarsinom) hiicre hatti
KRAS ELISA Kiti

MEK Kinase ELISA Kiti
ERK Kinase ELISA Kiti
RAF Kinase ELISA Kiti
iQuantTM RNA Tayin Kiti
qPCR niikleik asit boyast

Yiiksek  Kapasiteli c¢cDNA  Ters
Transkripsiyon Kiti
Fetal s1gir serumu

Penisilin / Streptomisin

Saf Su (LC-MS saflikta)
Tripsin-EDTA

PBS (pH 7,4) Tabletleri
Tritan mavisi

Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD

Avanti Polar Lipids, ABD
Avanti Polar Lipids, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
NZYTech, Portekiz
Dharmacon, ABD

Biowest, ABD

CRL-5935 ™ American Type
Culture Collection, ABD
Fine Test, Cin

Fine Test, Cin
BT-LAB, Cin
BT-LAB, Cin
ABP Biosciences, ABD

SYBR Green gPCR Master Mix
- (ABT, Tiirkiye)
Applied Biosystems, ABD

Capricorn Scientific GmbH,
Almanya

Capricorn Scientific GmbH,
Almanya

Merck, Almanya

Sigma Aldrich, ABD

Sigma Aldrich, ABD

Sigma-Aldrich, ABD



3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Hassas Terazi (XS 105)

Hassas Terazi

Cok Noktal1 Manyetik Karistirici
Isiticili Manyetik Karistirici
Mikropipet

Partikiil ~ biiyiikligi ve zeta
potansiyel tayin cihazi, (Zetasizer
Nano-ZS)

HPLC Cihazi

HPLC Kolonu (Restek Roc C18
Sum, 250x4.6mm)

PCR cihaz1

pH metre

Gegirimli  Elektron Mikroskobu
(TEM), Tecnai G 2 Spirit Biotwin
Laminar hava akimli hiicre kiiltiirti
kabini

Floresan mikroskop

Mikroplaka okuyucu, Versamax
Santrifiij Cihaz1 (FC5718R)
Santrifiij Cihaz1 (Universal 320)
Ultrasonik Banyo (AL 04-12)
Ultra Saf Su Sistemi (Milli Q)
Vorteks (Vortex 4 Basic)
Ultrasonik Prob (Sonopuls HD
4200)

Yatay Calkalayicili Su Banyosu
Qubit™ 4 Florometre

UV Spektrofotometre

Mettler Toledo, Isvigre
Shimadzu, Japonya
Thermo Scientific, ABD
IKA, Almanya
Eppendorf, Almanya

Malvern Instruments, UK

Dionex, Germany

Restek, Fransa

Applied Biosystems, ABD
Hanna Instruments, ABD
FEI, ABD

Clean Air, Hollanda

Leica, Almanya

BMG LABTECH, Almanya
Ohaus, Kanada

Hettich, Almanya
Advantage-Lab, Isvicre
Millipore, ABD

IKA, Cin

Bandelin, Almanya

Mammert, Almanya
Thermo Fisher, ABD
Shimadzu, Japonya

27



28

3.2. Yontem

3.2.1 Lipit-polimer Hibrit Nanopartikiillerin On Formiilasyon

Cahsmalan

Lipit-polimer hibrit nanopartikiillerin ~6nformiilasyon ¢alismalarinda,
konvansiyonel deney tasarimlarindan farkli olarak deney sayisinin azaltilmasi ile
dogru ve gercege yakin sonuclarin elde edilmesini saglayan istatistiksel bir deney
tasarimi1 olan Box-Behnken deney tasarimi kullanilmistir. Box-Benhken deney
tasarimi, yiizey cevap metodolojisine dayanmaktadir ve az sayida faktor s6z konusu
oldugunda cevap degiskenlerinin optimize edilmesi amaciyla tercih edilmektedir (150-
153). Tez galismalarinda yer alan ii¢ faktorlii Box-Behnken deney tasariminda
bagimsiz degisken olarak farkli polimer miktar1 (X1), lipit miktar1 (X2) ve DSPE-PEG
2000 miktar1 (Xs) kullanilarak optimum formiilasyon bilesenlerinin seg¢ilmesi
hedeflenmigtir. Bu tasarimda elde edilmek istenen cevap degiskenleri partikiil
biyiikligi (Y1), polidispersite indeksi (Y2) ve zeta potansiyel (Y3) olarak
belirlenmistir. Bagimsiz degiskenler i¢in ii¢ farkli diizey 6n c¢aligmalar ve literatiir
caligmalarinin taranmasi ile saptanmistir (124, 133). Box-Behnken deney tasariminda
zeta potansiyelin (-20) — (-30) mV araliginda partikiil biyiikligii ve polidispersite
indeksi (PDI) degerinin minimum degerde (pasif hedeflendirmeye uygun partikiil
blytikligi <400 nm ve PDI <0.3) kalmasi amaglanmistir. Deney tasarimi kapsaminda
LPHNP’lerin hazirlanmasinda kullanilan faktorler ve diizeyleri Tablo 3.1.°de

gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Box-Behnken deney tasariminda kullanilan faktorler ve diizeyleri.

