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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

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

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

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yaymlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmast, Diizenlenmesi ve Erisime Acimasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida
belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde
erisime agilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karar1 ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 y1l ertelenmistir. (V

o Enstiti / Fakiilte yonetim kurulunun gerekceli karari ile tezimin erisime acilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmigtir. @

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmigtir. ®

07/02/2024

Meryem KAPLAN

I“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Evisime A¢ilmasmna Iligkin Yonerge”
(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmast veya patent alma siirecinin devam etmesi
durumunda, tez danismanimin énerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii iizerine enstitii veya
fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime a¢ilmasimin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullamldigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi
yontemlerle korunmamis ve internetten paylasiimast durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang
imkam olusturabilecek bilgi ve bulgular iceren tezler hakkinda tez danismaninin éonerisi ve enstitii
anabilim dalinin uygun goviisii iizerineenstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekceli karar ile alt
ayr asmamak iizere tezin erisime 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 yapudigi kurum tarafindan verilir *.
Kurum ve kuruluglarla yapilan igbirligi protokolii ¢ergevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iligkin gizlilik
karart ise, ilgili kurum ve kurulugun énerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite
yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.
Madde 7.2. Gizlilik karar verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar
gercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararimin kaldiriimast halinde Tez Otomasyon Sistemine ytiklenir

* Tez damismaninin Onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu
tarafindan karar verilir. Madde 7.2. Gizlilik karar: verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan
gizlilik kurallari ¢ercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararimin kaldinlmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine
yiiklenir

* Tez danigmaninin nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim
kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu calismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ercevesinde elde
ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglari bilimsel ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigim,
yararlandigim kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin
kaynak gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Sema CALIS
danigmanliginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii Tez Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.

Ecz. Meryem KAPLAN
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TESEKKUR

Tez calismalarim siiresince bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan,
karsilastigimiz sorunlar karsisinda her zaman yol gosteren, bu siirecte destegini higbir
zaman esirgemeyen, bilimsel ¢alismalarimi gerceklestirebilmem igin her tiirlii olanagi
saglayan, degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. Sema CALIS a,

Her konuda bana mentdrliik eden, bilgi ve deneyimlerini igtenlikle paylasan proje
ylriitiiclim, sevgili hocam Dog¢. Dr. Kivilebom SEYHUN’a, hiicre kiiltiirii ve in vivo
deneylerin yiiriitiillebilmesi i¢in her tiirli olanagi saglayan Saymn Prof. Dr. Giines
ESENDAGLI’ya, hem bir arkadas hem bir yol gosterici olarak doktora siirecimin basindan
sonuna kadar yanimda olan, her tiirlii sorunu birlikte astigimiz degerli dostum Dr. Ecz.
Fatma Betiil CAM’a,

Tez c¢aligmalarim sirasinda her tiirlii laboratuvar ve altyapr imkanlarim saglayan
basta Anabilim Dali Baskanimiz Prof. Dr. Erem BILENSOY ve énceki Anabilim Dali
Baskanimiz Prof. Dr. Levent ONERe, tiim degerli dgretim iiyesi/elemam hocalarima,
doktora ve yiiksek lisans 6grencilerine, idari personelimize, teknisyenlerimize,

Doktora tezim kapsaminda hayvan deneylerindeki destekleri ve arkadasligi i¢in
Ogr. Gér. Dr. Siileyman Can OZTURK ’e, hiicre kiiltiirii deneylerindeki yardimlar1 i¢in
basta Dr. Ece TAVUKCUOGLU DEMIR olmak iizere H.U. Kanser Enstitiisii Temel
Onkoloji Anabilim Dal1 arastirmacilarina degerli katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Her zorlugu kolaylikla asmami saglayan, hayatima anlam katan, beni akademiye
yonlendiren canim ablam Nesrin KAPLAN’a; dualarim1 ve desteklerini hep arkamda
hissettigim, beni ben yapan degerli annem ve babama,

Tez galigmalarim boyunca hosgoriilii ve destekleyici davraniglar i¢in Siileyman
Demirel Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dekani Sayin Prof. Dr. Mustafa YILDIZ’a,
dekan yardimcilarimiza, Boliim Baskanimiz Dog. Dr. Tunahan DEMIRCI’ye, Anabilim
Dali Baskanimiz Dr. Ogr. Uyesi Sila GULBAG PINAR’a ¢ok tesekkiir ederim.

Tez caligmalarimda maddi destek saglayan (1001 Proje Numarasi: 119R055) ve
2211-A doktora bursiyeri olarak destekleyen Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Kurumu’na, YOK 100-2000 doktora bursu desteginden dolay1 Yiiksek Ogretim Kurulu’na

tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Kaplan, M., Farkh Sekilli Nanopartikiillerin Gelistirilmesi, Immiinoterapotik ve
Kemoterapotik Madde Yiiklii Optimum Sekilli Nanopartikiillerin Kiiciik Hiicreli
Disi Akciger Kanseri Uzerine Antikanser Etkinliginin Degerlendirilmesi,
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Teknoloji
Programi Doktora Tezi, Ankara, 2024. Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), tiim
akciger kanserlerinin % 85’sini olusturmaktadir. Kanser immiinoterapisi oliimciil akciger
kanserinin tedavisi i¢in yeni firsatlar sunmakla birlikte, KHDAK’nin tedavisinde kullamlan
immiin kontrol noktast inhibitorleri ile hastalarm % 15-25’inde olumlu yamit saglanmustir.
Immiinoterapétiklerin KHDAK tedavisindeki etkinliginin artirlmast amactyla tez kapsaninda,
FDA ve EMA onayli PLGA’nin ¢esitli tiirevlerinden olusan nanopartikiiler sisteme, TGF-3
inhibitorii galunisertib ve immiin kontrol noktasi inhibit6rii nivolumab kombine halde yiiklenmis
ve tiimore hedeflendirme amaciyla nanopartikiiller anti-EGFR ile konjuge edilmistir. Tez
kapsaminda kiiresel nanopartikiillere ek olarak, modifiye edilen film germe yontemi ile cubuk ve
eliptik disk seklinde nanopartikiiller iiretilmis ve seklin gesitli parametreler {izerine etkisi
incelenmistir. Nanopartikiillerin in vitro ve in vivo karakterizasyon caligmalarindan sonra
optimum Ozelliklere sahip nanopartikiil sekli belirlenmistir. Hedeflendirilmis  kiiresel
nanopartikiillerin (optimum sekilli) saghkh ve tiimér hiicreleri tizerindeki toksisiteleri, T hiicre
immiin yanitlart gibi in vitro karakterizasyon calismalart gerceklestirilmis ardindan timor
gelistirilmis farelerde in vivo degerlendirme yapilmistir. Biyodagilim caligmasi ile antikor
konjuge nanopartikiillerin timor ¢evresindeki birikimi, kontrol grubuna kiyasla daha ytiksek
bulunmustur (p>0,05). I vivo deneyler sonucunda, tiimére hedeflendirilen kombine etkin madde
yiiklii nanopartikiillerin tiimériin kiigiiltiilmesinde, hedeflendirilmemis nanopartikiillere gore
daha etkili oldugu, etkin madde ¢ozeltisi ile benzer etki gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, nivolumab, galunisertib, nanopartikiil, aktif

hedeflendirme.

Soz konusu tez TUBITAK tarafindan 119R055 numarali 1001 projesi ve 2211-A Genel Yurt
I¢i Doktora Burs Programu ile desteklenmistir. Doktora dgrencisi YOK 100- 2000 Burs

Programi kapsaminda da desteklenmistir.
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ABSTRACT

Kaplan, M., Development of Different Shaped Nanoparticles, Evaluation of
Anticancer Activity of Optimum Shaped Nanoparticles Loaded with
Immunotherapeutic and Chemotherapeutic Agents on Non-Small Cell Lung
Cancer, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Pharmaceutical Technology Program Doctor of Philosophy Thesis, Ankara,
2024. Non-small cell lung cancer (NSCLC) accounts for 85% of all lung cancers.
Cancer immunotherapy, offers new opportunities for the treatment of lethal lung
cancer, immune checkpoint inhibitors used in the treatment of NSCLC have achieved
a favorable response in only 15-25% of patients. TGF-f inhibitor galunisertib and the
immune checkpoint inhibitor nivolumab were co-loaded into the nanosystem
consisting of derivatives of FDA and EMA approved PLGA and the nanosystem was
conjugated with anti-EGFR in the scope of Ph.D. thesis to improve efficiency of
immunotherapy in treatment of NSCLC. In this study, in addition to spherical
nanoparticles, rod and elliptical disk shaped nanoparticles were prepared by a modified
film stretching method and the effects of shape on various parameters were
investigated. Following in vitro and in vivo characterization of the nanoparticles,
optimum particle shape was determined. /n vitro characterization studies of the
targeted spherical nanoparticles (optimum shape) were examined including their
toxicity on healthy and tumor cells, T cell immune responses. Finally in vivo
evaluation on tumor bearing mices were performed. Biodistribution studies have
shown that the acumulation of antibody conjugated nanoparticles around the tumor
was higher compared to the control group (p>0,05). As a result of in vivo experiments,
it was determined that the co-loaded antibody conjugated nanoparticles are more
effective in tumor shrinkage than non-targeted nanoparticles and they showed similar

effects with the combined solution.

Keywords: Lung cancer, nivolumab, galunisertib, nanoparticle, active targeting.

This thesis was supported by TUBITAK 1001 project numbered 119R055 and 2211-A
General Domestic Doctoral Fellowship Program. The PhD student was also supported by
YOK 100-2000 Scholarship Program.
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1. GIRIS

Kanser, son yillarda yeni terapotiklerin gelistirilmesindeki ilerlemelere
ragmen, artan prevalans, morbidite ve mortalite nedeniyle, diinya genelinde hala en
yaygin 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine
gore akciger kanseri en sik teshis edilen ikinci ve 6liim orani en yiiksek kanser tipidir.
Temel olarak, kiictlik hiicreli (% 15) ve kiigiik hiicreli dis1 (% 85) olarak ikiye ayrilan
akciger kanserinin tedavi yaklagimlari, bu tiplerin 6zelliklerine gore belirlenmektedir.

Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri’nin (KHDAK) tedavisi, kanserin evrelerine
gore farklilik gdstermektedir. Erken evrelerde cerrahi ile tedavi saglanabilirken, II1. ve
IV. evrelerde cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapi yaklagimlar1 birlikte
uygulanabilmektedir. Bu tedavi yontemlerinin, zayif terapdtik etkinlik, spesifik
olmayan etkilesimler ve saglikli dokularda toksik yan etkiler gibi sakincalari
mevcuttur. Erken evrelerde tiimoriin cerrahi olarak ¢ikarilmasi giinlimiizde genellikle
basarili bir secenek olarak uygulanirken, ilk kez teshis edilen hastalarin % 70’inin,
lokal ileri evre ya da metastatik akciger kanseri oldugu gozlenmektedir. Bu durum
cerrahi secenegini ortadan kaldirmaktadir.

Son yillarda tan1 ve tedavideki gelismelere ragmen, hastaligin ge¢ teshis
edilmesi, metastaza egilim, sinirli cerrahi secenegi, tiimor heterojenligi, tedaviye
direng gosterilmesi, hastalarin yasam kalitesini yiiksek diizeyde etkileyen yan etkiler
ve yliksek mortalite riski nedenleriyle bu alandaki yeni ilag¢ ve tedavi aragtirmalari
yogun bir sekilde devam etmektedir. Yeni bir tedavi yaklasimi olarak yakin zamanda
tedavide yer almaya baglayan immiinoterapi, bazi KHDAK hastalarinda umut verici
sonuglar gostermis olsa da her hasta tedaviye aym derecede olumlu yanit
vermemektedir. Tez kapsaminda bilinen sakincalara ¢6ziim Onerisi sunabilecek
ozellikte bir ilag tasiyict sistem gelistirilmesi amaglanmastir.

TGF-B, hiicre biiylimesi, doku onarimi ve bagisiklik sistemi diizenlemesi gibi
cesitli biyolojik stiregleri kontrol eden bir sinyal yolaginda rol almaktadir. Baslangicta,
tiimor baskilayic1 olarak islev goren bu sitokin (TGF-B), daha sonra inflamasyon,
anjiyogenez, bagisikliktan kagis ve kotii huylu hiicrelerin invazyon ve metastaz
potansiyellerini artirarak kanserin tiim viicuda yayilmasina yol acabilmektedir. Bu

nedenle, TGF- inhibisyonu, giincel bir antikanser tedavi yaklasimi olarak



arastirilmaktadir.

Bagisiklik hiicreleri lizerinde bulunan immiin kontrol noktasi reseptorleri (PD-
1, CTLA-4) saglikli hiicreleri bagisiklik sisteminin asir1 tepki ve otoreaktif
saldirilarindan korurken, kanser hiicreleri iizerindeki ligandlar bu mekanizmay1
kullanarak bagisik yanittan kacabilmektedir. Immiin yanit: yeniden aktive etmek igin
kullanilan immiin kontrol noktas: inhibitérleri (IKNI), diger bagisiklik hiicrelerinin
yani sira T hiicrelerini hedef alarak kanser hiicrelerine karsi immiin yanit1 artirmay1
amagclamaktadir. Yiiksek iiretim maliyetleri sebebiyle IKNI, sadece gelismis iilkelerde
bir tedavi secenegi olarak sunulmaktadir. Nivolumab (Opdivo®), Programlanmis
Hiicre Oliim Proteini-1 (PD-1) reseptdriinii bloke eden, Amerikan Gida ve Ilag
Kurumu (FDA) onayli, immiin kontrol noktasi inhibitérlerinden biridir. IKNI ile
tedavide baslangicta yanit alinabilirken ileri donemlerde tedaviye direng gelisebilmesi
nedeniyle, bu duruma ¢6ziim olabilecek immiinoterapotik ve/veya kemoterapotiklerle
kombine tedavi secenegi klinik aragtirmalarla test edilme asamasindadir. Bu proje ve
tez kapsaminda, galunisertib ve nivolumab, ilk kez kombine halde ilag tasiyici sisteme
enkapsiile edilerek KHDAK’ye hedeflendirilmeye ¢alisiimistir.

Tezin amact dogrultusunda, immiinoterapétiklerin KHDAK tedavisindeki
etkinliginin artirilmasi planlanmis, FDA ve Avrupa Ilag Kurumu (EMA) onayli bir
polimer olan poli (laktik-ko- glikolik asit) (PLGA) nin, poli (etilen glikol) (PEG),
maleimit (Mal) ve histidin (His) ile modifiye edilmis formlar1 kullanilarak,
galunisertib ve immiin kontrol noktasi inhibitorii nivolumabin kombine halde
yiiklendigi nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemlerin  hazirlanmis ve tiimore
hedeflendirme amaciyla nanopartikiiller anti-EGFR ile konjuge edilmistir. Tez
kapsaminda kiiresel nanopartikiillere ek olarak, modifiye edilen film germe yontemi
ile ¢ubuk ve eliptik disk seklinde nanopartikiiller iiretilmis ve seklin c¢esitli
parametreler {iizerine etkisi incelenmistir. Epidermal biiyiime faktorii reseptorii
(Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR), KHDAK hiicrelerinin yiizeyinde yiiksek
diizeyde bulunan bir membran reseptoriidiir. Gliniimiizde, EGFR antagonistleri
0zellikle EGFR mutasyonu olan metastatik KHDAK ’nin tedavisinde kullanilmaktadir.
Inhibitdrlerin EGFRye baglanmasi, tiimér hiicrelerinin bilyiimesini yavaslatmakta ya
da durdurmaktadir. EGFR sinyal yolagi, insan epitelyal kanserlerinde tanimlanan ilk

onkojenik etmendir. Tiim bu nedenlerden dolayi, hedeflendirme ligandi olarak



kullanilacak olan anti-EGFR antikorunun, bu fonksiyonuna ek olarak antikanser
etkisinin de olabilecegi dngdriilmektedir.

Farkli sekilli nanopartikiillere iligkin bilimsel arastirmalarin baglama ve
literatiire dahil olma siireci incelendiginde, canli organizmalarin in vivo ortamdaki
davraniglarinin, arastirmacilara ilham kaynagi oldugu gortilmektedir. Cok farkli
sekillere sahip patojenlerin fagositik hiicrelerden kagisi, uzun siire kan dolagiminda
kalis1 ve yiiksek miktarda hiicre i¢ine alim gibi 6zelliklerinden yola ¢ikilarak, farkli
sekillerdeki nanopartikiillerin kiiresel nanopartikiillere kiyasla iistlin 6zelliklere sahip
olabilecegi fikri olusmustur. Bu diisiincelerden yola ¢ikilarak kiiresel partikiillerin
yaninda ¢ubuk ve eliptik disk seklinde nanopartikiiller de hazirlanarak in vitro ve in
vivo parametreler {lizerine etkileri incelenmis ve tedavi i¢in optimum sekle karar
verilmistir.

Iki asamali olan bu tez galismasinda arastirma hipotezimiz; kiigiik hiicreli dis
akciger kanseri tedavisinde kemoterapétik kiiclik molekiil ile immiinoterapdtik
makromolekiilii kombine olarak igeren, EGFR reseptorii hedefli polimerik
nanopartikiillerin immiin yanit etkinligini in vitro ve in vivo kosullarda
artirilabilecegidir.

Hipotez dogrultusunda tezin amaglar1 siralanirsa:

e Nanopartikiillerin seklinin in vitro ve in vivo parametreler iizerine etkinliginin
degerlendirilmesi,

e Hazirlanan nanopartikiillerin, partikiil boyutu, sekli ve pasif hedeflendirme
stratejisi ile tiimor bolgesine ulasabilecek kadar uzun siire kan dolagiminda
kalmasi,

e Nivolumabin  F(ab’), fragman1 elde  edilerek  nanopartikiillere
enkapsiilasyonunun artirilmasi,

e Yiizeyinde tasidigi hedeflendirme ligandi sayesinde tiimor hiicrelerinin
ylizeyinde lokalize olmasi,

e Polimerin yapisindaki aside duyarli modifikasyon sayesinde asidik timor
mikrogevresinde artan, pH’ya bagh kontrollii etkin madde salima,

e llag tasiyic sisteme, galunisertib ve PD-1 reseptdr blokorii olan nivolumabin
kombine halde enkapsiilasyonu ile, mevcut tedavide kullanilan ve hastalardaki

basar1 oran1 % 25 olan nivolumabin etkinliginin galunisertib ile artirilmasi



amaglanmstir.

Cift emiilsifikasyon/¢oziicii buharlagtirma yontemi kullanilarak hazirlanan
nanopartikiiller ile tek bir sistem icerisine iki farkli ¢Oziiniirliik profiline sahip
maddenin (galunisertib ve nivolumab) enkapsiilasyonu saglanmistir. Ilerleyen
asamalarda, optimize edilen ila¢ tasiyict sisteme anti-EGFR antikorunun
konjugasyonu gercgeklestirilerek, kombine etkin madde yiiklii nanopartikiillerin

tedavideki etkinligi, konjugasyon yapilmayan grupla in vivo ortamda kiyaslanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Akciger Kanseri

Ulusal Kanser Enstitlisii’niin tanimina gore kanser, viicuttaki bazi hiicrelerin
kontrolsiiz bir sekilde biiyiidiigli ve viicudun diger bolgelerine yayildigi bir hastaliktir.
Hiicre boliinmesinin dogal siirecinde meydana gelen patofizyolojik degisiklikler,
kanserli hiicre olusumunu tetiklemektedir (1). Zaman i¢inde bu hiicreler kan ve lenf
sistemi yoluyla viicudun diger bolgelerine yayilarak veya metastaz yaparak hastaliga
kars1 tedavi segeneklerini daha da zorlastirarak sinirlamaktadir (2, 3). Diinya ¢apinda
onemli bir halk saglig1 problemi olan kanserin kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
ikinci en yaygin 6liim nedeni oldugu bilinmektedir. Ozellikle, gelismis ve gelismekte
olan iilkelerde kanser teshisi konulan hasta sayisinda 6nemli bir artig gézlenmekte (3,
4), niifusun yaslanmasi ve biiylimesi gibi demografik degisikliklerin giiclii etkisi
nedenleriyle de onlimiizdeki yillarda kanser insidansinin daha da artacagi ve 2025
yilina kadar yilda 20 milyondan fazla yeni kanser vakasinin olusacagi dngoriilmektedir
(5, 6).

DSO 2020 verilerine gore, yilda 2,2 milyondan fazla vaka sayisi ile akciger
kanseri, diinya genelinde ikinci en sik goriilen ve en yiiksek 6liim oranina sahip kanser

tipidir (Sekil 2.1.) (7, 8).

2020 yilindaki tahmini yeni vaka sayilari, diinya geneli, tim cinsiyet ve yaslar

Meme kanseri
2261 419 (11.7%)

Akciger kanseri
2206 771 (11.4%)

Diger kanserler
8 879 843 (46%)

Kolorektum kanseri
1931 590 (10%)

Prostat kanseri
1414 259 (7.3%)

1089 103 (5.6%) Mide kanseri

Rahim agzi kanseri Karaciger kanseri
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Data source:GLOBOCAN 2020
rabh production: Global Cancer Observatory (Wgi/gcoarc.fr/)
© International Agency for Research on Cancer 2023

Toplam : 19 292 789

Sekil 2.1. 2020 y1l1 kanser tiplerine gore insidans grafigi (9).



Sigara ve tiitlin Urtinlerinin kullanimi, akciger kanseri vakalarinin yaklasik %
90’1inda gozlenen ortak risk faktorleridir. Diger risk etmenleri arasinda; radon gazi,
asbest, hava kirliligi, is yerlerinde kullanilan kimyasal maddelere maruziyet, genetik
faktdrler ve kronik enfeksiyonlar gibi diger faktorler sayilmaktadir (10). Ozellikle
gelismis iilkeler, bu bilgiler dogrultusunda hava kirliligi ve tiitiin kullanimi ile ilgili
yogun bir miicadele i¢indedir. Akciger kanseri, bronglarin bir¢ok farkli bolgesinde
ortaya cikabilen heterojenitesi yiiksek bir kanser tipidir, bu nedenle anatomik
konumuna bagli olarak olduk¢a degisken semptom ve bulgular gésterebilmektedir. En
yaygin semptomlar; oksiiriik, dispne (nefes darligi), hemoptizi (kanli oksiiriik), kilo
kayb1 ve anoreksi (istahsizlik) seklinde siralanabilmektedir (11). Akciger kanseri,
farkli sekilde biiyliyen ve yayilan hiicrelerin histolojik goriinlimiine gore iki temel alt
sinifa ayrilmaktadir: kii¢lik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik hiicreli dis1
akciger kanseri (KHDAK) (Sekil 2.2.) (10-12).

Akciger Kanseri Tipleri
B Adenokarsinoma
Yassi hiicreli karsinoma Kiiciik I-!l:_icreli Olm_ayan
Akciger Kanseri
Biiyiik hiicreli karsinoma
40%
B Kiiciik hiicreli akciger kanseri

Sekil 2.2. Goriilme sikligina gore akciger kanseri tipleri (13).