Diizey
Diustik (-1) Orta (0) Yiksek (+1)
Bagimsiz Degiskenler
X1: Polimer miktari (mg) 10 15 20
Xz: Lipit miktar1 (mg) 1.5 2.25 3
Xs3: DSPE-PEG miktan 0.4 0.6 0.8
(mg)
Hedefler
Bagimh Degiskenler
Yi1: Partikiil biiyiikliigii Minimum
(nm)
Y2: Polidipersite indeksi Minimum
Ys: Zeta Potensiyal (mV) -20/ -30

Bagimsiz degiskenlerin cevaplar iizerindeki iliskileri Formiil 3.1.’de verilen
ikinci dereceden denklem ile analiz edilmistir;
y=odo+ a1 X1+ a2 Xz + o3 Xz+ o X1 X2+ a5 X1 X3+ 0 X2 X3+ a7 X12 + og X2%+ 0g

X3? (3.1.)

Ikinci dereceden denklemde y bagimli degisken, X1, X2, X3 bagimsiz degisken, ao - a9
regresyon katsayisini temsil etmektedir. Formiilasyonu etkileyen diger faktorler
(polimerlerin molekiil agirlig1 (kDa), santrifiij hizi, santrifiij stiresi, sonikasyon siiresi,
sonikasyon giicii) bagimli degiskenlerin cevabini etkileyecegi icin sabit tutularak

formiilasyonlar hazirlanmistir.

Deney tasariminin olusturulmasinda, gergeklestirilen deneylerin randomize
edilmesinde ve istatistiksel analizlerin gerceklestirilmesi i¢in “Design Expert®13
(Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, ABD)” yazilim1 kullanilmis, tim formiilasyonlar
ti¢ tekrarlt hazirlanmistir. Deney tasarimi kapsaminda LPHNP’lerin hazirlanmasinda

kullanilan formiilasyon degiskenleri ve miktarlar1 Tablo 3.2.’de gosterilmistir.
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Tablo 3.2. On formiilasyon calismalarinda kullanilan formiilasyon degiskenleri ve

miktarlari.
Polimer Lipit Miktar: DSPE-PEG 2000
Miktar1 (mg) (mg) Miktar1 (mg)
Formiilasyon 1 10 15 0,6
Formiilasyon 2 10 2,25 0,4
Formiilasyon 3 10 2,25 0,8
Formiilasyon 4 10 3 0,6
Formiilasyon 5 15 15 0,4
Formiilasyon 6 15 1,5 0,8
Formiilasyon 7 15 2,25 0,4
Formiilasyon 8 15 2,25 0,6
Formiilasyon 9 15 2,25 0,8
Formiilasyon 10 15 3 0,4
Formiilasyon 11 15 3 0,8
Formiilasyon 12 20 1,5 0,6
Formiilasyon 13 20 2,25 0,4
Formiilasyon 14 20 2,25 0,8
Formiilasyon 15 20 3 0,6

Tez kapsaminda iki farkli polimer ve iki farkli hazirlama yonteminin
kullanilmas: formiilasyon bilesenlerinin oranmin yani sira polimer cinsinin ve
hazirlama yontemlerinin formiilasyonu nasil etkilediginin incelenmesine olanak
saglamaktadir. Bu kapsamda LPHNP formiilasyonlarinin hazirlanmasinda en yaygin
kullanilan iki yontem a) emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlagtirma yontemi, b)
nanog¢Oktiirme yontemi kullanilmistir. Emiilsiyon olusturma-coziicii buharlastirma
yonteminde etkin maddenin hidrofobik yapisi goz oniinde bulundurularak Yag/Su
(Y/S) tipi emiilsiyon olusturulmast ve sonrasinda organik fazin ortamdan
uzaklastirilmasiyla nanosiispansiyon elde edilirken nanoc¢éktiirme yonteminde
polimerin suyla karisabilen bir organik ¢oziiclide ¢oziindiiriilmesinin ardindan iki fazin
karistirilmasi sonucu ¢oziinmiis materyalin nanoboyutta ¢okelmesiyle nanopartikiiller