Akciger kanserinde klinik sonuglar, teshis anindaki kanser evresiyle dogrudan
iliskilidir. Ornegin, evre I akciger kanseri ile bagvuran hastalarm bes yillik sagkalim
orani % 68,4 iken, evre IV akciger kanseri ile bagvuran hastalarin bes yillik sagkalim
orant % 5,8’dir. Cogunlukla hastalarin ilk teshisi, daha diisiik bir sagkalim ve artan
semptom yiikii ile iligkili olan evre IV olmaktadir. Dolayisiyla agresif ve hizli seyirli
olan akciger kanserine yonelik taramalarin yapilmasi ve erken teshisi, mortalite riskini
Oonemli Olclide azaltacaktir (14, 15). Akciger kanseri i¢in tedavi secenekleri arasinda

cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, immiinoterapi ve hedefe yoOnelik tedaviler yer



almaktadir (8, 10). Akciger kanserinin biitiin evrelerinde sistemik kemoterapinin
sagkalim Ttzerindeki etkisi smirli olup, metastaz durumunda palyatif etkisi
bulunmaktadir (16). Hastalik cogunlukla gec¢ teshis edildigi i¢in, tek bir farmakolojik
ilag grubu ile tedavi edilememekte ve tedavi i¢in genellikle kompleks, kombinasyon
terapiler uygulanmaktadir. Ozetle hastaligm tedavisindeki ilerlemelere ragmen uzun

stireli sagkalim oranlar1 oldukga diistiktiir (17).
2.1.1. Kiig¢iik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri (KHDAK)

KHDAK, tim akciger kanseri vakalarimin yaklasik olarak % 85’ini
olusturmaktadir (12). Ulusal Kanser Enstitiisii (National Cancer Institute, NCI)
verilerine gore sigara igmek, kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri icin en onemli risk
faktoridiir. KHDAK’nin en 6nemli belirtileri arasinda gegmeyen oksiiriik ve nefes
darlig1 bulunmaktadir. Hastaligin teshisine yonelik ¢esitli tani testleri (g6giis rontgeni,
bilgisayarli tomografi taramasi ve/veya PET-CT taramasi (18)) yapilmakta ve testlerin
sonugclar1 ve biyopsi ile kesin tan1 konulmaktadir (19). Ek olarak EGFR, KRAS, ALK
gibi timor belirtecleri, akciger kanserinin erken teshisini ve kanserin spesifik alt
tiplerini tespit etmek amaciyla kullanilabilir. Bu belirtegler aynm1 zamanda
bireysellestirilmis tedavi ve prognoz tahmininde dnemli bir ongorii saglamaktadir
(14). KHDAK, hiicrelerin mikroskop altindaki histolojik goriiniisiine gore ii¢ gruba
ayrilmaktadir: adenokarsinoma, yassi hiicreli karsinoma, ve biiyiik hiicreli karsinoma
(20, 21). Evrelere gore inceleme yapildiginda, KHDAK, erken (evre I ve II) ve
ileri/metastatik evre (evre III ve IV) olarak iki ana grup ile toplamda dort alt gruba
ayrilmaktadir (14). Alt gruplar NCI tarafindan A, IB, [TA, IIB, IIIA, IIIB, IIIC, IVA
ve IVB olarak kanserin ilerleme derecesine gore detaylandirilmistir. Cogu kanser tipi
solid tiimor yapisindadir. KHDAK, solid tiimorlerin en agresif formlarindan birini
olusturmaktadir (17) ve solid forma doniisiim, dezmoplastik reaksiyon sonucu fibroz
olusumuna dayanmaktadir. Dezmoplazi, hiicre dig1 matriks proteinlerinin {liretiminde
(kolajen tip L, III ve IV; fibronektin; laminin; hiyaliironik asit vb.) dnemli bir artis ve
sonugta yogun bir fibroz bag dokusunun olusumu ile karakterizedir. Hiicreler
arasindaki artan yogun basing sebebiyle antikanser molekiillerin tiimor hiicrelerine
ulasimi engellenmektedir (22), bu durum da KHDAK nin ilagla tedavisinde zorluk

olusturmaktadir.



NCI'ya gore, KHDAK’de giincel tedavi segenekleri; ameliyat, radyoterapi,
kemoterapi, immiinoterapi, lazer tedavisi, fotodinamik terapi, kriyocerrahi (cesitli
kimyasal maddelerin uygulanmasi ile tlimdriin lokal olarak sogutulmasi), elektrokoter
(dokuyu yakarak kesme islemi) ve hedefe yonelik tedavidir.

KHDAK tedavisinde FDA onayl1 pek ¢ok kemoterapotik (Tablo 2.1.), cerrahi
veya radyoterapi sonrasi tek basina veya diger ilaglarla kombine halde kullanilmaya
devam edilmektedir (23). 2000°li yillarin basindan itibaren, platin temelli
kombinasyon kemoterapiler, hedefe yonelik tedaviye duyarli, mutasyon gézlenmeyen
ileri evre KHDAK hastalari icin ilk basamak tedavi olmustur (24). Ornegin sisplatinin
paklitaksel, gemsitabin, dosetaksel veya vinorelbin gibi diger kemoterapdtik ilaglarla

kombinasyonu, KHDAK nin baslangi¢ tedavisi i¢in kullanilmaktadir (25).

Tablo 2.1. KHDAK tedavisinde kullanilan FDA onayli kemoterapétikler (23, 26).

ilac (Ticari iiriin) Etki mekanizmasi
Sisplatin (Cisplatin®) Alkilleyici madde
Karboplatin (Paraplatin®) Alkilleyici madde
Mekloretamin Hidrokloriir (Mustargen®) Alkilleyici madde
Doksorubisin Hidrokloriir (Adryamycin®, Rubex®) Topoizomeraz inhibitdrii
Gemsitabin Hidrokloriir (Gemzar®) Antimetabolit
Metotreksat (Trexall™, Rheumatrex®) Antimetabolit
Pemetrekset Disodyum (Alimta®) Antimetabolit
Dosetaksel (Taxotere®) Mitotik inhibitor
Paklitaksel (Taxol®) Mitotik inhibitor
Vinorelbin Tartrat (Navelbine®) Tiibiilin baglayici

Kemoterapotikler uzun yillardir kullanilmasina ragmen dar bir terapotik
indekse sahip olmasti, uzun stireli kullanimda istenmeyen yan etkilere ve ilag direncine
yol agmas1 ve diisiik tedavi etkinligi sebebiyle hedefe yonelik yeni tedavi segenekleri
arastirilmaya baslanmistir (24, 25). Hedefe yonelik tedavi segenekleri arasinda;
monoklonal antikorlar, tirozin kinaz inhibitorleri (TKI), rapamisin protein
kompleksinin memeli hedefi (mTOR) inhibitorleri (6rnegin; everolimus) ve KRAS
GI12C inhibitorleri (6rnegin; sotorasib, adagrasib) olmak {izere 4 ana grup

bulunmaktadir (19).



Gilinlimiizde, hedefe yonelik ilaglar cogunlukla kemoterapi ile birlikte veya tek

basina, ilerlemis akciger kanseri tedavisinde kullanilmaktadir (Tablo 2.2.) (27).

Ornegin, nesitumumab, gemsitabin ve sisplatin ile kombine halde metastatik yass1

hiicreli KHDAK 'nin birinci basamak tedavisinde kullanilmaktadir (28).

Tablo 2.2. KHDAK tedavisinde son gelismelere drnekler (29).

ilac Grubu Endikasyon FDA onay
(Ticari iiriin) tarihi
Pemetrekset Kemoterapotik Yasst hiicreli olmayan ileri evre | Subat 2020
(Pemfexy®) (folat antagonisti) (30) = KHDAK
Osimertinib Kemoterapotik Cerrahi  operasyon  gecirmig, = Aralik 2020
(Tagrisso®) (EGFR tirozin kinaz EGFR ekzon 19 veya ekzon 21
inhibitorii) L858R pozitif KHDAK
@31
Pralsetinib Kemoterapotik (kinaz =~ MET* ekzon 14 mutasyonuna Ekim 2020
(Gavreto®) inhibitorii) sahip metastatik KHDAK
Nivolumab Anti-PD-1 antikoru Neoadjuvan tedavi ile rezeke = Mart 2022
(Opdivo®) edilebilir KHDAK igin platin ¢ifti
kemoterapisi ile kombine
Selpercatinib | Kemoterapétik (kinaz | FDA, RET* flizyonu pozitif lokal = Eyliil 2022
(Retevmo®) inhibitorii) ileri veya metastatik KHDAK
Durvalumab Anti-PD-L1 antikoru Metastatik KHDAK Kasim 2022
(Imfinzi®)
+ Anti-CTLA-4 antikoru
Tremelimumab
(Imjudo®)
-
Kemoterapik
madde
kombinasyonu
Adagrasib Kemoterapdtik KRAS GI12C mutasyonlu lokal | Aralik 2022
(Krazati®) (RAS GTPaz ailesi ileri veya metastatik KHDAK olan
inhibitorii) ve daha Once en az bir sistemik
tedavi almis hastalar
Pembrolizumab | Anti-PD-1 antikoru Evre IB, Il veya IIIA KHDAK i¢in | Ocak 2023
(Keytruda®) cerrahi ve platin bazli
kemoterapiyi takiben adjuvan
(koruyucu) tedavi
Enkorafenib | Kemoterapotik BRAF V600E mutasyonu tastyan | Ekim 2023
(Braftovi®) metastatik KHDAK
-
Binimetinib
(Mektovi®)

*MET: Mezenkimal epitelyal ge¢is, RET: Rearranged during Transfection.
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Tedavi protokoliine karar verilirken temel kriter, kanserin evresi (timoriin
biiyiikliigii, akcigerdeki lokalizasyonu, tiimdriin hangi lenf diiglimlerine yayildigina
gore belirlenir) olmakla birlikte hastanin genel saglik durumu ve tedaviyi tolere
edebilirligi de dikkate alinmaktadir (32).

Erken evre (evre I-1I, baz1 kaynaklara gore IIIA (14) da dahil edilir.) KHDAK
icin Onerilen tedavi secenegi cerrahidir (8, 15, 33). Radikal radyoterapi (tliimori
tamamen yok etmek i¢in uygulanan radyoterapi), lokalize KHDAK igin bir diger
potansiyel kiiratif tedavidir. Cerrahinin uygun olmadigi evre Il KHDAK hastalar1 i¢gin
es zamanli kemo-radyoterapi onerilmektedir. Ayrica, erken evre hastalarin tedavisinde
hedefe yonelik tedavi veya immiinoterapinin rolii heniiz netlesmemistir (33).

Genellikle, ilk tanida hastalarin % 70’ine lokal ileri evre veya metastatik
akciger kanseri (evre III veya IV) teshisi konulmakta ve hastalarinin yaklasik %
60’inda uzak metastaz (21) bulunmaktadir. Bu durumda cerrahi segenegi ortadan
kalkmaktadir (10, 12). Cerrahiye uygun (rezektabl) evre IIIA KHDAK li hastalar i¢in
standart tedavi, cerrahi ve takibinde kemoterapiden olugmaktadir. Cerrahiye uygun
olmayan evre IIIA hastalar1 i¢in radyoterapi, kemoterapi ve/veya cerrahinin bir
kombinasyonu onerilmektedir (10). Baz1 evre IIIA kanserler i¢in diger bir tedavi
secenegi de kemoterapi ve ardindan cerrahi ile birlikte nivolumab kullanimidir.
Cerrahi, radyasyon ve kemoradyasyonun terapotik etkisinin yeterli olmayacagi
diisiiniildiiginde, immiinoterapétikler (pembrolizumab, emiplimab vb.) ilk tedavi
secenegi olarak degerlendirilebilir (32).

Cerrahi ile tiimdriin viicuttan tamamen uzaklastirillamadigi lokal ileri evre
KHDAK’li (evre IIIA-B) hastalar icin sisplatin/karboplatin gibi bir kombine
kemoterapi, es zamanli olarak torasik radyoterapi kiirii uygulanmaktadir. Bu
kemoterapi ve radyoterapi rejimi ile birlikte klinikte kullanilan herhangi bir hedefe
yonelik ila¢ bulunmamaktadir (8). Cerrahi, radyasyon ve kemoradyasyonun terapdtik
etkisinin yeterli olmayacagr dugiiniiliiyorsa, evre IIIA’da oldugu gibi
immiinoterapdtikle tedavi ilk secenek olarak degerlendirilebilir (32).

Son zamanlarda, 6zellikle immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin kesfinden
sonra, akciger kanseri tedavisi biiyiik Olciide iyilestirilmistir. Adjuvan tedavi olarak
atezolizumab (PD-L1 inhibitorii), evre II-IIIA hastalarin sagkalimina 6énemli katki

saglamaktadir. Atezolizumab, 2021 yilinda, cerrahi veya kemoterapi alan KHDAK
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hastalar1 (evre II-IIIA) i¢in ek veya adjuvan tedavi olarak FDA tarafindan
onaylanmistir. Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan yiiriitiilen ve devam etmekte olan
bliyiik Olgekli bir klinik calisma olan ALCHEMIST (Adjuvant Lung Cancer
Enrichment Marker Ildentification and Sequencing Trials) ile adjuvan tedavi olarak
hedefe yonelik veya immiinoterapinin etkinligi hakkinda yakin zamanda degerli
bulgularin saglanacagi ongoriilmektedir (33).

Evre IV tanis1 almis hastalar icin; cerrahi, kemoterapi, hedefe yonelik tedavi,
immiinoterapi ve radyasyon tedavisi semptomlar1 hafifletmekte ve sagkalim siiresinde
az da olsa bir artis saglayabilmektedir. Benzer amaclarla fotodinamik terapi veya lazer
terapisi de kullanilmaktadir (10, 32).

Sonug olarak giiniimiizde tedavide ¢igir agic1 bir bulus olarak nitelendirilen
immiin kontrol noktasi inhibitorleri ile sagkalim stiresinde artis saglanmasina ragmen,
tiim hastalar immiinoterapiden ayni derecede fayda gérmemekte ve ¢ogu hastada
hastalik ilerlemesini siirdiirmektedir (12). KHDAK i¢in immiin kontrol noktasi
inhibitorleri ile gozlenen diisiik tedavi etkinligine ¢oziim olarak, giliniimiizde asi
gelistirme (Tedopi®, faz II1, NCT02654587) ¢alismalar1 devam etmektedir (34, 35).

Yukarida agiklanan tiim sebepler, KHDAK i¢in yapilan yenilik¢i ilag
arastirmalarinin 6nemini artirmaktadir. S6z konusu yeni tedavi se¢eneklerinin etkin
sekilde kullanilmast i¢in KHDAK yapisindaki uygun molekiiler hedeflerin
belirlenmesi ve optimum tedavi yaklasimlarimin en az yan etki veya toksisite ile
uygulanmasi biiylik 6nem tasimaktadir. Yakin zamanda pek ¢cok nanosistem KHDAK
tedavisinde kullanilmak amaciyla aragtirllmistir; ancak monoterapdtik igeren
nanopartikiil (NP) formiilasyonlarmin kullanimi ile, KHDAK tedavisinde istenen
sonuglar elde edilememistir (17). Bu sebeple tez kapsaminda kombine etkin madde
ylklemesi ile tedavi etkinliginde artis planlanmis, hedefleme ligandi konjugasyonu ile

en az yan etki ve artirilmig terapotik etki amaglanmistir.
2.2. Kanser Tedavisinde Nanopartikiiler Ila¢c Tasiyic1 Sistemler

Kanser karmagik bir patofizyolojiye sahip oldugu icin kemoterapide, diisiik
secicilik, coklu ilag direnci, fizyolojik bariyerlerden diisiik gecis kabiliyeti gibi ¢esitli
zorluklarla karsilagiimaktadir (36). Geleneksel tedavi yontemlerinin sinirlamalarinin

lyilestirilmesi amaciyla giincel stratejilerin gelistirilmesine ihtiya¢ bulunmaktadir (3,
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13, 37, 38). Bu amagla, ¢ok ¢esitli nanosistemler hazirlanmakta (Sekil 2.3.) ve yogun
bir sekilde preklinik/klinik arastirmalar gergeklestirilmektedir.
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Mezopor silika
nanopartikiil

Nanokafes

Dendrimer Polimerik Hidrojel Kuantum dot Karbon nanotiip
nanopartikiil

Altin nanopartikiil Kati lipit nanopartikiil

Sekil 2.3. Kanser tedavisinde kullanilmak iizere arastirilan nano boyutlu ilag tastyict
sistemlere 6rnekler (39, 40).

Geleneksel kemoterapi ile kiyaslandiginda nano boyutlu ilag tasiyici sistemler
ilaglarin kanda kalis siiresini artirma, tek bir tagiyiciya sinerjistik etki i¢in birden fazla
ilacin enkapsiilasyonu/adsorpsiyonu, peptit-protein gibi ¢abuk parcalanan yapilari
kararl bir sekilde hedef bolgeye tagima, ilacin istenilen siire boyunca istenilen dozda
kontrollii salimin1 saglama, aktif ve pasif hedefleme ile sistemik yan etkilerin
azaltilmasi, uyaranlara (6rnegin; sicaklik, pH, enzim, manyetik alan) duyarl ilag
tastyici sistemler ile spesifik olarak tiimdr bolgesinde kontrollii/siirekli salim saglama,
kan-beyin bariyeri gibi biyolojik bariyerlerin asilmasi, hidrofobik veya diisiik
¢Oziinlirliige sahip etkin maddelerin ¢oOziinlirligliniin  artirilmas1  gibi  ¢esitli
istiinliiklere sahiptir (41-44). Nanosistem temelli yaklasimlar hedefleme sayesinde
genellikle daha az toksiktir ve dolayisiyla hasta uyuncu daha yiiksektir (45). Bu
sistemler, Ozellikle kanser gibi teshis ve tedavi secenekleri kisitli olan hastaliklarin
tedavisine ¢6ziim bulmak amaciyla uzun yillardir arastirilmakta ve FDA tarafindan

onayl1 20 nanosistem 6rnegi Tablo 2.3.’te yer almaktadir.



Tablo 2.3. FDA ve EMA onayli nanosistem ornekleri.

Ticari iiriin (Firma) Nanosistem tiirii Etkin madde(ler) Hastahk/Kullanim amaci Onay yih Referans
CosmoFer®/INFeD®Ferrisat® = Demir dekstran kompleksi Demir Demir eksikligi anemisi 1992 (46, 47)
(Pharmacosmos)
Doxil®/Caelyx™ Nanolipozom Doksorubisin HCI1 Multipl myelom 1995 (47, 48)
(Janssen) AIDS iliskili kaposi sarkomu
Over (yumurtalik) kanseri
Abelcet® Ilag-lipit kompleksi Amfoterisin B Mantar enfeksiyonlari 1995 (49, 50)
(Sigma-tau)
Feridex® Dekstran kapli siperparamanyetik Demir oksit Manyetik rezonans goriintiileme 1996 (51
(Bayer) demir oksit kolloid sistemi
Copaxone® Aminoasit polimer karigimi1 Glatiramer asetat Multipl sklerozis (MS) 1996 (51)
(Teva)
DepoCyt® Nanolipozom Sitarabin Lenfomatdz menenjit 1996 (49, 51)
(Sigma-tau)
Ferrlecit® Demir glukonat kolloid Demir Kronik bobrek hastaligi olan 1999 (46, 47)
(Sanofi) hastalarda anemi tedavisi
Venofer® Manyetik nanopartikiil Demir siikroz Kronik bdbrek hastalarinda 2000 (50)
(Vifor) demir replasmant
Eligard® PLGA nanopartikiil Loprolid asetat Prostat kanseri 2002 (50)
(Tolmar)
Neulasta® Polimerik konjugat Filgrastim Kemoterapi iligkili nétropeni 2002 (49, 50)
(Amgen) Myeloid olmayan maligniteler
Proflaksi
Emend® Nanokristal Aprepitant Antiemetik 2003 (49, 52)
(MSD)

el



Tablo 2.3. (Devam) FDA ve EMA onayli nanosistem 6rnekleri.

(Jazz Pharma)

Ticari iiriin (Firma) Nanosistem tiirii Etkin madde(ler) Hastahk/Kullanim amaci Onay yih Referans
Macugen® PEGile anti-VEGF Pegaptanib sodyum Neovaskiiler yasa bagli makula 2004 (53-55)
(Phizer) aptamer dejenerasyonu
Megace® ES Nanokristal Megestrol Anoreksi 2005 (51, 56)
(Endo Pharms Inc) Kaseksi
Abraxane® Protein-ilag nanokonjugati ~ Paklitaksel Metastatik meme kanseri 2005 (50, 57)
(Abraxis BioScience Metastatik KHDAK 2012
and AstraZeneca) Metastatik pankreas 2013
adenokarsinomu
Oncaspar® PEGile l-asparajinaz Asparajinaz Akut lenfoblastik 16semi (ALL) 2006 (51, 54)
(Enzon)
Elestrin® Nanojel Ostradiol Vazomotor semptomlar/ menopoz 2006 (57)
(Biosante) doneminde ates basmasi
Cimzia® Polimerik konjugat Sertolizumab pegol Crohn’s hastalig, 2008 (50, 52)
(UCB) Romatoid artrit, 2009
Psoériatik artrit, 2012
Ankilozan spondilit 2013
Marqibo® Nanolipozom Vinkristin Philadelphia kromozom-negatif 2012 (58,59)
(Spectrum) (PEGile olmayan) akut lenfoblastik 16semi (tersiyer)
Adynovate® Polimer-protein konjugatt = Antihemofilik faktor Hemofili 2015 (49, 50, 55)
(Baxalta) (rekombinant)
Vyxeos® Nanolipozom Daunorubisin ve sitarabin Akut miyeloid 16semi 2017 (60)

14!



15

KHDAK tedavisi amaciyla c¢esitli nanoformiilasyonlar da klinik deneme

asamasindadir (Tablo 2.4.) (61).

Tablo 2.4. KHDAK tedavisi amaciyla arastirilan nanofarmasotiklere drnekler.

Tibbi iiriin/Klinik Nanosistem ilag¢ Klinik durum
deney numarasi
Lipoplatin Lipozom Sisplatin KHDAK ig¢in Faz III ¢alismalar1
tamamlandi.
NCT04033354 Albumin — etkin HLX10 Nab- KHDAK i¢in Faz III ¢alismalari
madde konjugati Paklitaksel devam ediyor.
NCT02667743 Polimerik misel Paklitaksel KHDAK i¢in Faz III ¢alismalari
devam ediyor.
Lipusu/NCT02996214 @ Lipozom Paklitaksel KHDAK igin Faz IV ¢aligmalari
devam ediyor.

Kanser tedavisinde, ¢ok c¢esitli polimerler, polisakkaritler, lipidler ve proteinler
kullanilarak, amaca yonelik benzersiz yiizey, boyut, sekil ve morfolojik 6zelliklere
sahip nanosistemler tasarlanabilmektedir (36). Nanosistemin hazirlanmasinda
kullanilan tasiyicinin tiirtine (polimerler, lipidler, inorganik nanotasiyicilar veya
peptidler) bagl olarak ilag tastyict sistemler siniflandirilabilmektedir (Sekil 2.4.) (62-
64). Tez kapsaminda PLGA temelli polimerik nanotasiyici sistem hazirlandigi i¢in, bu

sistemler 2.2.1. basliginda detaylandirilmistir.

llag Tasiyici Sistemlerin Siniflandiriimasi

Organik inorganik "
Polimerik Nanopartikiiller Lipid bazli Nanopartikiiller Polimerik Olmayan Nanopartikiiller Nanokristaller
-Homopolimerler (nanokire, -Lipozomlar “"q -Metalik nanopartikiller
nanokapsul, hidrojel nanokapsul, _Niozomlar & & i
dendrimer) - : S Lo -Fullerenler ve karbon nanotupler
-Kopolimerler (misel, polimerozom) GOl P """ ; -Seramik nanopartikiiller
-Transferozomlar ""Eﬁ’

-llag konjugatlan -Silika temelli nanopartikiller

-Kati lipid nanopartikiller e
-Nanoyapili lipid tasiyicilar

I o -Nanoelmaslar
®

-Kuantum dotlar

Sekil 2.4. Ilag tastyici nanosistemlerin siniflandiriimast.

Nanopartikiillerin yiizeyi, sistemin kan dolasimindaki yar1 Omriini ve
biyoyararlanimini optimize etmek veya nanosistemi spesifik bir dokuya hedeflemek
iizere modifiye edilebilmektedir. Ornegin, nanopartikiiller, bagisiklik sistemi

bilesenleri tarafindan opsonizasyon ve fagositozun azaltilmasin1 saglamak ve
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dolasimda kalis siirelerini artirmak i¢cin PEG gibi baz1 hidrofilik maddelerle
kaplanabilmektedir (36, 43). PEG’in bu 6zelliginden faydalanmak amaciyla tezde
PEG ile modifiye edilmis PLGA-PEG-Malemit polimeri tercih edilmistir. Modifiye
PLGA’nin u¢ boéliimiinde bulunan maleimit, nanopartikiillere hedefleme ligandinin

konjugasyonunu saglamak amaciyla se¢ilmistir.
2.2.1. Polimerik Nanopartikiiller

Giliniimiizde yaygin sekilde c¢alisilan nanopartikiil tiiri olan polimerik
nanopartikiiller, dogal veya sentetik polimerlerden olusan, genellikle 1-1000 nm
boyutlarinda kolloidal sistemlerdir (65, 66). Polimerik NP’ler, diger nanopartikiil
tiirlerine kiyasla modifiye edilebilir kontrollii ve siirekli salim, doku ve hiicrelerle
biyouyumluluk, biyoparcalanirlik, amaca uygun yiizey modifikasyonu, yiiksek
stabilite, tekrarlanabilirlik gibi 6zelliklerinden dolayi ilag tastyici sistem olarak siklikla
tercih edilmektedir. Bu amacla hazirlanan nanopartikiillerde, terapotik madde(ler)
polimerik matrisin i¢inde homojen dagitilabilir veya enkapsiile edilebilir, ayni
zamanda yiizeye adsorbe edilebilir veya konjuge edilebilir (63, 67).

Polimerik NP’lere yiiklenecek ilacin fizikokimyasal 0Ozelliklerine veya
uygulama yoluna bagli olarak, NP’lerin iiretimi ic¢in farkli yontemler ve polimerler
kullanilabilmektedir. Genel olarak, 6nceden olusturulmus polimerlerin dispersiyonu
veya monomerlerin polimerizasyonu olarak iki ana yontem kullanilmaktadir. Tez
kapsaminda calisilacak olan polimerin (PLGA) dispersiyonuna yonelik iiretim
yontemleri; ¢oziici buharlastirma, emtilsifikasyon/¢6ziicii difiizyonu,
nanopresipitasyon, tuzla ¢oktiirme (salting-out) olarak siralanabilmektedir (65). Tez
kapsaminda kullanilacak olan etkin maddelerin sudaki ¢oziintirliikleri dikkate alinarak
¢ift emiilsifikasyon/¢oziicii buharlastirma yontemi ile NP iiretimi gerceklestirilmistir.

NP’lerin hazirlanmasinda, toksisitenin en aza indirilmesi ve salim
ozelliklerinin optimize edilmesi amaciyla ¢ogunlukla biyolojik olarak parcalanabilen
polimerler tercih edilmektedir. Yaygin olarak kullanilan biyoparcalanir sentetik
polimerlere ornek olarak, poli (laktik asit) (PLA), poli (glikolik asit) (PGA),
polikaprolakton (PCL) ve poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) verilebilmektedir (65).
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Poli (laktik-ko-glikolik asit)

PLGA, FDA ve EMA onayli olusu, biyouyumlulugu, uzun yillar boyunca
biyomedikal uygulamalarda giivenle kullanimi, giinler, haftalar, hatta baz1 durumlarda
aylarca devam eden etkin madde salimi nedeniyle ila¢ tasiyici sistemlerde yaygin
olarak kullanilmaktadir. PLGA’nin kopolimer oranlar1 degistirilerek (PLA:PGA)
hidrofilikligi veya hidrofobikligi artirilabilirken, farkli molekiiler agirliklar
kullanilarak salim 6zellikleri optimize edilebilmektedir (67). PLGA nanopartikiillerin
ylizeyleri aktif hedefleme i¢in kolayca modifiye edilebilir, bu da sistemik toksisite ve
dolayistyla yan etkileri en aza indirebilir ve ilag direnci riskini azaltabilir. Ornegin,
Adler ve arkadaslar (68), anti-EGFR monoklonal antikoru ile konjuge etkin madde
yukli PLGA NP’leri gelistirerek hiicre yiizeylerinde EGFR’y1 hedeflemenin, ilag
direncinin tistesinden gelmek ve EGFR’yi asir1 eksprese eden tiimor hiicreleri
tarafindan ila¢ alimini artirmak i¢in olas1 bir yol sundugunu 6ne siirmiistiir (69). Patel
ve arkadaslar1 (70) tarafindan yiiriitiilen bir diger calismada ise benzer sekilde
dosetaksel yiiklii PLGA nanopartikiillerine anti-EGFR antikoru konjugasyonu ile aktif
hedefleme 6zelligi kazandirilmis ve bu nanopartikiiller KHDAK kanserine yonelik
hem in vitro (konjuge nanopartikiillerle daha yiiksek hiicre i¢ine alim ve anti-
proliferatif etki) hem de in vivo deney sonuglarina (en yiiksek antitiimor etkinlik
konjuge etkin madde yiikli NP’lerde) gore umut vaat eden sistemler olarak
degerlendirilmistir.

Yukarida bahsedilen tiim iistiinliiklerinden dolay1 tez calismalarinda temel
olarak ii¢ farklt PLGA tiirevi ile deneyler gergeklestirilmistir. Literatiir incelemesi
yapilarak optimum enkapsiilasyon ve salim 6zellikleri elde etmek amaciyla PLGA’nin
50:50 (a/a) oranda PLA:PGA karisimi igeren formu ile calisilmistir (71, 72).
Nanopartikiillerin kanda kalis siiresini artirmak amaciyla PEGile olan ve kovalan
baglarla ligand konjugasyonu saglayan maleimit fonksiyonlu PLGA tiirevi tercih
edilmistir. Tiim bu tstiinliiklere ek olarak asidik tiimor mikrogevresinde pH’ya duyarli
salim gerceklestirebilen histidinle modifiye edilmis PLGA polimeri kullanilarak
sagliklt dokularda etkin madde salimmin en aza indirilmesi amaglanmistir.
Biyodagilim ¢alismalarinda organ/doku birikiminin goriintiilenebilmesi amactyla
floresan isaretli PLGA tiirevleri ile calisilmigtir. Segilen PLGA tiirevlerine iliskin
ayrintili bilgiler Tablo 2.5.’te yer almaktadir.
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Tablo 2.5. Tez kapsaminda kullanilan polimerler.

Polimerin adi Kimyasal yap1

PLGA PLA:PGA (50:50, a/a) karboksilik asit u¢lu, MA:35000 Da

PLA:PGA (50:50, a/a), histidin konjuge, metil ester uglu,
MA:1000-5000 Da

PLA:PGA (50:50, a/a), PEG ve maleimit konjuge, MA:
PLGA:PEG, 20000:5000 Da

mPEG-PLGA-FKR560 Metoksi-PEG-b-PLGA, FKR560 u¢lu, MA:5000-10000 Da

PLGA-Histidin

PLGA-PEG-Maleimit

PLGA-FPI749 PLA:PGA (50:50, a/a), FP1749 u¢lu, MA:20000-30000 Da

2.2.2. Nanosistemlerde Partikiil Seklinin Onemi

Gilinlimiizde siklikla kullanilan nanopresipitasyon, kendiliginden diizenlenme
(self-assembly), emiilsifikasyon/¢oziicii buharlagtirma gibi geleneksel {iretim
teknikleri ile hazirlanan NP’ler, dogada termodinamik enerji ve entropinin en aza
indirilmek istenmesi sebebiyle ¢ogunlukla kiire seklinde olugsmaktadir (73). Kiiresel
nanopartikiiller; tretim kolayligi, yiiksek ylizey alani, daha yiiksek stabilite,
biyouyumluluk, dispersiyon ortaminda homojen dagilim ve daha iyi redispersiyon
kapasitesi gibi iistlinliiklere sahiptir. Bahsedilen nedenlerden dolayi kiire veya kiiresele
yakin sekildeki NP’ler giinlimiizde hala yogun olarak arastirilmaktadir (74-76).

Nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinden biri olan sekil; kanda kalig
stiresi, biyodagilim, fagositoz, hiicre i¢ine alim, sitotoksisite, aktif/pasif hedefleme,
hiicresel ve/veya viicuttan atilim gibi pek ¢ok biyolojik siirece etki etmektedir (77, 78).
Bu davranig, ilk olarak patojenlerin insan viicudundaki kag¢is mekanizmalarinda
kesfedilmis ve farkli sekillerdeki nanopartikiillerin kiiresel olanlara gore {istlin olup
olamayacag1 arastirllmaya baslanmistir (73, 79). Farkli sekiller, temel olarak
nanopartikiillerin ana eksen uzunlugunun kii¢iik eksen uzunluguna orani olarak
tanimlanan en-boy oranina (aspect ratio, AR) gore tanimlanmaktadir (80). Yiiksek en-
boy oranina sahip partikiiller, retikiiloendotelyal sistem hiicrelerinden kagabilme,
hiicrelerle artan etkilesim, in vivo biyodagilim ve timor penetrasyonu agisindan ¢esitli
ustiinliikler saglayabilmektedir (81).Farkli sekildeki nanopartikiiller kendiliginden
diizenlenme, film germe, baski teknolojileri (Particle replication in non-wetting
templates, PRINT), nanopresipitasyon, c¢oziicii buharlastirma gibi pek ¢ok farkll

yontemle tretilebilmektedir (86). S6z konusu her {iretim yonteminin kendine 6zgii
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istlinliik ve smirlamalart bulunmaktadir. Tasarlanacak nanopartikiiler sistemde
kullanilacak polimer, istenilen partikiill boyutu ve sekli, terapdtik maddelerin
stabilitesi, hastalik veya hedef bolge, maliyet, zaman gibi pek ¢ok faktdr, uygun
yontemin secilmesine karar vermede etkilidir (87). Giinlimiizde laboratuvar
kosullarinda, yukarida so6zii edilen tiretim teknikleri ile istenen boyut ve sekil araligina
sahip ilag tasiyict sistemler iiretilebilmesine ragmen, 6l¢ek bilyiitme, klinige ge¢is i¢in
zorlu ve kisitlayici bir basamak olmaya devam etmektedir. Olgek biiyiitmede en kritik
parametreler olan tekrarlanabilirlik, otomatizasyona uygunluk ve yiiksek verimliligin
her iiretim tekniginde uygulanabilmesi neredeyse imkansizdir. Tiim bu parametreler
dikkate alindiginda, ana olarak ii¢ iiretim yontemi {izerine ¢alismalar yogunlagsmistir

(Sekil 2.5.) (87).

S N B s e e e i
Film germe

[24%]

Kendiliginden Baski (PRINT)

diizenlenme Teknolojileri
[47%]

Sekil 2.5. Farkli sekillerde nanopartikiillerin iiretimi amaciyla yaygin kullanilan
yontemler.

Tez kapsaminda farkli sekillerde PLGA nanopartikiillerin hazirlanmasi
amaciyla film germe yontemi tercih edilmistir. Tezde, ¢ift emiilsifikasyon/¢oziicii
buharlastirma yontemi ile hazirlanan kiiresel NP’ler kullanilarak ¢cubuk ve eliptik disk
seklinde olacak sekilde literatiirden uyarlanan film germe yontemi ile hazirlanmigtir
(88, 89). Bu yontemin esasi, polimerlerin camst gecis sicakligt (bir polimerin camst,
kirilgan halinden kauguk benzeri yumusak forma doniismeye basladigi sicaklik, Tg
(90)) tizerine cikarilarak esnek forma kavugmasi ve takibinde germe islemi yapilarak

nanopartikiillerin ¢ubuk, eliptik disk gibi farkli sekillere doniisebilmesidir (88).
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2.3. Nanopartikiiler Tlac Tasiyier Sistemlerin Kanserli Dokuya

Hedeflendirilmesi

Farkli kanser tiplerinin tedavisi i¢in kemoterapi gibi ¢esitli geleneksel tedavi
stratejileri gelistirilmistir (91). Bu tedavi stratejilerinin amaglanan etki bolgesine zayif
secicilik, hedef dis1 etki, zayif biyodagilim, hizli klirens, sinirl etkililik gibi sakincalar
bulunmaktadir (91, 92). Kemoterapotik maddelerin ¢ogu diisiik ¢oziiniirliige sahip
oldugu icin etki saglamak amaciyla hastalara yiiksek dozlarda uygulama yapilmakta,
bu durum toksisiteyi artirmaktadir (92). Bu sakincalar1 en aza indirmek amaciyla
ilaclarin spesifik dokulara hedeflenmesi fikri, kemoterapinin kurucusu Paul Ehrlich’in
yaklagik bir asir 6nce "sihirli mermi (magic bullet)" kavramini gelistirmesine kadar
uzanmaktadir. Bu teoride, konak¢1 organizmaya zarar vermeden bir patojeni segici
olarak hedefleme 6ngoriilmiistiir (93, 94). Bu fikirden ilham alan arastirmacilar, etkin
maddelerin ¢oziiniirliiglinii artirmak ve geleneksel tedavilerde gozlenen hedef dist
etkileri azaltmak ve tedaviye direnci 6nlemek i¢in nanosistemler gelistirmis ve timor
dokusunda spesifik tutulumu artirma stratejileri {izerine yogunlagmistir (69, 95-98).

Nanopartikiiler ilag¢ tastyict sistemlerin tiimor bolgesine taginabilmesi igin
cesitli stratejiler mevcuttur. Tiimore hedeflendirme stratejileri temel olarak pasif ve
aktif hedeflendirme olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Ayrica, baz1 kaynaklara gore,
manyetik alan, 151k gibi harici veya pH, enzim gibi dahili bir uyarana maruz kaldiginda
nanopartikiillerden etkin madde saliminin tetiklenmesi de bir hedefleme stratejisi

olarak kabul edilmektedir (Sekil 2.6.) (63, 99).

a. Pasif hedefleme b. Aktif hedefleme c. Uyarana duyarli hedefleme
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Artmis damar gecirgenligi Endotel hiicre

Sekil 2.6. Kanser hiicresine ilag tasiyici sistemlerin hedeflendirme mekanizmalari
(63).
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Nanopartikiillerin boyut ve yik degisimi veya ylizeylerine ligand
modifikasyonu ile hedeflendirilmesi sonucu saglikli dokulardaki istenmeyen toksisite

sinirlanirken intratiimoral ilag konsantrasyonlariin artirilmasi saglanmaktadir (96).
2.3.1. Kanserde Pasif Hedeflendirme

Etkili bir kanser tedavisi i¢in Oncelikle hastaligin patofizyolojisinin anlagiimasi
gerekmektedir. Bilindigi lizere, tiimor belirli bir biiyiikliige ulastiktan sonra, komsu
dokularda dogal olarak var olan damar ag1, tiimor hiicrelerinin beslenmesi igin yeterli
olmamaktadir. Olusan yeni damarlar, normal damarlardan farkli olarak diizensiz bir
epitel ve bazal membran bulundurmaktadir (99). Ozellikle solid (katr) tiim&rlerdeki
biitiinliigli bozulmus-sizdiran damar yapisi ve lenfatik sistemin yetersiz drenaji, uygun
boyutlardaki nanotasiyicilarin hedef dokuya pasif olarak hedeflendirilmesine olanak
saglamaktadir. Timore hedefleme i¢in giinlimiizde siklikla kullanilan bu strateji
Maeda ve meslektaslar1 tarafindan “artmis gecirgenlik ve tutulma (Enhanced
Permeability and Retention, EPR) etkisi” olarak tanimlanmis (Sekil 2.7.) ve ilk kez
solid fare tiimorlerinde kesfedilmistir (80, 99-101).

Anjiyogenez ile olusan kan damarlarn

/m Normal damar endoteli
Timoriin bozulmusve ' (stki kavsakl)

sizdiran damar yapisi % Tumor /

Nanopartikiillerin : P

damar digina ¢itkmasi / ' Tamor B
ve tiimérde tutulumu S 4

mmm— Lenfatik drenaj

Sekil 2.7. Tiimor dokusunda EPR etkisi ile nanopartikiillerin birikimi (Modifiye edilmistir
(102).

Pasif hedefleme biiyiik 6lctide difiizyon aracili tasima yoluyla saglandig igin,

nanotasiyicilarin partikiil boyutu, EPR etkilerini saglamak i¢in en 6nemli formiilasyon
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parametresi olarak kabul edilmektedir (92). Tiimorlerdeki damarlar arasi1 bosluklar,
nanopartikiillerin niifuz etmesine izin veren 100-780 nm boyutunda gdzeneklere
sahiptir (103). Genel olarak, nanopartikiillerin uygun bir sekilde difiizyona ugramasi
icin 400 nm’den kiiciik boyutlarda olmasi1 gerekmektedir. 10 nm’den daha kiigiik
boyutlardaki partikiiller ise renal filtrasyonla hizli bir sekilde viicuttan
temizlenmektedir (92). Bazi kaynaklara gére 10-200 nm arasinda boyutlar optimum
tiimor birikimi igin tercih edilmektedir (80, 104, 105). Partikiil boyutu yaninda timor
dokusu birikiminde nanopartikiillerin seklinin de etkili oldugu diistiniilmektedir (92,
103). Mevcut literatiir, nanopartikiil seklinin EPR iizerindeki etkisinin karmagsik
oldugunu ve en yiiksek timor birikimi saglayacak en uygun seklin, nanopartikiillerin
bilesiminde yer alan matriks ozelliklerine ve kanser tipine bagli oldugunu ileri
sirmektedir (103). EPR etkisi biiyiikk Ol¢iide tiimor biyolojisine ve 0Ozellikle:
anjiyogenez ve lenfanjiyogenez derecesine, perivaskiiler timor biiylimesinin
derecesine ve timor i¢i basincina baghdir. Tiim bu faktorler, nanotasiyicilarin
fizikokimyasal 6zellikleriyle birlikte ila¢ tagima etkinligini belirlemektedir (100).
Nano boyutlu ilag tasiyict sistemlerin  kiiciik boyutlarindan dolay1
retikiiloendotelyal sistem tarafindan daha kolay yakalanma riski ve hizli klirens
olasilig1 bulunmaktadir (92, 106). Bu riski elimine etmek amaciyla arastirmalarin
cogunda nanopartikiiller PEG ile modifiye edilmektedir (99). FDA onayli, ylizeyi PEG
ile modifiye edilmis (PEGilasyon) bir lipozom olan Doxil® ve Caelyx© gibi EPR
etkisinden faydalanan nanotasiyicilardan bazilar1 giliniimiizde tedavide basariyla
kullanilmaktadir (100). Su anda, KHDAK tedavisinde EPR etkisinden faydalanan,
klinik kullanim i¢cin FDA onayl iki nano ilag tasiyict sistem bulunmaktadir:

Abraxane® (Celgene, ABD) ve Genexol-PM® (Samyang, Kore).
2.3.2. Kanserde Aktif Hedeflendirme

Kemoterapdtiklerin hedef bolgeye tasinmasi amaciyla kullanilan NP’lerin
biiylik bir boliimii tiimdrleri “pasif” olarak hedeflemektedir (100). Timor stromasi
icinde EPR aracili pasif olarak biriken nanoformiilasyonlar zaman i¢inde difiizyon
mekanizmalariyla kan dolagimina yeniden katilabilmekte ve bu durum hedef dokuda
ilacin konsantrasyonunun zamanla azalmasina neden olmaktadir. Ek olarak, bu tiir

nanoformiilasyonlarin stromal alandan kanser hiicreleri ic¢ine alinmasi, hiicre
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membrani aracili stireclere baghidir. Tiimdr disina sizmay1 dnlemek ve EPR birikimli
nanoformiilasyonlarin hizli hiicre i¢i alimini tegvik etmek icin gelistirilen strateji, aktif
hedeflemedir.

Aktif hedeflemede, nanopartikiillerin yiizeyine ¢esitli yontemlerle (fiziksel
veya kimyasal) konjuge edilen ligandlar aracilig1 ile hedef bolgede partikiil birikiminin
artirllmasini ve bazi durumlarda da hedef hiicreler tarafindan partikiiliin hiicre igine
alim1 amaglanmaktadir (107). Hedeflendirme ligandlar1, hasta doku ve hiicre yiizeyleri
tizerindeki asir1 eksprese edilen antijen veya reseptorlere (HER2, folat reseptorii,
EGFR, CD44, vb.) spesifik olarak se¢ilmektedir (37, 108, 109).

Aktif hedeflemenin ilk denemeleri 1980 yilinda lipozomlarin yiizeyine
kovalent olarak baglanan antikorlarla baslatilmis, devaminda peptitler, niikleik asitler,
aptamerler gibi diger ¢esitli ligandlar ile denemeler devam etmistir (Tablo 2.6.) (100).
Glinlimiizde aktif hedefleme amaciyla en sik kullanilan ligandlar monoklonal
antikorlardir (110). Aptamerler, hedef molekiillere yiiksek afiniteyle segici olarak
baglanabilen, ii¢ boyutlu yapilara sahip kisa, tek =zincirli DNA veya RNA
molekiilleridir (111) Aptamerler kimyasal olarak sentezlenebilir ve farmakokinetik
ozelliklerini degistirmek veya stabilitelerini artirmak amaciyla modifiye edilebilir
(112). Peptitler hedefe gore kimyasal olarak sentezlenebilen kisa aminoasit
polimerleridir (113). Peptitler, genellikle antikorlara ve diger proteinlere gore
reseptorlere karsi daha diislik afinite gosterirken, kolay iiretilebilirlik ve antikora
kiyasla kiiclik boyutlar1 sayesinde hiicre i¢ine daha hizli alim nedeniyle hedefleme
ligand1 olarak tercih edilebilmektedir (114). Antikorlar reseptorlere karsi yiiksek
afinite gosterirken boyutlar1 sebebiyle konjuge nanopartikiillerin tiimorlere
penetrasyonlarini engelleyebilir. Boyuta bagli  penetrasyon sorununu c¢dzmek

amaciyla antikor fragmanlarinin ligand olarak kullanimi arastirilmaktadir (112, 114).