elde edilmistir (124, 135, 154). Tez g¢alismast kapsaminda; LPHNP’ler farkli iki
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polimer (PLGA ve PCL) ile ayr1 ayr iki hazirlama yontemi (emiilsiyon olusturma-
¢oziicii buharlastirma yontemi ve nanogoktiirme) ile ti¢ faktorlii Box-Behnken deney

tasarimi kullanarak hazirlanmistir.
3.2.2 Lipit-polimer Hibrit Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Lipit-polimer hibrit nanopartikiillerin ¢ekirdek kismini hazirlamak i¢in FDA
tarafindan onaylanmis biyouyumlu, biyopargalanir ve toksik olmayan PLGA ve PCL
polimerleri, lipit tabakasi i¢in soya fosfatidilkolin ve nanopartikiiler sistemin uzun siire
dolasimda kalabilmesi, hedef hiicrede birikimini saglamak ve yiizey modifikasyonu
ile stabilitesini arttirmak igin 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-
[amino(polyethylene glycol)-2000] (DSPE-PEG 2000) kullanilmistir (28, 123).

Emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma yonteminde organik faz olarak
4 mL diklorometan igerisinde ayr1 ayri olarak 10 mg, 15 mg ve 20 mg polimer (PLGA
veya PCL); su fazi olarak 4 mL etanol-su (%4 h/h) igerisinde 1.5 mg, 2.25 mg ve 3 mg
lipit (soya fosfatidilkolin) ve lipitin %25’i kadar olacak sekilde hazirlanmig stok
cozeltisi igerisinden 0.4 mg, 0.6 mg ve 0.8 mg DSPE-PEG 2000’in ¢6ziinmesi
saglanmigtir. Organik fazin sulu faz ile homojen dagilmasi i¢in ultrasonikonasyon
uygulanmis; olusan emiilsiyon gece boyunca 550 rpm de manyetik karistirict tizerinde
karistirilarak organik faz uzaklagtirilmigtir ve takiben 14.000 rpm’de 20 dk santrifiij
ile partikiiller elde edilmistir. Hazirlama islemi ii¢ kez tekrarlanmistir. Sekil 3.1.’de
emiilsiyon olusturma-¢6ziicli buharlastirma yontemi ile nanopartikiillerin hazirlanmasi
sematize edilmistir. Nanog¢oktiirme yonteminde emiilsiyon olusturma-¢oziicii
buharlagtirma yontemi ile ayni sekilde ve miktarlarda hazirlanan organik (organik faz
olarak aseton kullanilmistir) ve sulu fazin; karistirici {izerinde sabit bir hizda organik
fazin su fazi iizerinde eklenmesi ve organik fazin ugurulmasini takiben 14.000 rpm’de
20 dk santrifiij ile partikiiller elde edilmistir. Hazirlama islemi {i¢ kez tekrarlanmistir.
Sekil 3.2.’de nanog¢oktiirme yontemi ile nanopartikiillerin hazirlanmasi sematize

edilmistir.
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Organik faz
(Krizotinib + PLGA veya PCL
iceren 4 mL Diklorometan)

Su faz
(Fosfatidilkolin + DSPE-PEG2000
iceren 4 mL Etanol-su (%4 h/h) )

- upit'PEG
+ Etken madde
+ Polimerik ¢ekirdek

" Lipit tabaka
»
Ultrasonik prob »
1 dakika %35 amplitiit =
b —
ﬂ =
Organik fazin ugurulmasi igin Santrifiij ile ¢oktiirme
gece boyu karigma, 550 rpm 14.000 rpm 20 dk

Sekil 3.1. Emiilsiyon olusturma-¢éziicii buharlastirma yontemi ile LPHNP
hazirlanmasi.



33

Organik faz
(Krizotinib + PLGA veya PCL
iceren 4 mL Aseton)

/
Su faz

(Fosfatidilkolin + DSPE-PEG2000
iceren 4 mL Etanol-su (%4 h/h) )

50°C, Isiticih manyetik
@ kanstirici Uzerinde organik
faz su fazina damla damla
eklenir

. Lipit-PEG
Etken madde

Organik fazin ugurulmasi igin
gece boyu karigma, 550 rpm

U

——

p -
y =

.