Tablo 2.6. ilag tasiyic1 sistemlerde aktif hedefleme amaciyla kullanilan hedefleme ligandlari (97).
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Nanopartikiillerin hiicre i¢ine alinarak etki gostermesinin beklendigi
durumlarda, aktif hedeflendirme daha da énemli hale gelmektedir. Ornegin, tedavide
kullanilan niikleik asit ve proteinler gibi cogu makromolekiil, zayif hiicre membrani
gecirgenligine sahiptir ve in vivo ortamda kolayca denatiire olabilmektedir. Bu
molekiillerin nanosistem icine enkapsiile edilmesi ile hem fizyolojik ortamdaki
stabiliteleri artirilmakta hem de aktif hedefleme ligandinin hiicre yiizeyindeki spesifik
reseptorlere baglanmasi ile nanopartikiiliin hedef dokuda kalis stiresi artirilarak hiicre
icine alim igin gerekli kosullar saglanmaktadir (115).

Ligandlar, kanser hiicrelerinde eksprese edilen reseptorlere kolayca
baglanabilir ve esas olarak reseptdr aracili endositoz yoluyla nanotasiyicilarin timor
bolgesine tasinmasina ve birikmesine aracilik edebilir. Ek olarak, hedef bolgede birden
fazla baglanma bolgesinin varligi, daha iyi biyolojik tanima ve reseptor aracili

endositoza katki saglamaktadir (100).
2.3.3. Kanserde Uyarana Duyarh Hedefleme

Normal dokuya kiyasla tiimor mikrogevresi, asidik pH, hipoksik, hipoglisemik,
yuksek miktarda glutatyon ve reaktif oksijen tiirleri igermesi gibi karakteristik
ozelliklere sahiptir. Bu 6zellikler, tiimor dokusuna spesifik ila¢ salimi i¢in uyarana
duyarl ilag tasiyict sistemlerin hazirlanmasina olanak saglamaktadir (116).

Tez kapsaminda partikiil boyutunu 400 nm’nin altinda tutmanin yani sira, pH
duyarh bir polimerle calisilmis ve partikiillere hedefleme ligand1 konjuge edilerek
tiimor mikrogevresine ii¢ ayri mekanizma ile hedeflendirme yapilmistir. Saglikli
dokulara (pH 7,4) kiyasla, tiimor dokularinda pH degerinde 6nemli bir diisiis (5,6-6,8)
gozlenmektedir (117). pH’ya duyarli polimerler, pH’daki degisime yanit veren, pozitif
veya negatif yiikli, iyonize edilebilen fonksiyonel gruplar igermektedir. Bu
polimerler, cevresel pH’daki kiiclik degisiklikleri algilayabilmektedir. pH degisimi ile
polimerlerin; boyut, sekil, hidrofobiklik, parcalanma hiz1 gibi fiziksel 6zelliklerinde

degisimler meydana gelmekte, bu sayede ila¢ salim1 istenen bolgede olmaktadir (118).
2.4. Kanser Immiinoterapisi

Kanser tedavisinde, uzun yillardir kullanilan ve etkinligi kanitlanmis tedavi

seceneklerinin yaninda, son zamanlarda artan ilgi gdéren immiinoterapi gibi yeni
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tedaviler de kullanilmaktadir. immiin kontrol noktas1 inhibitdrlerinin de dahil oldugu
immiinoterapotikler, bircok kanser igin klinik olarak onay alarak giliniimiizde

kemoterapi kadar yaygin bir tedavi secenegi olmaya baglamistir (Sekil 2.8.).

Konvansiyonel Giincel tedavi
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KHDAK Tedavi Yaklasimlari

Sekil 2.8. KHDAK tedavisinin zaman i¢indeki gelisimi (23, 33, 119-121).

Immiin sistemin isleyisinde gdzlenen problemler, kanser hiicrelerinin yok
edilememesine, kontrolsiiz ¢ogalmasina, yayilmasina ve hatta 6liime neden olmaktadir
(122). Immiinoterapi, ¢181r agan bir kesif olarak nitelendirilmekte ve literatiirde kanser
tedavisinin yeni sac ayagi olarak degerlendirilmektedir (123). Kanser immiinoterapisi,
konakgi1 bagisiklik sisteminin manipiile edilmesi veya bagisiklik sistemi bilesenlerinin
kanser tedavisi amaciyla kullandig1i yaklasimlardan olusmaktadir (122, 124). Bu
tedavide temel amag, timor hiicresi tarafindan ¢esitli yollarla baskilanmis olan immiin
sistemi yeniden aktive ederek, kanserin immiin sistem tarafindan goriiniir hale
gelmesini  saglamaktir (124, 125). Immiinoterapdtiklerin  gelistirilmesinde,
immiinolojik sinapsit inhibe eden veya uyaran bir dizi ligand ve reseptore
odaklanilmaktadir (8). Immiinoterapi, baz1 kanser tiplerinde tek basina etkili olurken,
bazilarinda ise diger tedavi yontemleri ile birlikte kullanildiginda etkinliginin arttig
bilinmektedir (126).

Kanser immiinoterapisinin ge¢misi, Coley toksinleri olarak bilinen bakteriyel
karisimin antitiimor etkilerinin tarihsel olarak gozlemlenmesine ve antikorlarin kanser
tedavisi i¢in "sihirli mermiler" olabileceginin kabul edilmesine dayanmaktadir (124).
2013 yilinda Daniel S. Chen ve Ira Mellman tarafindan tanimlanan “kanser-immdinite
dongiisii”, kanser hiicreleri ve immiin sistem arasindaki hassas iligkinin anlagilmasi ve

immiinoterapétiklerin gelistirilmesinde biiylik bir 6neme sahiptir. Genel olarak, T
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hiicresi immiin yanitinin baslatilmasi bir dizi asamali olay1 igermektedir (Sekil 2.9.)
(127).
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Sekil 2.9. Kanser immiinite dongiisiiniin sematik gosterimi (127).

Insan viicudunun essiz 6zelliklere sahip savunma sistemine ragmen, kanser
hiicreleri, efektor T hiicreleri tarafindan taninma ve 6ldiiriilme asamasinda, cesitli
mekanizmalarla bagisik yanittan kacabilmektedir. Bu mekanizmalar, tiimor antijenleri
veya major histokompabilite kompleksi (Major Histocompatibility Complex, MHC)
molekiillerinin ekspresyonlarinin azaltilmasi, aktive T hiicreleri lizerinde PD-1’e
baglanan ¢esitli immiinosupresif ligandlarin iiretimi (programlanmis hiicre 6liim
ligandi-1 (PD-L1) ve PD-L2) gibi seklinde siralanabilir. Sonucta T hiicre anerjisi
(antijene kars1 yanit verememe) ve tiikenmesi s6z konusu olabilir (127, 128).

Tim bu sebeplerden dolay1 Ozellikle son 20 yilda timdr biyolojisi ve
immiinolojisi yogun olarak arastirilmaktadir. Bu kapsamda, bagisiklik sistemini
giiclendiren bilesenler (sitokinler, bagisiklik hiicreleri ve monoklonal antikorlar (124))
lizerinde aragtirmalar  gerceklestirilmis (129) ve hedefe yonelik bazi
immiinoterapdtikler (mAb veya timore Ozgii adoptif T hiicre transferi gibi)
gelistirilmistir. Hastaya 6zgii neoepitop veya niikleik asit bazli kigisellestirilmis kanser
asilar1 gibi aktif immiinoterapdtik stratejiler de 2017 yilinda kullanilmaya baglanmigtir

(127, 129). Akciger kanserli hastalarda bagisiklik sistemini modiile eden terapdtik
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yaklasimlar geleneksel olarak asilara odaklanmistir ancak muhtemelen yetersiz
bagisiklik aktivasyonu nedeniyle genellikle etkisiz olmustur. Baz1 olumlu sonuglar
gosteren adaylar, 6rnegin TG4010 (tiimorle iliskili antijen ve interlokin-2’yi kodlayan
viriis temelli bir as1 (130)), halen arastirilmaktadir (8).

Son yillarda, iki yeni immiinoterapi tiiriiniin onkoloji alaninda belirgin bir
etkisi olmustur:

e Kontrol noktas1 inhibitérii mAb’lar: sitotoksik T-Lenfosit iligkili antijen 4 (CTLA-
4), PD-1 veya anti-PD-1 blokorleri,

e Kimerik antijene 6zgii reseptor (CAR) transfekte T hiicreleri (CAR-T hiicreleri)
(128).

Immiin kontrol noktas: blokaj1 ve adoptif hiicre terapisi gibi immiinoterapiler,
ozellikle diger tedavi seceneklerinin uygulanmasinin miimkiin olmadig1 veya yetersiz
kaldig1 hastalarda tedavide devrim niteligindedir (131). IKNI, immiin sistemin kanser
hiicrelerine kars1 saldiriya gegmesini engelleyen baskilayict immiin reseptorleri bloke
etmekte ve sitotoksik T hiicreleri (CD8+ T) de dahil olmak {izere anerjik hale gelmis
T hiicrelerini tizerinde etki gdstererek immiin sistemin yeniden aktive etmektedir (126,
132). IKNI’nin tiimér hiicrelerindeki ¢coklu diren¢ mekanizmalarim kirarak antitiiméor
bagisiklig dnemli dlgiide artirdigi arastirmalarla gdsterilmistir (129). Immiin kontrol
noktasi inhibitorleri giiniimiizde immiinoterapi i¢in en uygun hedefler olarak
tanimlanmistir (128, 133). Yakin zamanda CTLA-4 ve PD-1 gibi T hiicresi bagisiklik
kontrol noktalarinin kesfi, 2018 Nobel Fizyoloji veya Tip ddiiliiniin Dr. Allison ve
Honjo’ya verilmesini saglamistir (128, 134). Tablo 2.7.’de tezin konusu olan

KHDAK ’ye yénelik ticarilesmis IKNI 6rnekleri bulunmaktadir.

Tablo 2.7. KHDAK evre III/IV popiilasyonu tedavisinde kullanilan FDA onayli
immiin kontrol noktasi inhibitorlerine drnekler.

ilac (Ticari iiriin) Hedef Reseptor Onay Yih (FDA)
ipilimumab (Yervoy®) CTLA-4 2011
Nivolumab (Opdivo®) PD-1 2015
Pembrolizumab (Keytruda®) PD-1 2016
Atezolizumab (Tecentriq®) PD-LI 2016
Durvalumab (Imfinzi®) PD-L1 2018
Cemiplimab (Libtayo®) PD-1 2019
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KHDAK tedavisinde ortaya ¢ikan son terapétik yaklasim, bagisiklik kontrol
noktas1 blokajidir (135). Klinik galigmalar, IKNI’nin metastatik, lokal ilerlemis ve
erken evre KHDAK dahil kanser hastalarinda prognozu 6nemli 6l¢tlide iyilestirdigini
ve sagkalima fayda sagladigimi gdostermistir (136, 137). Diger tiim tedavi
yontemlerinde oldugu gibi bu tedavinin de bazi yan etkileri mevcuttur. Klinik
deneyimler dogrultusunda, IKNI’nin birden fazla organda inflamasyon ve doku hasar1
ile iliskili olabildigi ve otoimmiin benzeri yan etkilere neden olabildigi tespit
edilmistir. Immiin sistem ile iliskili yaygm yan etkiler: deri, gastrointestinal sistem,
karaciger, akciger ve endokrin organlarda gdzlenmektedir. Farkli IKNI tiirleri farkl:
tipte yan etkilere neden olmaktadir. Anti-CTLA-4 grubu daha ¢ok dokiintii, kolit ve
hipofizit ile iliskilendirilirken, anti-PD-1/PD-L1 ile pndmonit, hipotiroidizm, artralji
ve vitiligo gozlendigi tespit edilmistir. IKNI’lerle goriilen en &liimciil yan etki
miyokardittir (138).

Immiinoterapétiklerle klinikte basarili sonuglar elde edilmis olsa da her hasta
icin beklenen terapotik etki ayni 6lgiide basarilamamaktadir, yani hastadan hastaya
degisken klinik yanitlar gézlenmektedir (123, 139). Ek olarak, yiiksek maliyet sebebi
ile her hasta immiinoterapiden faydalanamamaktadir (122). Bu sebeple tez
kapsaminda yan etkileri azaltmak ve immiinoterapinin etkinligini artirmak amactyla

galunisertib ile kombine hedefli nanopartikiiller gelistirilmistir.
2.5. Nivolumab

IKNI ile immiinoterapide yapilan son ¢alismalar, dliimciil akciger kanserinin
tedavisi i¢in yeni firsatlar sunmaktadir. Akciger kanserinde goriilen yiiksek mutasyon
hizi, bu hastaligi programlanmis hiicre 6liimii proteini-1 antikoru (anti-PD-1)
immiinoterapisine kars1 duyarl hale getirmektedir. Dolayisiyla anti-PD-1 antikoru ile
ileri evre akciger kanseri hastalarinin tedavisi sonucu 6liim riski 6nemli Slgiide
azaltmaktadir (129).

PD-1, aktive olmus T hiicrelerinin yiizeyinde yiiksek derecede eksprese edilen
bir kontrol proteini olup CD28 ailesinin immiin sistem inhibitér reseptorlerinden
birisidir (Sekil 2.10.). Diger bir degisle, T hiicrelerinin viicudun kendi hiicrelerine
saldirmasini engellemek amaciyla kullanilan bir kontrol mekanizmasidir (126, 129).

Bu reseptdr sitotoksik T hiicrelerinin yaninda; B hiicreleri, dogal dldiiriicii hiicreler
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(natural killer, NK), monositler, dendritik hiicreler ve diizenleyici T Lenfositleri

(Treg) tarafindan da eksprese edilmektedir (138).

- Antijen
T hiicre :
sunucu
hiicre
q B CD 80
CD 28

—(——— CD 86

. q_—— PD-L1
_c—— PD-L2

q-— CD 80

CTLA-4 q - D) 86

Sekil 2.10. T hiicre ve antijen sunucu hiicreler arasindaki reseptor ligand etkilesimleri
(Modifiye edilmistir (140).

Bugiine kadar PD-1/PD-L1 kontrol noktasi blokaj tedavisi melanoma,
KHDAK, kii¢lik hiicreli akciger kanseri, renal hiicreli karsinoma, klasik Hodgkin
lenfoma, bas ve boyun skuamdéz hiicreli karsinomu, kolorektal kanser dahil olmak
lizere bir¢ok malignitenin standart tedavisinin bir pargasi olmustur. Bu antikorlarla
hepatoselliiler karsinoma, mesane kanseri, pediatrik solid tiimorler gibi malign
durumlarin tedavisi i¢in klinik ¢alismalar devam etmektedir (141). PD-L1’in KHDAK
hastalarinin yaklasik % 20-65’inde eksprese edildigi bilinmektedir (142). Sonug olarak
PD-1/PD-L1 yolaginin hedeflenmesi, KHDAK ve diger pek ¢cok immiin yanitla iligkili
hastalikta umut verici bir terapotik yaklasim olarak kullanilmaya baslanmistir (143).

[k programlanmis 6liim ligand (PD-1) inhibitérlerinden biri olan Nivolumab
(Anti-PD-1 antikoru), immiinoterapi ile kanserin tedavisinde ¢ok dnemli bir gelisme
saglamistir (144). FDA tarafindan 2015 yilinda onay alan bu antikor, aktive T
hiicrelerinde eksprese edilen inhibitdr bir immiin kontrol noktasi reseptorii olan PD-
1’1 bloke ederek etki gdstermektedir (Sekil 2.11.). Boylece T hiicrelerin proliferasyonu
artarak hastanin dogal tiimore 6zgii T-hiicre aracili bagisik yanitlar1 yeniden aktive

olmaktadir (129, 145-147).
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Sekil 2.11. Anti-PD-1 antikoru etki mekanizmasi.

Nivolumab, genetik olarak tasarlanmis, insan immiinoglobulin G4 (IgG4)
monoklonal antikorudur (142, 148) ve yaklasik 146 kDa agirligindadir (149).
Antikorun plazma yar1 6mrii, doza ve kisiye bagli olarak degisiklik gostermekle
birlikte, i.v. uygulamada 12 giin (0,3, 1,0 veya 3,0 mg/kg) ila 20 giin (10,0 mg/kg)
arasindadir (129). Farmakolojik stabilite caligmalarina gore, 2—8 °C veya 40 °C
kosullarinda bir aylik bekleme siiresi boyunca nivolumabin stabil kaldig1, terapdtik
etkinliginde bir azalma goriilmedigi bilinmektedir (150).

KHDAK tedavisinde nivolumab, genel olarak iyi tolere edilmistir. Hastalarda
en sik gozlenen (% 31) toksisite cilt toksisitesidir. En yaygin olant dokiintii (% 12),
kasint1 (% 9) ve vitiligo (% 3)’dur. Ishal gibi gastrointestinal toksisiteler daha seyrek
olarak gozlenmis, pndomoni hastalarin yalnizca % 3’linde meydana gelmistir.
Hastalarin sadece % 1’inde 3. veya 4. derece pndmoni olugsmustur. Diger toksisiteler
arasinda transaminazlardaki anormallikler (% 7), tiroid fonksiyon bozukluklar1 (% 3)
ve infiizyonla iligkili reaksiyonlar (% 3) yer almaktadir. G6zlenen toksisiteler, diger
PD-1 blokoérlerine benzer bulunmustur. Nivolumab i¢in pndmoni oranlari, dosetaksel
(% 4,6) ve gefitinib (% 3,5) gibi KHDAK’de yaygin olarak kullanilan diger ilaglarin

oranlarina benzer veya onlardan daha dusiiktiir. Bununla birlikte, nivolumab
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giiniimiizde diger bazi kemoterapoétiklerle/immiinoterapdtiklerle kombinasyon halinde
aragtirtlmasina ragmen pndmoninin kiimiilatif toksisite riski goz ardi edilmemelidir
(142).

Tez kapsaminda nivolumab, antikanser etkinlige sahip TGF-B inhibitorii
galunisertib ile kombine edilerek immiinoterapétik etkinliginin artirilmasi planlanmis
ve bu kombinasyonu iceren nanopartikiillerler hazirlanarak in vitro ve in vivo

karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir.
2.5.1. Fragmante Antikor

Monoklonal antikorlar ve fragmanlari, FDA onayli ilk miirin antikoru
Orthoclon OKT®-3’ten baslayarak 30 yili agkin bir siiredir tedavi amaciyla
kullanilmaktadir (112). Ilac tastyict nanopartikiillerinin en kritik dzellikleri partikiil
boyutu, enkapsiilasyon etkinligi ve salim profilidir (151). Fab fragmanlari, antijen
baglanma spesifikligini koruduklar1 ve biitliin antikora kiyasla daha kii¢lik protein
yapisinda olduklar1 i¢in biyolojik kompartmanlara ve tiimorlere daha iyi niifuz
edebilmekte ayrica, Fc fragmanina bagli immiinolojik sistem aktivasyonuna iliskin
istenmeyen etkilesimleri elimine etmeleri sebebiyle tercih edilmektedir (152).
Fragmantasyonun Fc bolgesini igermemesi bazi durumlarda sakinca olarak goriiliip,
plazma yar1 dmriiniin kisalmasina, daha yliksek doz gereksinimine ve saflagtirma
islemi sirasinda agregasyona yatkinliga yol agabilmektedir (112). Aragtirmalarda en
sik kullanilan antikor fragmanlarina 6rnek olarak, Fab, F(ab’),, tek zincirli degisken
fragman (scFv), yarim antikor (monovalent IgG), diakorlar ve tek alanli antikorlar

(nanokorlar) verilebilir (Sekil 2.12.).

Fab’ Fab Diakor

‘ N\
Bitiin antikor \ \=/ , ScFv Nanokor

Yarim antikor F(ab’),

_p

Sekil 2.12. Antikor fragman cesitleri (112).
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Tez caligmas1 kapsaminda immiinoterapdtik etkin madde olan nivolumab

fragmante edilerek etkinligi in vitro ve in vivo denemelerle degerlendirilmistir.
2.6. Galunisertib (TGF-p Inhibitorii)

Doniistiirticti biiyiime faktorii B (TGF-B), birgok hiicrede proliferasyonun,
hiicresel farklilasmanin, anjiyogenezin diizenlenmesinde etkili bir sitokindir. TGF-3,
T hiicreleri ve monositlerin dahil oldugu ¢esitli immdiin hiicreler tarafindan iiretilmekte
olup (153), immiin yanitlarin ve immiin toleransin diizenlenmesinde 6nemli bir role
sahiptir (154, 155). Bunlara ilaveten, yardimc1 T hiicreleri (Th1 ve Th2), sitotoksik T
lenfositler, makrofajlar, NK hiicreler, B hiicreleri ve polimorfoniikleer lokositler
(grantilositler) dahil olmak tizere bagisiklik sisteminin tiim hiicreleri lizerinde inhibitor
etki gostermektedir (156) (Sekil 2.13.).

TGF-p sinyal yolaginda gozlenen sorunlar, inflamatuar ve kardiyovaskiiler
hastaliklar, fibroz ve timor olusumu ve gelisimini tetikleyebilmektedir (157, 158). Bu
sitokin, saglikli hiicrelerde hiicre biiyiimesini ve lezyonlarin ilerlemesini sinirlayarak
tiimor baskilayict etki gostermekte iken, kanserli hiicrelerde; NK hiicreleri ve
sitotoksik CD8+ T lenfositlerin fonksiyonunun ve sayisinin azalmasi, immiin sistemi
baskilayict bir rolii bulunan Treg sayisinin artmasi, ve hiicre invazyonunu artirarak
metastaza yol agmasi sonucu antitiimor bagisikligi baskilamakta ve viicudun tiimore

kars1 savunmasiz kalmasina neden olmaktadir (Sekil 2.13.) (155, 156, 159).

* Tumé&r hiicresi farklilagmasi
proliferasyonu

TUmor igi » Epitelyal mezenkimal gegis (EMT)
- etkiler * Invazyon ve metastaz
* Prometastatik sitokin tretimi
¢ Otokrin mitojen Uretimi

N * Anjiyogenez
G Tumor e inflamasyon
B mikrocevresini Hiicre disi matriksin desteklenmesi
etkileyen | Hipoksinin indiiklenmesi
» Bagisik yanittan kacls

ozellikler \ RSN L
= Antitimor immiunite inhibisyonu

Sekil 2.13. TGF-f sinyali ve kanserdeki rolii (154, 155).
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TGF-B sinyali, KHDAK’de epitel-mezenkimal gegisin (EMT) en 6nemli
indiikleyicisidir. Bu sitokin seviyesindeki artig sonucu tiimorde progresyon, invazyon
ve metastaz egilimi gozlenmektedir (137, 160). Sonu¢ olarak TGF-B, timor
mikrogevresindeki immiin yanit1 baskilamadaki etkileri sebebiyle tiimor immiin kagisi
ve kanser immiinoterapisine kars1 zayif yanitlardan sorumlu tutulmaktadir.

TGF- sinyalini bloke etmek i¢in notralize edici antikorlar (Ornegin;
lerdelimumab, metelimumab), asilar (6rnegin; FANG™), antisens oligoniikleotidler
ve kiiclik molekiiler inhibitorlerin (6rnegin; galunisertib, disitertid vb.) (161)
kullanimlar1 dahil olmak iizere ¢esitli yaklasimlar bulunmaktadir. Bu tedavilerin
amaci, TGF-f’nin timor gelisimini ve metastazini baskilayici 6zelliklerini korurken
immiin sistemi baskilayici faktorlerin elimine edilmesi ve immiin yanit etkinliginin
artirilmasidir (154, 155). Bu etkilerinden dolayr TGF-B’nin inhibisyonu, kanser
immiinoterapisinin etkinligini artirmak amaciyla kullanilabilmektedir (154).

Aragtirmalar, Sekil 2.13.’te bahsedilen bilgileri destekler nitelikte olup, TGF-
B inhibitor tedavisinin kanserdeki etkinliginin yalnizca tiimor hiicreleri tizerindeki
dogrudan igsel etkilerden kaynaklanmayabilecegini, aym1 zamanda timor
mikrogevresinde etkili olan tiimor dis1t mekanizmalari da igerebildigini gdstermektedir
(154). Bu durum, tezde belirtilen hipotezi destekler nitelikte olup, tiimor
mikrogevresine hedeflemenin dogru bir yaklasim oldugunu gostermektedir.

Galunisertib (LY2157299 monohidrat), TGF-B reseptor I (TGF-BRI) kinazinin
kiiciik molekiillii bir inhibitérii olup, Sekil 2.14.’te belirtilen kanonik yolun
aktivasyonunu ortadan kaldirarak, SMAD2’nin fosforilasyonunu spesifik olarak
azaltmaktadir (137, 155). Bu molekiil, nivolumabin immiinoterapdtik etkinligini

artirmast amaciyla tercih edilmistir.

Tipllreseptér Tiplreseptor
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Sekil 2.14. Galunisertib etki mekanizmasinin sematik gosterimi (155).
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Sekil 2.15. Galunisertibin kimyasal sekli (162).

Kimyasal formiilii C2»Hi9NsO (162) olan galunisertibin literatiirde sikca
karsilagilan sinonimi LY2157299°dur (163). Sekil 2.15.’te goriildiigii tlizere kiigiik
molekiil agirhigina (369,42 g/mol (162)) sahip olan galunisertib, Biyofarmasotik
Siniflandirma Sistemi’ne gore sinif II ilag grubundadir (164). Galunisertibin erime
derecesi 241-242 °C (165) olarak hesaplanmis olup, yapilan klinik arastirmalarda,
insan plazmasinda yaklasik -70°C’de saklandiginda 567 giine kadar ve -20°C’de
saklandiginda 148 giine kadar stabil kaldigi belirlenmistir (166). Galunisertibin
plazma yar1 6mrii, saglikli goniillillerde tek doz oral uygulama (150 mg) sonras1 8,6
saat olarak belirlenmistir. Galunisertib % 64,5 feceste, %36,8 idrarda tespit edilmis;
temel olarak CYP3A4 enzimi ile metabolitlerin olustugu ve etkin maddenin
metabolitlere doniistiikten sonra viicuttan atildig1 gézlenmistir (167).

TGF-B reseptoriiniin galunisertib ile inhibisyonu, tiimor hiicrelerine karsi
sitotoksik T hiicresi yanitlarin1 saglamakta ve bagisiklik hiicrelerinin tiimore
infiltrasyonuna izin vermektedir (137). Yukarida belirtilen antitiimor 6zelliklerinden
dolayr galunisertibin; ilerlemis kolorektal kanserde kapesitabinle kombine
(NCT03470350, NCTO05700656); ilerlemis refrakter (inatg1) solid tiimdrler,
tekrarlayan veya direngli KHDAK ve hepatoselliiler karsinomada nivolumabla
kombine (NCT02423343); metastatik pankreas kanserinde durvalumabla kombine
(NCT02734160); uterus veya yumurtalikta gozlenen karsinosarkomada
paklitaksel/karboplatinle kombine (NCTO03206177) olarak kullanildigr klinik
calismalar1 mevcuttur (168).

Arastirmalarda galunisertib biiyiik cogunlukla oral yolla kullanilmaktadir.
Dolayisiyla hedef dis1 dokularda TGF-f3 sinyalinin inhibe edilmesi olas1 oldugu igin,
saglikli dokularda kardiyak toksisite (169) gibi istenmeyen etkiler gozlenebilmektedir
(170). Yine de galunisertib preklinik ¢aligmalarda TGF-B’nin diger kiiclik molekiillii

inhibitorlerine kiyasla daha az toksisite gosterdigi icin klinik calismalara gecen en
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umut verici aday olmustur (171). Galunisertibin oral yolla kullanimina iliskin klinik
arastirmalar (NCT02423343) devam etmesine ragmen heniiz onayli bir tibbi iiriinii
bulunmamaktadir.

TGF-B yolag1 yakin zamanda anti-PD-1/L1 kontrol noktas1 blokajina yonelik
potansiyel bir direng mekanizmasi olarak tanimlanmistir. Dolayisiyla, glunisertib ile
TGF-B’nin immiin baskilayici etkilerinin inhibe edilmesi, kanser immiinoterapisinin
etkinligini artirmak amaciyla kombinasyon fikrini olusturmustur (154, 172). Preklinik
caligmalarla, galunisertibin immiin sistem {izerine etkileri monoterapi ile sinirh
kalirken, IKNI ile kombinasyon halinde giiglendigi, kanserin ilerlemesi ve anti-timor
T hiicresi immiinitesinin gelisimini artirabilecegi gosterilmistir. Bu bulgulara
dayanarak, galunisertibin anti-PD1 antikoru (nivolumab) ile kombinasyon halinde ileri
evre KHDAK tedavisini amaglayan klinik aragtirma (NCT02423343) devam
etmektedir, arastirmanin faz [ ve faz Il asamalar1 tamamlanmistir (157). Calismalarda
ikili kombinasyonun giivenliliginin, tolere edilebilirliginin ve etkinliginin
degerlendirilmesi amaglanmaktadir. Bu ¢caligmalara yonelim olmasi, tezde s6z konusu

kombinasyon fikrinin akilci bir yaklasim olduguna isaret etmektedir.
2.7. Hedeflendirme Ligandi Olarak Anti-EGFR Antikoru

Epidermal biiyiime faktori reseptorii (EGFR) sinyal yolagi, insan epitelyal
kanserlerinde taninan ilk onkojenik etmendir (173). Ligandlar1 arasinda epidermal
bliytime faktorii (EGF) ve doniistiiriicii biiyiime faktorii-alfa (TGF-a) bulunan EGFR,
ErbB1 (HER-1) reseptor ailesinin bir iiyesidir (174). Bu reseptor 170 kDa
biiylikliigiinde bir glikoprotein olup, ekstraseliiller N- terminal ligand baglanma
bolgesine, hidrofobik transmembran bolgeye ve C terminali tasiyan tirozin kinaz
bolgesine sahiptir (107).

EGFR’nin fizyolojik islevi, epitelyal doku gelisimi ve homeostazini
diizenlemektir. KHDAK gibi pek cok farkli kanser tipinde ise proliferasyon,
anjiyogenez ve apoptoz gibi ¢esitli metabolik siireglerin diizenlenmesinde rol alarak
tiimor gelisimini destekleyici bir etki gostermektedir (175, 176). KHDAK, kolorektal
kanser, pankreas, bas ve boyun kanserleri basta olmak iizere ¢ok sayida kanser tipinde
EGFR’nin asir1 eksprese edildigi bilinmektedir (176, 177). Reseptoriin seviyesindeki
artig, kanser tiplerindeki agresiflik seviyesi ile de iligkilendirilmektedir (107). Ornegin,
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EGFR’nin, KHDAK teshisi alan hastalarin % 40-80’inde asir1 eksprese edildigi
bilinmektedir (178).

Tez kapsaminda hedeflendirme ligand1 olarak, KHDAK’deki yiiksek
ekspresyon seviyeleri ve FDA onayli bir antikor olmasi nedeniyle setuksimab
(Erbitux®) tercih edilmistir. Setuksimab, EGFR’ye spesifik bir insan-fare kimerik
IgGl smifi monoklonal antikordur ve ~152 kDa agirhgindadir (174, 179).
Setuksimabin EGF reseptoriine hiicre dis1 bolgeden baglanmasi, dimerizasyonu ve
ardindan hiicre i¢i kinaz alaninda reseptoriin otofosforilasyon ile aktivasyonunu
onlemektedir (174).

Setuksimab, ilerlemis kolorektal, bas ve boyun kanserlerinin tedavisinde
endike olsa da heniiz KHDAK tedavisi amaciyla kullanim onay1 bulunmamaktadir
(180). ilerlemis KHDAK hastalarinda cesitli faz II ve faz III ¢alismalarinda birinci
basamak kemoterapi ile kombinasyon halinde klinik ¢caligmalar1 yapilmis ve tek basina
kemoterapiye kiyasla setuksimab ile kombine tedavi sayesinde hayatta kalma
stiresinin arttig1 gosterilmistir (181). Tezde kullanilan anti-EGFR antikorunun ilag
tasiyici sistem formiilasyonundaki asil amaci, nanopartikiilleri tiimor dokusuna aktif
olarak  hedeflendirmesidir.  Dolayisiyla ~ dogrudan  bir  antikanser  etki

beklenmemektedir.

Sonug olarak, nanopartikiiller, tiimor mikrogevresine lokalize edilebilmesi
amaciyla akciger kanserinde yiiksek derecede eksprese edilen epidermal biiylime
faktorii reseptorine (EGFR) hedeflendirilmistir. Ayrica yukarida belirtilen
sebeplerden dolayi, anti-EGFR antikorunun, tiimér hiicre yiizeyindeki epidermal
bliylime faktorii (EGF) reseptoriinii bloke ederek anti-tiimor etkinlik gostermesi
beklendigi i¢in antikanser etkinlik degerlendirilmesi yapilmistir.

Onerilen tez, kombine halde anti-PD-1 antikoru F(ab’), fragmani ve
galunisertibi icermesi, pH’ya duyarliligi, ylizeyinde anti-EGFR antikorunu igermesi
ve timdr mikrogevresine hedeflendirilmis olmasi nedenleriyle KHDAK ’ye yonelik,
etkinligi artirilmig, yenilik¢i ve 6zgiin bir immiinoterapodtik yaklasim sunmaktadir.
Hazirlanan kombine etkin madde yiiklii hedefli nanosistemin sterilizasyonu aseptik
ortamda dolum veya ultraviyole 151n ile sterilizasyon seklinde gerceklestirilebilir

(182).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arac ve Gerecler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Amicon Ultra Santrifiij Tiipleri

Anti-EGFR Antikoru

APC Anti-Insan CD279 (PD-1) Antikoru

Asetik Asit
Aseton

Asetonitril (ACN)

Bikinkoninik Asit (BCA) Protein Tayin Kiti

Blastisidin

Coomassie Blue R250

DAPI (Cekirdek Boyasi)
Diklorometan (DCM)

Dimetil Formamid (DMF)
Dimetilsiilfoksit (DMSO)

DMEM

EDTA (disodyum tuzu)

eFluor670 Proliferasyon Boyasi
Ellman’s Reaktifi

Etil Asetat (EA)

Fare IgG1 K izotip Primer Antikor
Fetal Sigir Serumu (FBS)

Fikol

FITC Annexin V Apopitoz Tespit Kiti
Galunisertib

Gliserin

Ham’s F12 w/o L-Glutamin

Hiicre Yikama Cozeltisi

IdeS Proteaz

Millipore, Almanya
Erbitux, Merck, Almanya
Biolegend, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
LAB-SCAN, Irlanda
Sigma-Aldrich, ABD
TAKARA, Cin
Invivogen, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Biowest, ABD
Sigma Aldrich, ABD

ThermoFisher Scientific, ABD
ThermoFisher Scientific, ABD

Sigma-Aldrich, ABD
Biolegend, ABD
Biochrom AG, Almanya
Sigma Aldrich, ABD
Biolegend, ABD
Medchemexpress, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Biowest, ABD

BD Biosciences, ABD
Promega, ABD
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LEGENDplex™ insan CD8/NK Panel (13-

plex)

Metanol (MetOH)
Metiltiyazoliltetrazolyum (MTT)
mPEG-PLGA-FKR560
N,N-Dimetilformamid

Nivolumab

Nivolumab SHIKARI ELISA Kit

PBS pH 7,4 Tabletleri

Penisilin / Streptomisin

PLGA Resomer® RG 50:50 503H
PLGA-FP1749

PLGA-Histidin

PLGA-PEG-Maleimit

Polivinil Alkol (30000 — 70000 Da)
RPMI 1640

Saflastirilmis Anti-Fare CD3/28 Antikoru
Saflastirilmis Anti-Fare CD3¢ Antikoru
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Traut’s Reaktifi (2-iminotiyolan HCI)
Tripan Mavisi

Tripsin — EDTA Cozeltisi

Zorbax Bonus RP; 4.6 x 75 mm; 3,5um

3.1.2. Biyolojik Maddeler

A549-Luc? Hiicre Hatt
CD1 Nude Fare
1929 Hiicre Hatt1

Biolegend, ABD

Sigma-Aldrich, ABD

Sigma, ABD

PolySciTech, USA

Applichem GmBH, Almanya
Medchemexpress, ABD
Matriks Biotek, Tiirkiye

Sigma Aldrich, ABD

Biochrom AG, Almanya
Boehringer Ingelheim, Almanya
PolySciTech, USA
PolySciTech, USA

Nanosoft Polymers, ABD
Sigma Aldrich, ABD

Biowest, ABD

Ultra-LEAF™ Biolegend, ABD
Ultra-LEAF™ Biolegend, ABD
Sigma-Aldrich, ABD

Sigma Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Biochrom AG, Almanya
Agilent, ABD

ATCC, ABD
Kobay D.H.L. A.S., Tiirkiye
ATCC, ABD

39



3.1.3. Kullamilan Cihazlar

Akim Sitometri Cihazi

Basingl1 Azot Tiipt

Cift Plakal Isitict (HP4668/22)

Etiv

Floresan Mikroskop

Hassas Terazi (XS 105)

HPLC Cihaz (Agilent 1260 Infinity
Diode Array Dedector)

In vivo Gériintiileme Sistemi Newton
7.0

Inkiibator (Heracell 150i)

Isik Mikroskobu

Isiticili Manyetik Karistirici (RT10)
Jel Elektroforez Cihazi (Mini-Protean
Tetra Cell)

Laminar Akish Kabin (Hera Safe)
Liyofilizator (FreeZone 4.5)
Mikropipet

Partikiil Biiyiikliigii ve Zeta Potansiyeli
Olciim Cihaz

pH metre (HI 3220)

Plaka Okuyucu (Spectra Max Plus)
Q-100 DSC

Santrifiij Aleti (Universal 320)
Santrifiij Aleti (FC5718R)

Santrifiij Aleti (3-18KS)

Siringa Ucu Filtre

Taramal1 Elektron Mikroskobu
Tekstiir Analiz Cihazi (XT-Plus)
Ultra Saf Su Sistemi (Milli Q)
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BD FACSCantoTM II, ABD
Linde, Tirkiye

Philips, Hollanda

Memmert, Almanya

Leica, Wetzlar, Almanya
Mettler Toledo, Isvicre
Agilent Technologies, ABD

Vilber, Fransa

Thermo Scientific/ ABD
Olympus, Japonya

IKA, Almanya

Biorad Laboratories Inc., ABD

Thermo Scientific, ABD
Labconco, ABD
Eppendorf, Almanya

Zetasizer Nanoseries ZS, Ingiltere

Hanna, Almanya

Molecular Devices, ABD

TA Instruments, ABD

Hettich, Almanya

Ohaus, Kanada

Sigma, Almanya

Isolab, Almanya

FEI Company, ABD

Stable Micro Systems, Ingiltere
Milipore, ABD



Ultrasonik Banyo (AL 04-12)
Ultrasonik Prob (Sonopuls HD 4200)
Vorteks

Western Blot Transfer Cihazi

Yatay Calkalayicili Su Banyosu
Yiiksek Kontrastli Gegirimli Elektron
Mikroskobu (Tecnai G2 Spirit Biotwin)

Advantage Lab, Almanya

Bandelin, Almanya

Niivemix, Tiirkiye

Power Blotter Thermo Scientific, ABD
Memmert, Almanya

FEI Company, ABD
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3.2. Yontem

3.2.1. Galunisertib icin In Vitro Miktar Tayini Yonteminin Gelistirilmesi

ve Validasyonu

Galunisertib i¢cin miktar tayin yontemi olarak yiiksek basinghi sivi
kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) kullanilmistir.
Gelistirilen yontemin enkapsiilasyon etkinligini belirleme ve in vitro salim
analizlerinde kullanilmasi planlanmistir. HPLC yontemi ile miktar tayini gelistirilmesi
amaciyla farkli kolonlar, enjeksiyon hacimleri, mobil faz bilesimleri ve akis hizlari
kullanilarak 6n denemeler literatiirdeki ¢alismalar (166, 183, 184) referans alinarak
gerceklestirilmistir. En hassas sonuglar, literatiirde yer alan Zorbax Bonus RP kolonu
(185) ile elde edilmis, dolayisiyla bu kolon secilerek ¢alismalar siirdiiriilmiistiir.

Galunisertibin en yiiksek absorbans verdigi dalga boyunu belirlemek ig¢in
HPLC ile elde edilen ii¢ boyutlu UV spektrumu incelenmistir. Spektrum taramasi
gerceklestirilirken kor c¢ozelti (maddenin c¢oziindirildiigii ¢o6ziicli) olarak
dimetilsiilfoksit (DMSO):su karisimi  kullanilmistir.  Galunisertibin - maksimum
absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax) dikkate alinarak yapilan denemeler sonucunda,
simetrik ve keskin bir pik ile elde edilebilen en uygun HPLC kosullar1 asagidaki
sekilde belirlenmistir (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Galunisertibin HPLC ile miktar tayininde kullanilan analiz kosullari.

HPLC cihaz Agilent 1260 Infinity Diyot Dizisi Dedektor HPLC
Akas hizi 1 mL/dakika

Kolon Zorbax Bonus RP (USP-L60); 4,6 x 75 mm; 3,5um
Kolon sicaklig 25+1 °C

Mobil faz Ultra saf su: % 0,1 Trifloroasetik asit: Asetonitril (74:17:9, h/h/h)
Enjeksiyon hacmi 40 pL

Akis hizi 1,5 mL/dk

Dalga boyu 242 nm

Dedektor Diyot Dizisi Dedektorii (DAD)-UV

Analiz tiirii [zokratik eliisyon

Konsantrasyon araligi 0,1-100 pg/mL




43

Galunisertib i¢in gelistirilen modifiye HPLC yoOnteminin validasyonu,
Uluslararas1 Harmonizasyon Komitesi (ICH) Q2(R1) Kilavuzu’na gore asagidaki
parametrelerin 0l¢limii/hesaplanmasi ve degerlendirilmesi ile valide edilmistir.

»  Dogrusallik (Linearity)
» Dogruluk (Accuracy)
»  Kesinlik (Precision)

e Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

e Tekrar Elde Edilebilirlik (Reproducibility)
» Duyarlilik (Sensitivity)

e Saptama Sinir1 (Detection Limit)

e Miktar Tayini Sinir1 (Quantitation Limit)
= Ozgiinliik (Specificity)
= Stabilite

Analitik yontem validasyonu, miktar tayini yapilacak olan maddenin tayininde
kullanilacak analitik yontemin belirlenen kosullarda dogru, tekrarlanabilir ve 6zgiin
oldugunu garanti etmek i¢in uygulanan protokoldiir (186). HPLC analitik yonteminin
dogrulanmasinda asagidaki parametreler incelendikten sonra sonuglar istatistiksel

olarak degerlendirilmistir.
Dogrusalhk

Dogrusallik, analitik bir yontemin belirli bir konsantrasyon araliginda, analizi
yapilan maddenin konsantrasyonu ile deney sonuglarinin direkt olarak orantili
olmasmi saglama yetenegidir. Dogrusalligin belirlenmesinde en az 5 farkh
konsantrasyon kullanilmasi 6nerilmektedir.

HPLC yonteminin “Dogrusallik” 6zelligini belirlemek i¢in, galunisertib DMSO ile
coziildiikten sonra su eklenerek (final ¢oziicii, DMSO:su 1:9, h:h) 1 mg/mL
konsantrasyonda 6 adet stok c¢ozeltisi hazirlanmistir (n=6). Stok c¢ozeltilerden
hareketle DMSO:su (h/h, 1:9) karisimi ile gerekli seyreltmeler yapilarak; 0,1-0,25-0,5-
1-5-10-25-50-100 pg/mL konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltiler olusturulmus ve
HPLC analizleri gergeklestirilmistir. Sonrasinda hazirlanan standart g¢ozeltilerin
konsantrasyonlarina karsi oOlgiilen pik alanlar grafige gecirilmis ve kalibrasyon

dogrusu elde dilmistir.
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Dogruluk

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin gergek
degerlere yakinligini ifade etmek i¢in kullanilmaktadir. Galunisertibin miktar tayini
icin  kullanilan  yontemin deney i¢i ve deneyler arast dogrulugunun

degerlendirilmesinde asagida belirtilen formiil kullanilmistir (Formiil 3.1.).

Ortalama tayin edilen konsantrasyon

Dogruluk (% geri kazanim) = x 100 (3.1

ilave edilen konsantrasyon

Dogruluk, % geri kazanim olarak tayin edilmistir. Deney i¢i dogrulugun tespit
edilebilmesi i¢in kalibrasyon egrisinde yer alan ti¢ farkli konsantrasyonda (diisiik, orta,
yiiksek; 0,5-5-50 pg/mL), her bir konsantrasyondan alt1 adet olacak sekilde standart
cozeltiler hazirlanmis ve ayni1 giin i¢inde art arda Slgtimler gergeklestirilmistir.
Deneyler aras1 dogrulugun tespit edilebilmesi i¢in ise kalibrasyon egrisinde yer alan
tic farkli konsantrasyonda (distk, orta, yiliksek; 0,5-5-50 upg/mL), her bir
konsantrasyondan alt1 adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve birbirini
takip eden ii¢ giin tayinler gerceklestirilmistir. Dogruluk (bagil hata) bulgular1 Formiil
3.1. kullanilarak elde edilmistir.

Kesinlik

Kesinlik, analitik yontemin tekrarlanabilirlik derecesinin Olciisii olarak
tanimlanmaktadir ve spesifik analiz kosullar1 altinda elde edilen bagimsiz analitik
sonuglar arasindaki uyumun derecesidir. Bir analitik yontemin kesinligi, istatistiksel
acidan yeterli degerlendirmenin yapilacagi sayida, ayni1 konsantrasyonda numunenin
art arda Olgiilerek, Ornekler i¢in varyasyon katsayisinin (VK) hesaplanmasiyla
belirlenmektedir (Formiil 3.2.). Kesinlik, tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik

olarak ifade edilir.

Serinin standart sapmasi (SS)

Varyasyon katsayisi (%) = x 100 (3.2)

Serinin aritmetik ortalamasi (X)

Tekrarlanabilirlik ¢aligmalari, kullanilan analitik yOntemin farkli deney
zamanlarinda giivenilirliginin kanitlanmasi amaciyla yapilmaktadir.

Tekrarlanabilirligin tespiti icin, kalibrasyon dogrusunda yer alan ii¢ farkh
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konsantrasyonda (diislik, orta, yiiksek; 0,5-5-50 pg/mL) standart c¢ozeltiler
hazirlanmis, ayn1 konsantrasyondaki ¢ozeltilerin pik alanlart HPLC ile alt1 kez ayn
ayr analiz edilip, hesaplanmistir. Pik alanlarina karsilik gelen konsantrasyonlar i¢in
VK degerleri hesaplanmaistir.