Polimerik ¢ekirdek

" Lipit tabaka

Santrifiij ile ¢oktiirme
14.000 rpm 20 dk

Sekil 3. 2. Nanocoktiirme yontemi ile LPHNP hazirlanmasi.
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3.2.3 Krizotinib yiiklii Lipit-Polimer Hibrit Nanopartikiillerin

Hazirlanmasi

On formiilasyon c¢alismalari sonucunda belirlenen optimum formiilasyon
degiskenleri kullanilarak dort farkli krizotinib yiikli LPHNP formiilasyonlari
hazirlanmigtir. Tablo 3.3.’de kullanilan polimer tipi ve hazirlama yontemine gore

optimum LPHNP formiilasyonlari gosterilmistir.

Tablo 3.3. Optimum LPHNP formiilasyonlarinda kullanilan polimer tipleri hazirlama

yontemleri.
Polimer Tipi Hazirlama Yontemi
Formiilasyon 1 PLGA Nanoc¢oktiirme
Formiilasyon 2 PCL Nanogoktiirme
Formiilasyon 3 PLGA Emiilsiyon Olusturma-Coziicii
Buharlastirma
Formiilasyon 4 PCL Emiilsiyon Olusturma-Coziicii
Buharlastirma

Box-Benhken deney tasarimi ile her bir formiilasyon i¢in polimer, lipit ve
DSPE-PEG 2000 miktarlari belirlenmistir. Tablo 3.4.’de deney tasarimu ile iki farkli
hazirlama yontemi ve iki farkli polimer ile hazirlanan optimum formiilasyonlarin

bagimsiz degisken miktarlar1 verilmistir.

Tablo 3.4. Box-Benhken deney tasarimi ile hazirlanan optimum LPHNP
formiilasyonlarinin bagimsiz degisken miktarlari.

Polimer Polimer Lipit DSPE-PEG 2000
Tipi/Hazirlama Miktar1 (mg)* Miktar Miktar1 (mg)*
Yontemi (mg)*
Formiilasyon 1 12 1.5 0.7
Formiilasyon 2 10 1.5 0.6
Formiilasyon 3 17 1.5 0.6
Formiilasyon 4 14 1.6 0.8

* On formiilasyon ¢alismalar: sonucunda elde edilen optimum formiilasyonlara ait degisken
miktarlart
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PLGA polimeri kullanilarak emiilsiyon olusturma-¢6ziicii buharlastirma
yontemi ile hazirlanan LPHNP formiilasyonlarinda 17 mg polimer ve polimerin % 5’1
olacak sekilde krizotinib diklorometan igerisinde ¢oziindiirilmistiir. 1.5 mg lipit ve
0.6 mg DSPE-PEG 2000 cam flakonda 4 mL etanol-su (%4 h/h) igerisinde ultrasonik
banyoda 1s1 yardimiyla ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra organik faz (polimer ve
Kkrizotinib maddelerini igceren dikolorometan), sulu fazin (lipitleri igeren etanol-su
¢oOzeltisi) tizerine eklenip ultrasonik homojenizatérde, buz banyosu icerisinde 90
saniye karistirilarak Y/S tipi emiilsiyon hazirlanmistir. Organik ¢6ziicli, manyetik
karistiricida 550 rpm’de gece boyu karistirma ile ugurulup; nanopartikiiller sogutuculu
santrifiijde 14.000 rpm’de ve 18°C’de, 20 dakika santrifiij ile ¢oktiiriildiikten sonra
elde edilmistir. PCL polimeri kullanilarak emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma
yonteminde PCL polimeri 14 mg, lipit 1.6 mg ve DSPE-PEG 2000 0.8 mg olacak
sekilde PLGA polimeri kullanilarak emiilsiyon olusturma-¢dziicii buharlagtirma
yontemi ile birebir ayni sekilde gergeklestirilirken polimer olarak PLGA yerine PCL

kullanilmuastir.