Tekrar elde edilebilirlik kapsaminda, ayni konsantrasyondaki c¢ozeltiden
hareketle, ayn1 analist, ayn1 laboratuvar ve ayni cihaz kullanilarak ger¢eklestirilen
Olctimlerde uyum ve uygunluk incelenir. Deneyler, ti¢ farkli konsantrasyon diizeyinde
uygun sayida bagimsiz ¢oOzelti kullanilarak ayni giin i¢inde ve farkli giinlerde
gerceklestirilir. Deney igi tekrar elde edilebilirligin tespiti i¢in kalibrasyon dogrusunda
yer alan ii¢ farkli konsantrasyonda (diisiik, orta, yiiksek; 0,5-5-50 pg/mL) her bir
konsantrasyondan alt1 adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanarak ayni giin
icinde arka arkaya Ol¢iimleri gergeklestirilmistir. Deneyler arasi tekrar elde
edilebilirligin tespiti i¢in kalibrasyon dogrusunda yer alan ii¢ farkli konsantrasyonda
(dustik, orta, yiiksek; 0,5-5-50 pg/mL), her bir konsantrasyondan alti ayr1 standart
¢Ozelti hazirlanmis ve birbirini takip eden ii¢ giin icerisinde analiz edilmistir. Tekrar
elde edilebilirligi degerlendirebilmek i¢in, pik alanlarina karsilik gelen derisimler i¢in

varyasyon katsayis1 degerleri hesaplanmaistir.
Duyarhhk

Saptama siir1 (Limit of Detection, LOD), analizi yapilan maddenin kalitatif
olarak saptanabildigi en diisiik konsantrasyondur. Bu deger, sinyal:giiriiltii oraninin
3:1 oldugu konsantrasyon ile ifade edilmektedir.

Miktar tayin sinir1 (Limit of Quantification, LOQ), analitik yontemin belirlenen
sartlarda, analizi yapilan maddenin kabul edilebilir kesinlik ve dogruluk ile kantitatif
olarak tayin edilebildigi en diisiik konsantrasyon olarak tanimlanir. Bu deger,

sinyal:giiriiltii oraninin 10:1 oldugu konsantrasyon ile ifade edilmektedir.
Ozgiinliik

Analitik bir yontemin 6zgiinliigii; ortamda bulunan etkin madde disindaki
eksipiyanlarin, safsizliklarin veya pargalanma {iriinlerinin varli§inda, analiz edebilme
yetenegini gostermektedir. Bu Olciitlerin  degerlendirilmesine yo6nelik olarak

formiilasyonda kullanilan diger maddelerin (PLGA, PVA, nivolumab, anti-EGFR,
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salim ortami bilesenleri) formiilasyonda bulunduklar1 konsantrasyonda c¢ozeltileri
hazirlanmis ve etkin madde analizinin yapildig1 kosullarda HPLC kullanilarak

kromatogramlar1 incelenmistir.
Stabilite

Galunisertibin analiz boyunca stabilitesini gostermek amaciyla 0,5-5-50
pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltileri HPLC cihazi kullanilarak analiz
edilmis ve 24 saat boyunca laboratuvar kosullarinda (21-25 °C) bekletilerek ayni
numuneler tekrar analiz edilmistir. Sonuglar arasindaki farkin anlamli olup olmadig

istatistiksel olarak test edilmistir.
3.2.2. Nivolumab Antikorunun Fragmantasyonu

Antikor fragmantasyonu amaciyla, IgG antikorlarini mentese bdlgesinin alt
kismindan keserek F(ab’), ve Fc¢ fragmanlarina ayiran IdeS (Immunoglobulin-
degrading enzyme from Streptococcus pyogenes) enzimi tercih edilmistir (Sekil 3.1.)

(187).

IdeS ile
fragmantasyon Jel elektroforez
> §8, — > Far
i (110 kDa)
IgG | &
(150 kDa) 0

Fc fragmani

Sekil 3.1. Antikorlarin IdeS ile fragmantasyonu (188).

1 iinite enzim, 1 pg antikoru fragmante edebilecek kapasiteye sahiptir.
Dolayisiyla fragmantasyon amaciyla kullanilan enzim ve antikor orani 1:1°dir.
Calismada liyofilize halde temin edilen IdeS (5000 iinite), iirliniin protokoliinde
belirtildigi sekilde 100 pL ultra saf su i¢inde disperse edilmistir. PBS tamponu (pH
7,4) icinde disperse halde bulunan 1 mg/mL konsantrasyondaki nivolumab

cozeltisinden 100 pL alinarak, tizerine 2 pL (100 iinite enzim) IdeS enzimi eklenmis
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ve 1 saat boyunca 37 °C’deki su banyosunda inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon
sonunda elde edilen F(ab’)> ve Fc fragmami karisimindan Fc fragmanlarini
uzaklastirmak i¢in 100 kDa ve 50 kDa nominal molekiil agirlik sinirina (NMWL)
sahip Amicon® ultrasantrifiij filtreleri kullanilmistir. Ultra filtrelere inkiibasyon
sonucu elde edilen fragmante antikor karisimi eklendikten sonra, filtreler diiz sekilde
Eppendorf® tiiplerine yerlestirilmis ve 10000 rpm’de 10 dk 25 °C’de santrifiij islemi
gergeklestirilmistir. Santrifiij sonrasi filtreler Eppendorf® tiiplinden ¢ikartilip, yeni bir
Eppendorf® tiipiine ters konumda yerlestirildikten sonra 700 rpm’de 1 dk 25 °C’de
santrifiij islemi gerceklestirilmistir.

Fragmantasyon isleminin dogrulanmasi ve ultra filtre kullanilarak F(ab’) ve
Fc fragmanlarinin birbirinden ayrildiginin dogrulanmasi amaciyla indirgen olmayan
sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (Sodium dodecyl-sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) yontemi gerceklestirilmistir. SDS-
PAGE analiz yontemi, protein saflik analizi i¢in yaygin olarak kullanilan popiiler bir
tekniktir (189).

SDS-PAGE analizi i¢in ilk olarak yiikleme (stacker) ve ayirma (resolver)
jelleri hazirlanmistir. Yiikleme jeli i¢cin 1 mL Stacker A, 1 mL Stacker B, 10 pL
amonyum persiilfat (APS), 2 uL tetrametietilendiamin (TEMED) ¢6zeltisi; ayirma jeli
icin ise 3 mL Resolver A, 3 mL Resolver B, 30 uL. APS, 3 uL TEMED c¢ozeltisi
hazirlanmis ve plakalar arasina dokiilmiistiir. Jel olusumu esnasinda, yiikleme jeli
tizerine eklenen tarak sayesinde numunelerin tatbik edilece§i kuyucuklar
hazirlanmistir. SDS-PAGE analizinde gerekli olan yiiriitme tamponu i¢in tris, gliserin
ve SDS’in sulu ¢ozeltisi hazirlanmistir. Elde edilen tampon, yliriitmenin yapilacagi
tank i¢ine yerlestirilen jel diizeneginin etrafina doldurulmustur. Sonra, yiikleme boyasi
(Tris HCI, bromofenol mavisi, SDS ve gliserolden olusan), numunelerle 1:1 (10 uL:10
uL) oraninda karistirilarak kuyucuklara yiiklenecek numuneler hazir hale getirilmistir.
Kuyucuklara sirastyla 4 pL hazir protein ¢ozeltisi (PageRuler™ protein merdiveni) ve

20 pL numune(ler) yiliklenmistir (Sekil 3.2.).



48

- r:'qu'r;ame nivolumab

o

Sekil 3.2. Fragmantasyonun dogrulanmasi amaciyla yapilan SDS-PAGE analizi. A:
numunelerin tatbiki; B: Elektrik akimi uygulamasi.

Tanka, 3 saat boyunca 50 voltluk elektrik akimi uygulanarak jelde protein
yapilarinin molekiil agirliklarina gore yiirlimesi saglanmistir. 3 saatin sonunda elde
edilen jelde bantlarin gdriinmesi i¢in fiksasyon ¢ozeltisi (distile su:izopropanol:asetik
asit, 32,5:12,5:5, h/h/h) ve boya ¢ozeltisi hazirlanmistir. Tanktan ¢ikartilarak ayrilan
jel, once 50 dk fiksasyon ¢ozeltisinde oda sicakliginda bekletilmis ardindan bu ¢6zelti
ortamdan uzaklastirilarak Coomassie Blue R250 boya ¢ozeltisi eklenerek gece boyu
yatay calkalayict T{izerinde oda sicaklifinda bekletilmistir. Boyayr jelden
uzaklastirmak i¢in yikama c¢ozelti (metanol:distile su:asetik asit, 25:20:5, h/h/h)

hazirlanmis ve jel bu ¢ozelti ile 3 kez yikanarak sonug goriintiiler elde edilmistir.

3.2.3. Nivolumab icin In Vitro Miktar Tayini Yonteminin Gelistirilmesi ve

Validasyonu

Tez kapsaminda gelistirilen nanopartikiillere antikor enkapsiilasyonu
gergeklestirilmistir. Nanopartikiillere yiiklenen ve in vitro salim ¢alismalarinda
nanopartikiillerden salinan antikor miktarinin belirlenebilmesi i¢in miktar tayini
yontemi gelistirilmistir. Tezin ilk boliimlerinde fragmante nivolumab ile deneyler
gerceklestirilmistir. Bu amacla ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) yontemi
kullanilmast planlanmis ancak, fragmante nivolumaba spesifik bir ELISA kit
olmamasi sebebiyle Anabilim Dali biinyesindeki cihaz ve yontemlerle 6n denemeler
gerceklestirilerek bikinkoninik asit (Bicinchoninic Acid, BCA) analizinin ¢aligmalarda

kullanilmas1 uygun bulunmustur.
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Fragmante Nivolumab i¢in Bikinkoninik Asit (BCA) Yontemi ile Miktar

Tayini Gelistirilmesi

BCA testi, protein konsantrasyonunu tespit etmek i¢in kullanilan kolorimetrik
bir yontemdir. Yontemin calisma prensibi, protein yapisinin, BCA stok cozeltisi
igindeki Cu*? iyonlarini Cu*!' iyonlarina indirgemesi ve bu indirgenmis iyonlarin
bikinkoninik asit ile reaksiyona girerek mor renkli bir kompleks olusturmasi esasina
dayanmaktadir (190) (Sekil 3.3.). Numunelerin konsantrasyonlar1 ELISA plaka
okuyucu tizerinde 562 nm’deki absorbansin dlgiilmesi ile belirlenmektedir (191). Bu
yontemin analizlerde kullanilma sebebi c¢ok diisiik konsantrasyonlardaki (0,02-2
ug/mL) biitlin antikor veya fragmanlarinin miktar tayinini dogru bir sekilde

gergeklestirebilmesidir (192).

F(ab’), fragmani Biitiin antikor F(ab’), fragmam Biitiin antikor

Protein yapisi

Bikinkoninik asit (BCA) BCA-Bakir kompleksi
sodyum tuzu (mor renk olusumu)

Sekil 3.3. BCA protein analizi i¢gin BCA-bakir kompleksinin olusumu.

Bu amacla oncelikle sigir serum albumin (Bovine Serum Albumin, BSA)
standardi kullanilarak kalibrasyon dogrusu elde edilmis ve kitin dogrusallig1 teyit
edilmigtir. Ek olarak, fragmante nivolumabin stok ¢o6zeltisi kullanilarak nivolumaba
iliskin spesifik kalibrasyon dogrusu olusturulmus ve analiz sonuglar1 bu kalibrasyon
dogrusu dikkate alinarak degerlendirilmistir.

Standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi1 amaciyla 2 mg/mL konsantrasyondaki

BSA stok ¢ozeltisinden hareketle gerekli seyreltmeler yapilarak 5-10-20-50-100-150-
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200 pg/mL konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltiler olusturulmustur. Elde edilen
standartlar mikro plaka kuyucuklarina ikiser tekrarli olarak eklenmistir. Sirasiyla, 6nce
100 pL numune, ardindan renk olusumunu saglamak amaciyla 100 uLL BCA belirteci
eklenmis, plakanin kapagi kapatilarak 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir.
Bilinen konsantrasyonlardaki BSA standartlarinin 562 nm dalga boyunda verdikleri
absorbansin okunmasiyla elde edilen degerler, standart ¢ozelti konsantrasyonlarina
kars1 grafige gecirilerek bir kalibrasyon denklemi elde edilmistir. Ardindan,
konsantrasyonu bilinmeyen numunenin absorbans degerinden yola c¢ikarak bu

denklem ile numune i¢indeki protein miktari tayin edilebilmistir.
Nivolumab icin ELISA Yontemi ile Miktar Tayini Gelistirilmesi

Fragmante antikorun immiin yanitta yetersiz kalmasi sebebiyle tez
caligmalarina fragmante olmayan biitiin antikor ile devam edilmesine karar verilmistir.
ELISA yontemi, fragmante nivolumabin miktar tayininde kullanilan BCA analizine
kiyasla daha hassas ve dogru sonuglar vermesi sebebiyle biitiin antikorun miktar
tayininde tercih edilmistir (72). Nivolumab i¢in kullanilan ELISA kiti, sandvi¢ ELISA
prensibine gore ¢alismaktadir (Sekil 3.4.).

C Substrat

Enzim Sinyal
HRP enzimi
konjuge antikor
' P\
Nivolumab
(Anti-PD-1)
Y s
Antijen " ‘~

Yakalama antikoru

Sekil 3.4. Sandvi¢ ELISA ile nivolumabin miktar tayininin sematik gdsterimi.

Onceden nivolumab reaktani ile kaplanmis ELISA plakalar1 (96-kuyucuklu

diiz zeminli immiino plaka) {izerine standart ¢ozeltiler (0-0,03-0,1-0,3-1 pg/mL) ve
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numuneler 100’er pL eklenerek oda sicakliginda karanlik ortamda 1 saat boyunca
inkiibe edildikten sonra 3 kez yikama ¢ozeltisi ile yikanmistir. Ardindan enzim (yaban
turbu peroksidazi, HRP) konjuge antikor eklenerek 30 dk inkiibasyon yapilip yeniden
3 kez yikama yapilmistir. Tetrametilbenzidin (TMB) kromojen substrat uygulamasini
takiben 10 dk inkiibasyon yapilmis ve reaksiyonun sonlandirilmasi amaciyla asidik
yapidaki durdurma ¢ozeltisi uygulanarak, optik yogunluk dl¢iimii (Optical Density,
OD) ELISA plaka okuyucu ile 450/650 nm dalga boyunda yapilmistir. Durdurma
¢Ozeltisi eklenmeden 6nce mavi renkte olan ¢ozeltiler ortamin asidiklesmesi ile sar1
renge doniigmektedir (Sekil 3.5.). Rengin yogunlugu, numune veya standart

¢oOzeltilerindeki nivolumab miktar1 ile orantilidir.

Durdurma ¢ozeltisi
ekleme

Sekil 3.5. ELISA analizinin son basamaginda pH’ya bagli gézlenen renk degisimi.

ELISA plaka okuyucu ile renklerin yogunluguna bagl olarak okunan optik
yogunluk degerleri ile dort parametreli lojistik (4PL) egrisi (sigmoidal sekilde) elde
edilmistir. ELISA gibi biyoanalizler genellikle yalnizca belirli bir konsantrasyon
arali§1 boyunca dogrusal oldugu i¢in kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in 4PL modeli

kullanilmas1 daha uygundur (193, 194).

3.24. Farkhh Geometrik Sekillerde PLGA Nanopartikiillerinin

Hazirlanmasi

Tez kapsaminda kiiresel, ¢cubuk (rod) ve eliptik disk olmak iizere ii¢ farkli
geometrik sekle sahip PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG nanopartikiil formiilasyonlarinin

gelistirilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda, ilk olarak kiiresel nanopartikiil iiretimi
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yapilmis olup, bu nanopartikiillerden hareketle ¢ubuk ve eliptik disk yapida farkl

sekle sahip nanopartikiillerin {iretimi gerceklestirilmistir.
Kiiresel Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Kiiresel nanopartikiiller, ¢ift emiilsifikasyon/¢oziicti buharlastirma yontemi
kullanilarak hazirlanmistir (72). Bu yontem sayesinde farkli ¢oziiniirliik 6zelligine
sahip iki etkin madde tek bir nanotasiyiciya enkapsiile edilebilmistir. Kiiresel
nanopartikiillerin hazirlanmasinda Tablo 3.2.’de belirtilen oran ve hacimlerde i¢ su

fazi, organik faz ve dis su fazlar1 hazirlanmistir.

Tablo 3.2. Cift emiilsifikasyon/¢oziicii buharlastirma yontemi ile bos veya kombine
etkin madde yiikli nanopartikiil tiretimi icin gerekli faz bilesimi ve

miktarlari.
Nanopartikiil Faz icerik Hacim
I¢ su fazi (S1) = PVA’nin ultra saf su igerisindeki % 2’lik ¢ozeltisi 750 pL
PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG (1,5:1,5:1 a/a/a)’in
Organik faz
B o diklorometan:aseton (1:1,5 h/h) igerisindeki 2,5mL
os
% 1’lik ¢ozeltisi
Dus su fau
s2) PVA’nin ultra saf su i¢erisindeki % 0,5’lik ¢ozeltisi 10 mL
PVA’nin ultra saf su igerisindeki ¢ozeltisi 650 uL
) ’
81 Nivolumabin PBS 7,4 tamponundaki Img/mL
Kombine stok ¢ozeltisi 100 uL
etkin madde PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG (1,5:1,5:1 a/a/a)’in 1 mL
yiiklii (0) diklorometan igerisindeki ¢ozeltisi
+
2 mg galunisertibin aseton igerisindeki ¢ozeltisi 1,5 mL
(52) PVA’nin ultra saf su i¢erisindeki % 0,5’lik ¢ozeltisi 10 mL

I¢ su fazi, manyetik karistiric1 {izerindeki organik faza eklendikten sonra buz
banyosunda ultrasonik prob yardimiyla homojenize edilmis ve bu sekilde su/yag
emiilsiyonu (primer emiilsiyon) olusturulmustur. Olusturulan bu emiilsiyon, manyetik
karistirici lizerinde dis su fazina eklendikten sonra buz banyosunda ultrasonik prob
yardimiyla homojenize edilmis ve nihai su/yag/su emiilsiyonu (sekonder emiilsiyon)

olusturulmustur (Sekil 3.6.).



53

£5 . s1/0 A R
’ & X Emiilsiyon S 2
/ 7
(1)
| % §—=3 .
- 5 Ultrasonik prob
s % 40 amplitit
0,5 puls, 1dk
B — h
-‘\'. J
ic su faz1 (31) Organik faz (O) Dis su fazi (S2)
‘ Ultrasonik prob
% 40 amplitut
0,5 puls, 2dk
- v
T Santrifiij .~ ¢ Solvanugurma =
o == % Oda sicakligi, 440 rpm —
3.3000 rem, 15°C 45 dk t-:;w\ . S $1/0/S2
& Emiilsiyonu

Sekil 3.6. Cift emiilsifikasyon/coziicii buharlastirma yontemi ile nanopartikiil
tiretiminin gematik gosterimi.

Elde edilen emiilsiyondaki organik fazin (aseton ve DCM) ugurulmasi
amaciyla, liretimin boyutuna gore belirlenen siire boyunca (2-4 sa) ¢eker ocak altinda
karigtirma islemi yapilmistir. Ucgucu ¢oOziiciilerin  buharlagtirilmasinin  ardindan
santrifiij islemi gerceklestirilmis ve siipernatan ayrilmistir. Santrifiij islemi 2 kez daha
ultra saf su ile tekrarlanarak PVA’nin, organik ¢oziicii kalintilarinin ve enkapsiile

olmayan etkin maddelerin uzaklastirilmasi saglanmistir (195).
Cubuk Seklindeki Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Cubuk seklindeki nanopartikiiller, kiireselden hareketle film germe teknigi ile
hazirlanmistir. Bu amagla, literatiirdeki film germe yontemi modifiye edilmistir (88,
89). Icerisinde nanopartikiilleri igeren PVA film (% 5 PVA) hazirlanmis ve uygun
boyutlu bir kaliba dokiilmiistiir. Kuruyan film (Sekil 3.7.), germe aparatina (tensile
grip) uygun olacak sekilde 3,7x7,5 cm o6lciilerinde kesilmistir. Modifiye yontemde,
tekstiir analiz cihazi kullanilmis ve germe islemi esnasinda ¢ift plakali 1sitict ile 1s1

uygulamasi yapilmistir (80).
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Sekil 3.7. Cubuk ve eliptik disk seklindeki nanopartikiillerin tiretiminde kullanilmak
iizere hazirlanan kiiresel nanopartikiil yiikli PVA film.

Cihaza yerlestirilen filme 3 dk boyunca 150 °C’ye ayarl 1sitic1 uygulamasi
sonrasi germe islemi gergeklestirilmistir. Filmin 1,6 kat gerildigi noktada germe islemi
sonlandirilmistir. Film, cihazdan alinarak manyetik karistirici iizerinde 5 mL ultra saf
suda ¢oziilmiis, nanopartikiillerin PVA ¢o6zeltisinden uzaklastirilmast i¢in 6000 rpm
18 °C kosullarinda 4 kez 20 dk santrifiij yapilarak nihai nanopartikiiller elde edilmistir
(88, 89).

Eliptik Disk Seklindeki Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Eliptik disk sekilli nanopartikiiller, ¢ubuk seklindeki nanopartikiillerle ayni
yontem kullanilarak iiretilmistir. iki seklin iiretimi arasindaki tek fark germe oranidr.
Eliptik disk seklindeki nanopartikiillerin tiretiminde, filmin 2,25 kat gerildigi noktada
germe islemi sonlandirilmistir. Film cihazdan alinarak manyetik karistirici tizerinde 5
mL ultra saf suda ¢oziilmiis, nanopartikiillerin PVA ¢ozeltisinden uzaklastirilmasi i¢in

18 °C 6000 rpm’de 4 kez 20 dk santrifiij yapilarak nihai nanopartikiiller elde edilmistir.
3.2.5. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Nanopartikiillerin karakterizasyonu kapsaminda partikiil boyutu, partikiil
boyutu dagilimi (polidispersite indeksi, PDI), zeta potansiyeli, morfolojik 6zellikler,
enkapsiilasyon etkinligi, termal Ozellikler ve in vitro salim oOzellikleri

degerlendirilmistir.



55

Partikiil Boyutu, Polidispersite Indeksi ve Zeta Potansiyeli

Etkin madde igermeyen kiiresel, ¢ubuk (rod) ve eliptik disk seklindeki
nanopartikiiller ve etkin madde yiiklii olan kiiresel nanopartikiillerin partikiil
blyiikliigi, dagilimlar1 (62) ve zeta potansiyelleri (196) dinamik 1s1k sagilim1 esasina
gore calisan Malvern Nano ZS cihazi ile dl¢iilmiistiir (Tablo 3.3.). Her formiilasyon

icin art arda {i¢ tekrarli 6l¢iim yapilmistir (n=3).

Tablo 3.3. Partikiil biiyiikliigii analizine iliskin ¢calisma kosullari.