PLGA polimeri kullanilarak nanog¢oktiirme yontemi ile hazirlanan LPHNP
formiilasyonlarinda 12 mg polimer ve polimerin %5’ krizotinib aseton igerisinde
¢oziindiiriilmiistiir. 1.5 mg lipit ve 0.6 mg DSPE-PEG 2000 cam flakonda 4 mL etanol-
su (%4 v/v) igerisinde ultrasonik banyoda 1s1 yardimiyla ¢oziindiiriilmiistiir. Daha
sonra organik faz (polimer ve krizotinib maddelerini igeren aseton), sulu fazin (lipitleri
igeren etanol-su ¢ozeltisi) lizerine 500 rpm karistirict tizerinde eklenmistir. Emiilsiyon
olusturma-¢6ziicli buharlastirma yonteminde oldugu gibi organik ¢oziicii, manyetik
karistiricida 18-24 saat karistirma ile ugurulup; nanopartikiiller sogutuculu santrifiijde
14.000 rpm’de ve 18°C’de, 20 dakika santrifiij ile ¢oktiiriildiikten sonra elde edilmistir.
PCL polimeri kullanilarak nano¢dktiirme yontemi ile nanopartikiil elde ederken 10 mg
PCL polimeri, 5 mg lipit ve 0.6 mg DSPE-PEG 2000 kullanilmis partikiiller PLGA

polimeri kullanilarak nanog¢oktiirme yontemi ile ayni sekilde hazirlanmistir.

3.2.4 Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Krizotinibin Miktar

Tayini Yonteminin Gelistirilmesi ve Validasyonu

Nanopartikiillerdeki krizotinib miktar tayini i¢in, UV dedektorlii HPLC

kullanilmistir (155). Tablo 3.5.’de verilen analiz kosullar1 literatiir ¢alismalarinin
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modifiye edilmesiyle belirlenmistir (155-157). HPLC yontemi ile krizotinib miktar
tayini caligmalart etken maddenin enkapsiilasyon etkinligi, in vitro salim
caligmalarinda kullanilmistir. Mobil faz bilesimi optimize edilerek kromatografik
ayrim sartlar1 belirlenmistir. Ayirim C18 kolonda (250 x 4.6 mm, 5 um)
gerceklestirilmistir. Kolon sicakligi 24°C ve akis hiz1 1.0 mL/dk olarak ayarlanmistir.
Mobil faz olarak metanol: %0.1 ortofosforik asit (50:50 h/h) kullanilmistir. Enjeksiyon
hacmi 20 pL olarak ayarlanmis ve UV dedektor ile tespit 264 nm'de gerceklestirilmistir

Tablo 3.5. HPLC ile miktar tayini analizindeki analiz kosullari.

HPLC Cihaz Dionex, Germany

Mobil Faz Metanol: %0.1 ortofosforik asit (50:50 h/h)
Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Akis Hiza 1 mL/dakika

Kolon C18(250x4,6 mm; Por biiyiikliigi: 5 um)
Kolon Sicakhigi 24+0.5°C

Dalga Boyu 264 nm

Dedektor uv

Analiz Tiiri Izokratik (Sabit mobil faz)
Konsantrasyon 0.001 — 1 mg/mL

Arahgi

“International Conference On Harmonisation (ICH) Q2(R1) Kilavuzu”na gore
krizotinib  i¢in  gelistirilen = HPLC  yOntemi, asagidaki  parametrelerin

Ol¢iilmesi/hesaplanmasi ve degerlendirilmesiyle valide edilmistir.

v Dogrusallik
v Dogruluk
v Kesinlik
v Segicilik
v

Duyarlilik
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Dogrusalhik

Belirli olglim araliginda elde edilen yanitlar ile numunedeki analit
konsantrasyonun dogru orantili olmasi, analitik yontemde dogrusalligin gostergesidir.
Tez calismamiz kapsaminda dogrusallik parametresi igin olarak metanol: %0.1
ortofosforik asit (50:50 h/h) igerisinde krizotinibin (2 mg/ml (a/h)) stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Takiben stok ¢ozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak 1, 0.5, 0.1,
0.05, 0.01, 0.005, 0.001 mg/mL olan standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Standart
cozeltilerin konsantrasyonlarina kars1 belirlenen pik alanlari arasinda regresyon analizi
yapilarak kalibrasyon dogrusu ¢izilmis ve kalibrasyon denklemi elde edilmistir.

Sonuglar ti¢ tekrarli 6lgiimler ile belirlenmistir.
Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugu, yontemle dlgiilen degerin gercek veya referans
degere ne kadar yakin oldugunu goéstermektedir. Kalibrasyon egrisi tizerinde {i¢ farkli
konsantrasyon (1, 0.05, 0.001 mg/mL) i¢in ayr1 seri standartlar hazirlanmig ve bu

standartlarin 6l¢timleri yapilarak dogruluk parametresi degerlendirilmistir.
Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi, yontem sirarsinda birbirini takip eden olgiimler
arasindaki yakinlik derecesini ifade eder. Yontemin kesinligini belirlemek i¢in deney
igi/deneyler aras1 kesinlik ¢aligsmalar1 yapilmakta