Olciim sicaklig 25°C

Isik sacilim acist 90 °

Formiilasyonlarda kullanilan polimerin (PLGA) | 1,40

refraktif indeksi

Dispersiyon ortami Deiyonize su

Dispersiyon ortami refraktif indeksi 1,33

Kiivet DTS 1070 (folded capillary zeta cell)

Morfolojik Ozelliklerin Incelenmesi

Tez kapsaminda hazirlanan farkli  geometrik  sekillerdeki PLGA
nanopartikiillerinin morfolojik 6zellikleri transmisyon/gecirimli elektron mikroskobu
(TEM) ile incelenmistir. TEM analizi i¢in Lantan hekzaboriir (LaB6) elektron
tabancali, 20-120 kV araliginda hizlandirict voltaj altinda ¢alisan yiiksek kontrastli
gecirimli elektron mikroskobu (CTEM) ile Orta Dogu Teknik Universitesi Merkez
Laboratuvari’ndan hizmet alimi saglanarak calismalar gergeklestirilmistir. TEM
goriintiilemesinin caligma prensibi, bir elektron demetinin ultra ince numuneye
gonderilmesi ve numunenin i¢inden gegerken numune ile etkilesime girmesi esasina
dayanmaktadir (62). TEM analizi i¢in hazirlanan nanopartikiil dispersiyonlari, karbon

film kapli bakir 1zgaralar lizerine damlatilmis ve goriintiileme gergeklestirilmistir.
Enkapsiilasyon Etkinligi ve Yiikleme Kapasitesinin Degerlendirilmesi

Enkapsiilasyon etkinligi (EE) galunisertib ve nivolumab F(ab’), fragmani
yikli PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG nanopartikiilleri i¢in indirekt ydntemle
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degerlendirilmistir (197). Enkapsiilasyon etkinligi Formiil 3.3. kullanilarak

hesaplanmaktadir:

__ (Formiilasyona eklenen miktar — siipernatandaki miktar)

EE (%) =

x 100  (3.3)

Formiilasyona eklenen miktar

Galunisertib ve nivolumab F(ab’), fragmani yiiklii kiiresel nanopartikiiller ¢ift
emiilsifikasyon/¢oziicli buharlagtirma yontemi ile hazirlandiktan sonra, bu
partikiillerin bir boliimii ile gubuk ve eliptik disk seklindeki nanopartikiiller film germe
yontemi ile hazirlanmistir. Ardindan 8000 rpm 15 °C kosullarinda 45 dk santrifiij
yapilmistir. Santrifiij sonucunda elde edilen siipernatan hacimleri kaydedilmis ve
siipernatan 0,22 pm por agikligina sahip seliiloz asetat filtresinden siiziildiikten sonra
galunisertib icin siipernatan:DMSO (9:1 h/h) karigimi hazirlanarak HPLC analizi
gergeklestirilmis, gerekli hesaplamalar yapilmistir. Nivolumab F(ab’), fragmani i¢in
siipernatan kullanilarak onceden gelistirilen BCA yontemine goére miktar tayini
yapilmistir. Miktar tayininde siipernatan numunesi ile iki tekrarli olacak sekilde
calisilmis ve ELISA plaka okuyucu ile 562 nm’de okuma yapilmistir. Siipernatan i¢in
elde edilen absorbans degerlerinden blank absorbans degerleri ¢ikartilarak elde edilen
degerlerin ortalamasi alinip, kalibrasyon dogrusu ile bilinmeyen konsantrasyon degeri
hesaplanmistir. Ek olarak, enkapsiilasyon etkinlikleri belirlendikten sonra
nanopartikiiller liyofilize edilmis ve toplam kuru agirliklar belirlenerek yiikleme

kapasitesi (YK) degerleri de Formiil 3.4. kullanilarak hesaplanmistir:

YK (%) — [Formiilasyona eklenen miktar (mg)— siipernatandaki miktar(mg)] % 100 (34)

Liyofilize nanopartikil agirligi (mg)

Nanopartikiiller icin optimum sekle (kiiresel) karar verildikten sonra
konjugasyon c¢aligmalar1 yapilmistir. Konjuge nanopartikiiller i¢in enkapsiilasyon
etkinligi ve yiikleme kapasitesi ayrica hesaplanmistir. Her iki etkin madde i¢in de
indirekt Ol¢iim yontemi ile enkapsiilasyon etkinligi tayin edilmistir. Kiiresel
nanopartikiillerin liretimi sirasinda elde edilen siipernatan ve konjugasyon sonrasi elde
edilen siipernatanlar ayri viallerde toplanmistir. HPLC ve BCA analizi sonucuna goére

toplam yiiklenmeyen etkin madde miktar1 bulunmustur.
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Termal Ozelliklerin Incelenmesi

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG polimeri ile hazirlanan bos PLGA NP’lerin,
etkin madde yiiklii NP’lerin ve etkin maddelerin cams1 gecis sicakligi, faz gecis
sicakligl ve erime noktasi gibi termal 6zellikleri Diferansiyel Taramali Kalorimetre
(Differential Scanning Calorimeter, DSC) analizi ile belirlenmistir. Analiz, Oztiirk ve
arkadaslarinin ¢alismalarinda (198) kullandiklar1 yontem referans alinarak Hacettepe

Universitesi biinyesinde gergeklestirilmistir.

Tablo 3.4. DSC analiz kosullar1.

Cihaz Q-100 DSC
Atmosfer Azot (50 mL/dk)
Analiz baslangig ve bitis sicakliklar: 25-300 °C
Sicaklik yiikseltme ve sogutma hizi (ramp time) 10 °C/dk
Standart Aliiminyum pan

Nivolumabin ¢ozelti halinde temin edilmesi ve nanopartikiillerin ¢oktiirme
islemi sonrasi bir miktar dispersiyon ortami i¢ermesi sebebiyle numuneler, analiz
oncesi liyofilize edilmistir. Tablo 3.4.’te belirtilen kosullarda, liyofilize haldeki
numunelerden (Tablo 3.5.) 5 mg tartilarak aliiminyum 6rnek kabina yerlestirilmis ve

sicaklik kademeli olarak artirilmigtir.

Tablo 3.5. DSC analizi amaciyla hazirlanan numunelerin bilesimi.

Numune Bilesim

Galunisertib (kati toz) + nivolumab F(ab’), fragmani (liyofilize) 1:1 oraninda fiziksel
! karisimi

Galunisertib (kati toz) + nivolumab F(ab’), fragmani (liyofilize) + etkin madde yiiklii
2

olmayan PLGA nanopartikiil (liyofilize) 1:1:1 oraninda fiziksel karigimi

Galunisertib yiiklii nanopartikiil (liyofilize) + nivolumab F(ab’), fragmam yiiklii
3 nanopartikiil (liyofilize) 1:1 oraninda fiziksel karisimi

In Vitro Sahm Cahismasi

Nanopartikiiler —sistemlerin  {irtin ~ kalitesi, giivenligi ve etkinligini
degerlendirmede in vitro salim g¢alismalar1 anahtar bir rol oynamaktadir. Literatiir

incelendiginde, nanopartikiiler ilag¢ tasiyici sistemlerin in vitro salim profillerinin
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eldesi i¢in, li¢ adet yontemin mevcut oldugu gorilmiistiir. Bunlar; siirekli akis
(continuous flow), diyaliz membran ve tiip (sample and separate) yontemidir (199,
200). Tez kapsaminda salim yontemi secilirken dikkate alinan en 6nemli parametre,
numunelerin analiz edilebilecek konsantrasyonlarda etkin madde igermesi olarak
belirlenmistir. Nanopartikiile yliklenen nivolumab F(ab’), fragmaniin miktar tayini
yapilabilmesi icin diisiik hacimde caligilmas1 gerekmektedir. Bu sebeple salim
caligmalar tiip yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayni tiipten tekrarli numune
alinmasi sonucunda, ¢oklu santrifiij isleminin nanopartikiillerde agregasyona sebep
oldugu tespit edilmis olup (201), her zaman noktasi i¢in ayr1 santrifiij tiipi
kullanilmistir. Calismalar, fizyolojik pH’y1 temsil eden pH 7,4 ortami ve asidik timor
mikrogevresini temsil eden pH 6,8 ortami olmak iizere iki farkli ortamda ve sink

kosullarda gerceklestirilmistir (202, 203) (Tablo 3.6.).

Tablo 3.6. Salim deneylerine iliskin bilgiler.

Yontem Tiip (sample and separate)

Cihaz Yatay ¢alkalayicily, 1siticilt su banyosu
Salim ortami pH 6,8 ve 7,4 fosfat tamponu

Salim hacmi 0,5-0,75 veya 1,0 mL

Analiz siiresi 72 saat

Sicaklik 37+0,1 °C

Calkalama hizi 105 spm (stroke per minute)

Numune alim yontemi Santrifiij (13500 rpm, 20-25 °C, 30 dk)

Salim ¢alismasinda dnceden belirlenen zaman araliklarinda en son 72. saat
olmak {izere drnekler alinmig, bu 6rnekler salinan galunisertib miktar tayini i¢in valide
edilmis HPLC yontemi ile, saliman nivolumab miktar tayini belirlenmesinde ise,
fragmante antikor i¢in mikro BCA kiti, biitiin antikor i¢in ELISA kiti kullanilarak
analizler gergeklestirilmistir. Saliman madde miktarlarindan yola ¢ikilarak zamana

kars1 % kiimiilatif salim grafikleri elde edilmistir.

3.2.6. Farkli Geometrik Sekillerdeki Nanopartikiillerin Saghkh Hiicreler

Uzerindeki Toksisitesinin Degerlendirilmesi

Deney kapsaminda, nanopartikiiliin geometrik seklinin saglikli hiicrelerin

canlilig1 iizerindeki etkisi analiz edilmistir. Bu amagla, metil-tiyazol-tetrazolyum
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(MTT) yontemi kullanilarak etkin madde yiiklii olmayan (bos) nanopartikiillerin
sitotoksisite profilleri degerlendirilmistir. MTT testi, hiicrelerin metabolik
aktivitesinin degerlendirilmesine dayanan kolorimetrik bir testtir (204). Yontemin
calisma prensibi, mitokondriyal aktivite gosteren hiicrelerin (canli hiicreler), sari
renkli olan MTT (3,(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difenil tetrazolyum bromid) tuzunu
mor renkli formazan kristallerine doniistiirmesine dayanmaktadir. Boylece, canli hiicre
sayisindaki herhangi bir artis veya azalma, bir plaka okuyucu kullanilarak optik
yogunluga (OD) etki eden formazan konsantrasyonu olgiilerek tespit edilebilmektedir
(205). Hiicre canliliklar1 asagidaki  formiil (Formiil 3.5.) kullanilarak

hesaplanmaktadir:

Numunelerin ortalama optik yogunlugu

Canhlik (%) =

x 100 (3.5.)

Kontrol grubunun ortamala optik yogunlugu

Y 6ntem kapsaminda, fare fibroblast hiicreleri (L929) ile ¢alisilmistir. Besiyeri
i¢inde bulunan hiicreler, 2 x 10* hiicre/kuyu (50 pL) olacak sekilde 96 kuyulu plakalara
ekilmistir. Hiicreler, plakaya tutunmasi i¢in % 5 karbondioksit (COz) ve 37 °C
kosullarindaki inkiibatorde 24 saat bekletilmistir. Hiicrelerin plakaya tutunmasi ve
yeterli sayida olmasi sartt mikroskop ile teyit edildikten sonra 50 pL hacimdeki
kiiresel, cubuk ve eliptik disk sekilli nanopartikiil formiilasyonlart 10-25-50-100-250-
500 pg/mL olacak sekilde alt1 farkli konsantrasyonda kuyucuklara eklenmistir (n=4).
24 ve 48 saat inkiibasyonu takiben, hiicrelerin tizerine 25 pLL MTT eklenerek 4 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kuyulara 80 uL, % 45’lik dimetilformamid
(DMF) i¢inde ¢oziilmiis % 23’°liik SDS (pH 4,7) ¢ozeltisi eklenerek plakalar gece boyu
inkiibatorde bekletilmis ve bu sayede hiicrelerin olusturdugu formazon kristallerinin
parcalanmas1 saglanmistir. 12-15 saat sonunda plaka okuyucu ile spektrofotometrik
olarak 570 nm’de OD degerleri 6l¢iilmiis ve ii¢ farkli sekil i¢in % canlilik degerleri
hesaplanmistir (206). 24 ve 48 saat icin % canlilik sonuglar ikili gruplar halinde
(ktiresel-gubuk, kiiresel-eliptik disk, ¢ubuk-eliptik disk) Mann-Whitney U testi ile test
edilerek gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli farklilik (p degeri yorumlanarak)

olup olmadig1 Graphpad Prism 8 yazilimi kullanilarak tespit edilmistir.
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3.2.7. Farkh Sekillerdeki Nanopartikiillerin in Vitro Hiicre icine Alim
Deneyi

Bu c¢alismanin amaci, nanopartikiil seklinin A549 insan akciger kanser
hiicrelerine aliminda anlamli bir farka sebep olup olmadigini arastirmaktir. Deneyin
ilk asamasinda kiiresel, gubuk ve eliptik disk seklindeki nanopartikiiller PLGA/PLGA-
His/mPEG-PLGA-FKR560 polimeri kullanilarak 6nceden  gelistirilen  ¢ift
emiilsifikasyon/¢6ziicii  buharlagtirma ve film germe yontemleriyle, karanlik
kosullarda tiretilmistir. Partikiillerin iiretiminde kullanilan bir polimer (mPEG-PLGA-
FKR560) floresan boya isaretli oldugu i¢in hiicre i¢ine alim diizeyi, akim sitometri
analizi ile kantitatif olarak, floresan mikroskopisi ile kalitatif olarak tayin edilmistir.
Akim sitometri, ¢esitli hiicrelerin bir siispansiyon halinde lazer 1511 ile aydinlatilan
bir kanal boyunca tek tek ge¢mesi ve bu sirada biiyiikligli (Forward Scatter Chanel,
FSC) ve graniilaritesine (Side Scatter Chanel, SSC) gore siniflandirilmasini saglayarak
kantitatif 6l¢tim yapan bir sistemdir (207, 208).

Farkli sekilli nanopartikiillerin KHDAK hiicreleri tarafindan alimini
degerlendirmek igin A549-Luc? hiicreleri 24 kuyulu bir plakaya, her kuyuda 4 x 10°
hiicre/mL olacak sekilde ekilmis (floresan mikroskopisi i¢in 4 adet kuyunun tabanina
0zel cam plakalar eklenmistir) ve bir gece hiicrelerin plaka tabanina tutunmasi i¢in %
5 COz igeren 37 °C’ye ayarli inkiibatorde bekletilmistir. Numuneler akim sitometri
analizi i¢in 3 tekrarli (n=3), floresan mikroskopla inceleme i¢in tekrarsiz (n=1) olarak
calistlmugtir. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin genel durumu mikroskop ile kontrol
edilmistir. Onceden hazirlanan nanopartikiiller hiicre kiiltiirii ortaminda redisperse
edilerek, her kuyuya 200 pg/mL konsantrasyonda olacak sekilde uygulanmistir. Plaka,
8 saat inkiibasyona (% 5 CO: ve 37 °C kosullarinda) birakilmigtir.

Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir siipernatan1 uzaklastirilmis ve hiicreler
0,5’er mL hiicre yikama ¢6zeltisi ile yikanarak hiicre i¢ine girmeyen nanopartikiiller
ortamdan uzaklastirilmistir. Akim sitometri analizinde kullanilacak hiicreleri plaka
tabanindan kaldirmak amaciyla tripsinizasyon islemi yapilmistir. Elde edilen hiicre
siispansiyonlar1 yuvarlak tabanli cam tiiplere aktarilmistir. Santrifiij islemi i¢in tiiplere
I’er mL daha hiicre yikama c¢ozeltisi eklenip 1800 rpm, 25 °C kosullarinda 5 dk
santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatanlar uzaklastirilmis, ardindan hiicreleri

tiipiin tabanindan kaldirmak i¢in 1-2 sn vorteksleme islemi yapilmistir. Son olarak
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akim sitometri cihazinda okuma yapilmistir. Cihazin sahip oldugu uygulamada
partikiillerin en yiiksek absorbans verdigi verdigi kanal belirlenmis (PE-A) ve analizler
bu kanal aracili yapilmistir. Kontrol grubu ve farkli sekillerdeki nanopartikiillerin
analizi sirayla yapilmis ve sonuclar ortalama floresan yogunluk (Median Fluorescence
Intensity, MFI) cinsinden sayisal olarak ifade edilmistir. MFI degerleri, ImageJ Fiji
programi (Madison, ABD) ile hesaplanmustir.

Floresan mikroskop ile goriintiileme i¢in inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltiir
stipernatan1 uzaklastirilip kuyularin tabanina yerlestirilen cam plakalar ¢ikarilmstir.
Mikroskop ile gorlintiileme i¢in 1:1000 oraninda DAPI ¢ekirdek boyast (4',6-
diamidino-2-fenilindol dikloriir) igeren goriintiileme ortami [Gliserin:PBS tamponu
(pH 8,5-9), h/h 9:1], lam {izerine 2-3 damla damlatilarak kuyulardan ¢ikarilan yuvarlak
cam plakalar ortam damlatilmig lam iizerine yerlestirilmistir. Lamlar 16 saat karanlik
ortamda birakilmis ve hiicre c¢ekirdeklerinin boyanmasi saglanmistir. Ardindan

floresan mikroskop ile goriintiilleme yapilmistir.

3.2.8. Farklhi Geometrik Sekillerdeki Nanopartikiillerin Biyodagilim

Calismasi

Nanopartikiillerin boyut ve yiizey 6zelliklerine ek olarak, geometrik sekli de
kanda kalis siiresi, biyodagilim ve hiicre i¢ine alimi etkileyen 6nemli bir faktor olarak
tanmimlanmustir (79). In vivo calismalar, Kobay D.H.L. A.S.’den alman etik izin
kapsaminda (Protokol no: 354) yiiriitilmiistiir. Deney kapsaminda, nanopartikiiliin
geometrik seklinin tlimor gelistirilen CD-1 nude farelerde biyodagilima etkisi
incelenmistir. Bu amagcla, kiiresel, ¢ubuk ve eliptik disk olmak iizere ii¢ farkl sekilde
nanopartikiil formiilasyonu hazirlanmstir.

Deneyde kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri tiimér modeli gelistirilmesi
icin lusiferaz enzimi eksprese eden, A549 insan akciger adenokarsinom hiicre hatti
(A549-Luc2) tercih edilmistir (209). Calismalarda tiimor gelisimini takip etmek
amaciyla in vivo goriintileme sistemi (In vivo Imaging System, 1VIS) cihazi
kullanilmis ve tiimoér modeli gelistirilen hayvanlara lusiferin (potasyum tuzu) ¢ozeltisi
uygulanarak 1s1ma icin gerekli reaksiyon olusumu saglanmistir. Biyolojik ortamda
lusiferin, lusiferaz enzimi ile tepkimeye girerek okside olmakta ve sonucta

biyoliiminesans 1s1ma saglanmaktadir (Sekil 3.8.) (210).
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ATP + D-Lusiferin + 0, —="S€8Z " oysilusiferin + AMP + PP+ CO, + Isik

* ATP: Adenozin trifosfat, AMP: Adenozin monofosfat, PP, Pirofosfat

Sekil 3.8. Lusiferin ile biyoliiminesans 1s1ma reaksiyonu olusum mekanizmasi.

KHDAK ksenograft modeli, heterotopik (subkiitan enjeksiyon ile) veya
ortotopik olarak bagisiklig1 yetersiz hayvanlarda gelistirilebilmektedir. Akciger
kanserinin heterotopik olarak gelistirilmesi ve takip edilmesi kolay olmakla birlikte,
lenfatik veya metastatik yayilimin olmamasi nedeniyle kanserin dogal seyrini taklit
yetenegi ortotopik modellere kiyasla zayif kalmaktadir (209). Farkli sekillerdeki
nanopartikiillerin biyodagiliminin incelenmesi i¢in heterotopik KHDAK ksenograft
modeli kullanilmig, bu durumun sebebi alt bagliklarda deneysel verilerle desteklenerek
izah edilmistir.

Tez kapsaminda gelistirilecek KHDAK kanser modeli i¢in CD-1 nude fareler
tercih edilmistir. /n vivo deneyler icin ilk olarak insan A549-Luc2 hiicre hatt1 azot
tankindan alinarak 5-6 mL hiicre kiiltiirii ortam1 eklenmistir. Bu hiicre dispersiyonu
1800 rpm’de 20°C’de 5 dk santrifiij yapilarak siipernatan atilmis ve DMSO ortamdan
uzaklastirilmigtir. Hiicre iizerine taze hiicre kiiltiirii ortam1 [F-12K (Ham’s F12 w/o L-
Glutamine) + % 10 FBS + 8 pg/mL Blastisidin] eklenip T25 flaska ekim yapilmastir.
Yeterli inkiibasyon siiresinin sonunda % 80 sikisma (konfluent) oranina ulasan
hiicreler T75 flaska aktarilarak yeterli hiicre sayis1 elde edilmistir. Sonraki pasajlarda
ortam olarak % 10 oraninda (FBS) ve % [’lik penisilin/streptomisin iceren yiiksek
glukoz igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s besiyeri (high glucose Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, DMEM) kullanilmistir.

Ilk olarak, ortotopik ksenograft KHDAK kanser modeli gelistirilmesi igin
deneme amach bir adet CD-1 nude fareye 3 x 10° adet A549-Luc2 hiicre kuyruk
veninden intravendz enjeksiyon ile verilmis, diger bir fareye ise heterotopik KHDAK
kanser modeli gelistirilmesi igin sirt bdlgesinden subkiitan enjeksiyon ile 10 x 10° adet
A549-Luc? hiicresi, 10 uL matrijel (1 mg/mL) ile homojen karistirilarak verilmistir.
Enjeksiyon i¢in gerekli hiicre sayilarina literatiir incelemesi ile karar verilmistir (209,
211). Enjeksiyonu takip eden giinlerde hayvanlarin saghk durumu, yem ve su
ihtiyaclar takip edilmis ve onuncu giinde iki hayvana da intraperitoneal ksilazin —

ketamin kompleksi enjeksiyonunu takiben kuyruk veninden lusiferin ¢ozeltisi (6
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mg/kg) uygulanmistir. Tiimor olusumunu takip etmek amaciyla IVIS kullanilmas,

goriintiileme modu olarak biyoliiminesans tercih edilmistir (Sekil 3.9.).
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Sekil 3.9. A549-Luc2 hiicre enjeksiyonunu takiben onuncu giinde tiimor olusumu
takibi: A. Subkiitan hiicre hatt1 enjeksiyonu yapilan farede olusan tiimoriin
goriintiisii; B. Subkiitan hiicre hatt1 enjeksiyonu yapilan farede IVIS ile
tiimor olusumu takibi; C. Intravendz hiicre hatt1 enjeksiyonu yapilan farede
IVIS ile tiimor olusumu takibi.

Sekil 3.9.-C goriintiisii incelendiginde, kuyruk veninden A549 hiicrelerinin
enjeksiyonunu takiben 10. giinde ortotopik tiimor gelisimine dair olumlu bir bulguya
rastlanmamis olup, hiicrelerin bir kismmin kuyrukta tutulum gosterdigi tespit
edilmistir. Subkiitan enjeksiyon yapilan farede ise gozle goriiliir bir timor olusumu
mevcut olup biyoliiminesans goriintiilemede enjeksiyon bdlgesinden sinyal alinmstir.

Enjeksiyonu takiben 16. giinde goriintileme islemi aymi prosediir ile
tekrarlanmis olup, intravendz olarak hiicrelerin enjekte edilen farede akcigerde timor
olusumu gozlenmemis, subkiitan enjeksiyon yapilan farede ise tiimoriin dorsal flank
bolgesinde yasamaya ve gelismeye devam ettigi gozlenmistir. Kuyruk veninden
enjeksiyon ile kanser hiicrelerinin akcigere yerlesip timdr olusturulmasinin zor oldugu
tespit edilmis, literatlir incelemesi yapilarak KHDAK tliimdriiniin ortotopik olarak
gelistirilmesi igin intratorasik enjeksiyon denemesi yapilmistir. U¢ adet CD-1 nude

fareye enjeksiyon Oncesi diisiik doz ketamin/ksilazin enjeksiyonu yapilarak
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hayvanlarin enjeksiyon islemine hazirlanmasi saglandiktan sonra, sag gogiis kafesine
2 x 10° adet A549-Luc2 hiicresi enjekte edilmistir (209, 211). Hem enjeksiyon
bolgesinden baska organ ve dokulara yayilimin onlenmesi hem de icerigindeki
sitokinler sayesinde tiimoOr anjiyogenezini kolaylastirmasi amaciyla, hiicre ¢ozeltisi
4:3 (h/h) oraninda matrijel (1 mg/mL) ile karistirlmistir. Iki adet nude fare
enjeksiyonu takiben O6lmiis, diger fare ise yasamaya devam etmistir. Sonug olarak
hayvanlara torasik bolgeden standart sekilde enjeksiyon yapilamamakta, bu durumun
sebebi enjektor ignesinin giris agisinin ve viicut iginde enjeksiyonun yapilan bolgenin
her enjeksiyonda degismesi olarak belirlenmistir. Bu denemelerden yola ¢ikarak in
vivo biyodagilim deneyi i¢in tiimoriin heterotopik olarak gelistirilmesine karar
verilmistir.

Deney icin 6-8 haftalik, ortalama agirliklar1 24,3 g olan 11 adet CD-1 nude
(erkek) fareye 30 x 10° adet AS549-Luc2 hiicresi, 1:1 (h/h) oraninda matrijel ile
karistirildiktan sonra dorsal flank bolgesine subkiitan enjekte edilmistir (Sekil 3.10.).

Sekil 3.10. Tiimor olusturulmasi amaciyla farelere A549-Luc?2 hiicrelerinin subkiitan
enjeksiyonu.

Prosediirde 9 adet fare ile calisilacagi yazilmistir, ancak sonuglarin
karsilastirilabilir olmasi agisindan Kobay D.H.L. A.S.’den alinan etik izin kapsaminda
(Protokol no: 354) 2 adet fare daha prosediire eklenmistir ve bu farelerde de tiimor
gelistirildikten sonra nanopartikiil iiretiminde kullanilan polimer ¢ozeltisi intravendz
olarak enjekte edilmistir.

Timor gelisimini takip etmek amaciyla enjeksiyon sonrasi 14. giinde rastgele
secilen iki adet fare ile biyoliiminesans goriintiileme yapilmistir. Bunun i¢in ilk olarak
farelere 100’er pL ketamin/ksilazin enjeksiyonu yapilmis, ardindan 6 mg/kg dozda

lusiferin intravendz yolla enjekte edilmistir.
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Sekil 3.11. Heterotopik KHDAK tiimér modeli gelistirilen farelerin IVIS ile
goriintiilenmesi (enjeksiyon sonrasi 14. giin).

IVIS goriintiisii incelendiginde, tiimor olusumunun istenilen bolgede ve
boyutta (0,5 cm ¢apta) olustugu gozlenmektedir. Tiimdrlerin merkezindeki 1s1manin
yogunlugunun fazla olmasi (kirmizi renk bu anlama gelmektedir), oksijenle
beslenmesi en zor olan hiicrelerin dahi yasadigin1 gostermektedir (Sekil 3.11.). Bu
durum, in vivo deney sonuglarinin giivenilirligi i¢in biiylik 6nem arz etmektedir. Sonug
olarak, 11 adet nude fare nanopartikiil enjeksiyonuna uygun bulunmustur.

Tez kapsaminda in vivo goriintiileme amacgl kullanilan polimerlerden birisi
mPEG-PLGA-FKR560’tir. Bu polimerin 6zelligi, terminal kismina ekli olan floresan
boya (FKR560) sebebiyle belirli dalga boylarmnda 1s1ma yapabilmesidir. /n vivo
deneyler gergeklestirilmeden 6nce polimer ¢ozeltisi hazirlanip IVIS cihazinda okuma
yapilarak polimerin en yiiksek 1s1ma yaptig1 dalga boyu (580 nm) belirlenmistir.

Ik olarak kiiresel nanopartikiiller 100 mg PLGA/PLGA-His/mPEG-PLGA-
FKR560 (1,5:1,5:1, a/a) polimer karisimi ile 6nceden gelistirilen ve optimize edilen
cift emiilsifikasyon/¢6ziicii buharlastirma yontemi ile iiretilmis, ardindan partikiillerin
3/4’lik kismi gubuk ve eliptik disk seklindeki nanopartikiillerin {iretimi igin
ayrilmustir. Bu partikiiller boliim 3.2.4.’te anlatilan film germe yontemiyle liretilmistir.
Nanopartikiil tiretiminde kullanilan floresan boya sebebiyle tiim prosediirler giin 15181
ve oda 1s1gma asgari maruziyet olacak sekilde gerceklestirilmistir. Hazirlanan
partikiiller enjeksiyon Oncesi 18 mg polimer/mL konsantrasyonda olacak sekilde

serum fizyolojik ile resiispande edilmistir. Ayrica nanopartikiillerle ayni1
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konsantrasyonda PLGA/PLGA-His/mPEG-PLGA-FKR560 polimeri igeren bir ¢ozelti
hazirlanmistir (Tablo 3.7.).

Tablo 3.7. In vivo biyodagilim deney gruplari.

Uygulanan formiilasyon Gruplardaki CD-1 nude fare sayilar

mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG ¢ozeltisi
mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG KNP

mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG CNP
mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP

W W W N

Tiumor gelistirilen fareler, uygulanacak nanopartikiil sekillerine gore ii¢ gruba
(n=3) ayrilmistir. Sira ile dokuz adet nude fareye 18 mg/mL konsantrasyonda 100 uL
nanopartikiil enjeksiyonu, iki adet nude fareye (n=2) ise 18 mg/mL konsantrasyonda
100 pL polimer ¢ozeltisi enjeksiyonu kuyruk veninden yapilmistir. Farelere
nanopartikiil ve polimer ¢ozeltisi uygulamasini takiben 16. saatte agirlik kontrolii
yapilmis, timor gelisimi ile farelerin ortalama agirligi 23,75 g olarak Slgiilmiistiir

(Sekil 3.12.). Beklenilen sekilde farelerde agirlik azalmasi meydana gelmistir.

Sekil 3.12. CD-1 nude farenin sirtinda olusturulan timor (enjeksiyon sonrast 15. giin).

Fareler sakrifiye edildikten sonra, her gruptan bir adet farenin kalp, akciger,
karaciger, dalak, bobrekler, tiimor dokusu, kemik iligi ve beyinleri ¢ikarilarak serum
fizyolojik igerisinde bekletilmis ve plakaya dizilerek IVIS ile gorintiilemesi

yapilmistir.



67

3.2.9. Optimum Ozelliklere Sahip Nanopartikiil Seklinin Belirlenmesi

Ilgili deneysel calismalarin ardindan, farkli geometrik sekillerin birbirleri ile
kiyaslanmas1 amaciyla in vitro ve in vivo parametreler sistematiksel olarak
degerlendirilmis ve bir tablo olusturulmustur. Buradan hareketle segilen optimum

sekilli nanopartikiille ¢calismalara devam edilmistir.

3.2.10. A549 Hiicrelerinde Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptor (EGFR)

Ekspresyonunun Gosterilmesi

Bu ¢aligmanin amaci, literatiirde yiiksek oranda EGFR eksprese ettigi bilinen
A549 hiicrelerinin, ekspresyon oranini deneysel olarak gostermektir. Bu dogrultuda
akim sitometri analizi ile izotip antikor ve asil antikor i¢in iki tekrarli olacak sekilde
deneyler gerceklestirilmistir.

Deney i¢in gerekli hiicreler (yaklasik 6 x 10° hiicre) dort ayr1 yuvarlak tabanl
deney tiipline ekilmis ve her tiipe 2,5-3 mL hiicre yikama ¢ozeltisi eklenmesini takiben
tiipler, 1800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi silipernatan
uzaklastirilmistir. Yikama isleminin ardindan iki tiipe fikoeritrin (PE) konjuge anti-
EGFR antikoru, kalan iki tiipe PE konjuge IgG1 izotip kontrol antikoru eklenip 2-3 sn
vortekslenerek hiicrelerin antikorlarla homojen karigimi saglanmistir. Antikorlarin
hiicre ylizeyindeki reseptorlere tutunmasi i¢in deney tiipleri karanlik ortamda, 20
°C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde, reseptdrlere bagh
olmayan antikorlar1 ortamdan uzaklagtirmak igin tiiplere 2,5-3 mL hiicre yikama
cozeltisi eklenmesini takiben 1800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
siipernatan uzaklastirilmistir. Sira ile izotip ve anti-EGFR antikorunu igeren
numunelerin analizi, akim sitometri cihazi ile gergeklestirilmistir. Cihaz ii¢ adet lazere
sahiptir (Mavi, kirmizi ve viyole). Analizde tercih edilen antikorlara protein-pigment
kompleksi (fikoeritrin, PE) konjuge halde oldugu i¢in mavi lazer kullanilarak PE-A

kanalinda okumalar gerceklestirilmistir.
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3.2.11. Anti-EGFR Antikoru ile Konjugasyonun Gerceklestirilmesi,

Dogrulanmasi ve Konjuge Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Tez kapsaminda hedeflendirme ligandi olarak, dnceki asamalarda KHDAK
hiicre hattinda yiiksek derece eksprese edildigi dogrulanan EGF reseptoriine spesifik
baglanma 06zelligi bulunan anti-EGFR antikoru tercih edilmistir. Tiyoeter aracili
baglanma, kovalan konjugasyon ¢aligmalarinda siklikla tercih edilmektedir (212-215).
Bu konjugasyon yontemi, maleimit grubu tasiyan nanopartikiiller ile serbest tiyol
grubu tasiyan antikorlar arasinda veya serbest tiyol grubu tasiyan nanopartikiiller ile
maleimit grubu tasiyan antikorlar arasinda gerceklestirilebilmektedir (216, 217).
Tezde tercih edilen PLGA-PEG-Mal kopolimeri, terminal ucunda maleimit grubu
tagimasi sebebiyle, konjugasyonu yapilacak olan antikor iizerinde serbest tiyol grubu

olusturulmasi gerekmektedir (Sekil 3.13.).

Tl) (l)l L/\ p
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Sekil 3.13. PLGA-PEG-Maleimit kopolimer yapis.

Antikora Tiyol Grubunun Eklenmesi

Literatiir incelenerek, antikorun serbest primer amin grubunu (-NHb») tiyol
grubuna (-SH) doniistiirmek icin 2-iminotiyolan HCI reaktifi (6zel adiyla Traut’s
reaktifi) tercih edilmistir (Sekil 3.14.) (212, 213). Kimyasal reaksiyonun
gerceklesmesi i¢in ortamin bazik olmast (pH 8,0) ve reaksiyon sonucu olusan
stilthidril gruplarinin oksidasyonunu onlemek amacli etilendiamin tetraasetik asit

(EDTA) igermesi gerekmektedir (218).

e \\/ —=y¢ I,
— NH, H

Primer amin grubu Tiyol grubu olusumu

2-iminotiyolan (Traut reaktifi) " k
iceren antikor

Sekil 3.14. Antikor lizerindeki primer amin grubunun tiyol grubuna dontistiiriilmesi.
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Deney diizeneginin hazirlanmasi1 amaciyla, ilk olarak pH 7,4 tamponu
hazirlanmis ve tamponun pH’si, 0,01 M NaOH c¢ozeltisi ile 8,0’e ayarlanmustir.
Tampona 2 mM EDTA eklenerek tiyolasyon i¢in gerekli ortam hazir hale getirilmistir.
Tiyolleme amaciyla kullanilan 0,5 mg 2-iminotiyolan HCI, 0,2 mL pH 8,0 tamponu
icerisinde ¢Oziilmiistiir. Traut’s ¢ozeltisi tizerine 6 mg/mL anti-EGFR ¢ozeltisinden 50
L eklenmis, manyetik karistirict tlizerinde 330 rpm, 25 °C kosullarinda 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 30 kDa filtreli tiipler kullanilarak

Traut’s reaktifinin fazlas1 ortamdan uzaklastirilmistir.
Nanopartikiillere Tiyole Antikorun Konjugasyonu

[lk olarak ¢ift emiilsifikasyon/¢éziicii buharlastirma yontemiyle PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-Mal (1,5:1,5:1, a/a/a) polimerleri kullanilarak bos kiiresel PLGA
nanopartikiilleri hazirlanmistir. Organik ¢6ziiclisii uzaklastirilan nanopartikiil
dispersiyonu 13000 rpm, 18 °C kosullarinda 45 dk santrifiijlenmistir. Hafif asidik
ortamda tiyol grubu ve maleimit grubunun reaksiyon vermesi sonucu tiyoeter bagi

olusarak kimyasal konjugasyon saglandigi bilinmektedir (Sekil 3.15.) (212).

0 /'O
uﬁ \\(/ Ks pH 6.5-7.5 \\(/ jt;i\/ j:‘N}w
O_/ 0 4 H H—m  » _u S

Maleimit grubu Tiyol grubu Antikor ve nanopartikiil
tasiyan nanopartikiil iceren antikor arasinda olusan tiyoeter bag

Sekil 3.15. Nanopartikiillere tiyole antikor konjugasyonunun sematik gosterimi.

Reaksiyonun olusumu i¢in gerekli ortam 0,1 M NaHPO4 iceren fosfat
tamponu ile hazirlanmig, tamponun pH’s1 0,01 M HCl ile 7,2’ye ayarlanmis ve son
olarak tampona 2 mM EDTA eklenmistir. Santrifiij sonras1 elde edilen bir seri
nanopartikiiliin yarist (12,5 mg polimer igeren), pH 7,2 tamponu ile 2mM EDTA
iceren) redisperse edildikten sonra iizerine tiyole antikor ¢ozeltisi eklenmis ve
manyetik karigtirict tizerinde 25 °C oda sicakliginda 45 dk karistirma yapilarak
konjugasyonun olusmasi saglanmistir (219). Uretilen partikiillerin kalan yarisi, BCA
analizinde kiyaslanabilir sonuclar elde edilebilmesi ac¢isindan konjuge edilen

partikiillerle ayni tamponlarla ayni kosullarda muamele edilmistir. Inkiibasyon
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sonrasinda nanopartikiiller 30 kDa filtreli tiiplerden 6000 rpm, 18 °C kosullarinda 15
dk santrifiij edilerek slipernatanlar uzaklastirilmistir, bu sayede konjuge olmayan anti-
EGFR ortamdan uzaklastirilmistir.

Fragmante nivolumabdan biitiin antikora gecis sonrasi gerceklestirilen
karakterizasyon ¢aligmalarinda yilikleme etkinligi degerleri benzer bulunmus ancak
etkin madde saliminda diisme (p<0,05) gozlenmistir. Literatiir taramasi sonucu
salimin  hizlandirilmasi  amaciyla  nanopartikiillerin  ylizeyine  nivolumab
adsorpsiyonunun yapilmasina karar verilmistir (220). Denemeler sonucunda 100 pg
nivolumab nanopartikiillerin i¢in yontem 3.2.4.’te belirtildigi sekilde i¢ su fazina
yiiklenmis ve konjugasyon islemi yapildiktan sonra siipernatan uzaklastirilmadan 0,01
M NaOH ile ortamin pH’s1 8,0’e (nivolumabin yiik tasimadig1 pH (221)) getirilmistir.
Nanopartikiil dispersiyonuna 100 pg nivolumab eklenerek 2 saat 25 °C’de 220 rpm’de
manyetik karistiricida karistirma yapilmis ve takibinde 14 saat 4 °C derecede
buzdolabinda inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, adsorbe
olmayan nivolumab ve konjuge olmayan Anti-EGFR’1 ortamdan uzaklastirmak
amaciyla 11000 rpm, 4 °C kosullarinda 45 dk santrifiij islemi gerceklestirilmistir.
Nihai formiilasyon i¢in karakterizasyon ¢aligmalar1 gerceklestirilmis ve deney

sonuclar1 bulgular 4.10.2. basliginda verilmistir.
Konjugasyonun Dogrulanmasi

Konjugasyonun dogrulanmasi i¢in BCA analiz kiti tercih edilmistir. Bolim
3.2.3.’te bahsedildigi sekilde BSA standart ¢o6zeltileri ile kalibrasyon dogrusu
olusturulmus ve konjuge olmayan anti-EGFR’nin miktar tayininde bu denklem
kullanilmistir.

Stipernatanlar, standart ¢ozeltiler ve blank (kor) ¢ozeltisi 2 tekrarli olacak
sekilde 96 kuyulu diiz tabanli mikroplakaya 100’er uL olacak sekilde uygulanmistir.
Ardindan hizla 100’er pL BCA belirteci her kuyuya eklenmis ve plaka 37 °C’de 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi farkli kuyucuklarda farkli yogunlukta
mor renk olusumu gozlenmistir. ELISA plaka okuyucu ile 562 nm’de okuma yapilarak
numuneler i¢in absorbans degerleri elde edilmistir. BCA testi ile, siipernatanda kalan
(konjuge olmamis) antikor miktar1 tayin edildikten sonra, konjugasyon etkinligi

Formiil 3.6. kullanilarak hesaplanmistir:
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Y ) (Eklenen antikor miktari—Siipernatandaki miktar)
0

Konjugasyon etkinligi ( x100 (3.6.)

Eklenen antikor miktari

Konjuge Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Konjuge nanopartikiiller, konjuge olmayan nanopartikiillerle ayn1 yontemlerle
karakterize edilmistir. Hedefleme ligand1 konjuge edilmis PLGA nanopartikiillerinin
morfolojik 6zellikleri, taramali elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope,
SEM) ile incelenmistir. Goriintiilleme, Quanta 400F Field Emission SEM cihazi ile
Orta Dogu Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari’ndan hizmet alimi saglanarak
gerceklestirilmistir.  Bu  analizde numuneden yayilan ikincil elektronlar
nanopartikiillerin yiizey 6zellikleri hakkinda bilgi saglamaktadir. Nanopartikiillerin
analiz i¢in kuru toz halinde olmasi gerekmektedir. Bu nedenle ultra saf su igindeki
nanopartikiil dispersiyonlar1 vakumlu etiiv ile kurutma yapilarak kuru toz haline
getirilmistir. Nanopartikiiller iki tarafi yapiskanli bir bant araciligiyla 6rnek kabina
(metal levha) yerlestirildikten sonra plskiirterek kaplama yontemiyle altinla
kaplanmistir. Ardindan, hazirlanan numune ince bir elektron 1siniyla taranarak analiz
edilmis (100000x biiytitme orani ile) hem sekil hem de yiizey 6zellikleri hakkinda bilgi
edinilmistir (62).

Enkapsiilasyon etkinligini degerlendirmek amaciyla, kiiresel nanopartikiillerin
iiretimi sonrasi elde edilen siipernatan ve takibinde konjugasyon c¢aligmalar1 sonrasi
elde edilen siipernatanlar ile BCA/ELISA ve HPLC analizi gergeklestirilmistir. Yiikli
olmayan etkin madde miktari, iiretim baslangicinda ortama eklenen etkin madde
miktarindan ¢ikarilarak % enkapsiilasyon etkinligi hesaplanmistir. /n vitro salim
analizi konjuge olmayan nanopartikiillerle gere¢ ve yontem bolimii 3.2.5.te
anlatildigr sekilde ayni yontemle gerceklestirilmig, sonuglar bolim 4.10.2.°de

verilmigtir.
3.2.12. In Vitro Sitotoksisite Calismalari

Anti-EGFR antikorunun ilag¢ tasiyici sistem formiilasyonundaki asil amaci
hedeflendirme ligandi olarak rol oynamasidir. Ancak, bu fonksiyonuna ek olarak EGF
reseptor yolagi lizerinden antikanser etkisi de arastirilmistir. Bu amagla insan KHDAK

hiicre hattinda sitotoksisite deneyleri gerceklestirilmistir.
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Bu kapsamda; anti-EGFR ¢ozeltisi, konjugasyon yapilmamis etkin madde
icermeyen kiiresel nanopartikiiller (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP) ve anti-
EGFR ile konjugasyon yapilmis etkin madde icermeyen kiiresel nanopartikiiller
(PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP) hazirlanmistir. Bu  gruplarin
hiicreler iizerine toksisitesi 24, 48 ve 72 saatlik ii¢ farkli zaman noktasi igin test
edilmistir. Sitotoksisite deneyi MTT yontemi kullanilarak gerceklestirilmis olup,
deneye iligkin ayrintili bilgilendirme boliim 3.2.6. basliginda yapilmaistir.

Yontem kapsaminda, A549-Luc2 hiicre hatt1 ile calisilmistir. Besiyeri i¢inde
bulunan hiicreler, kuyu basma 50 pL olacak sekilde (10.000 hiicre/kuyu) 96 kuyulu
diiz tabanl plakalara ekilmistir. Hiicreler, plakaya tutunmasi i¢in % 5 CO; ve 37 °C
kosullarindaki inkiibatorde 24 saat bekletilmistir. Hiicrelerin deney i¢in uygun
kosullarda oldugu mikroskop ile teyit edildikten sonra, hiicre kiiltiirii ortaminda
redisperse edilen 50 pL hacimdeki hedefleme ligandi konjuge olan veya olmayan bos
nanopartikiil formiilasyonlar1 ve anti-EGFR c¢ozeltileri 1,5-500 pg/mL olacak sekilde
dokuz farkli konsantrasyonda kuyucuklara eklenmistir. Her konsantrasyon i¢in dort
tekrarli (n=4) ¢alisilmistir. 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu takiben, hiicrelerin iizerine
25 uL MTT eklenerek 4 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 kuyulara 80 pL, %
45’lik DMF c¢ozeltisi iginde ¢oziilmiis % 23’lilkk SDS (pH 4,7) cozeltisi eklenerek
plakalar gece boyu inkiibatorde bekletilmistir. 12-15 saat sonunda plaka okuyucu ile
spektrofotometrik olarak 570 nm’de absorbans degerleri Olgiilmiis ve % canlilik

degerleri hesaplanmistir (206).

3.2.13. PD-1 ve TGF-p Inhibisyonunun T Hiicre Immiin Yamtlarina Olan

Etkisinin Degerlendirilmesi

Calismalarda kullanilacak hiicre tipi periferik kan mononiikleer hiicreleri
(PKMH) oldugu i¢in deneyler Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurul izni kapsaminda (Onay numarasi: GO 19/298) saglikli goniillii
insanlardan alinan kan 6rnekleri izerinde gerceklestirilmistir. Deneylerde kullanilacak
boncuk temelli analiz kitlerinin (bead-based multiplex assay) yiiksek maliyetli olmasi,
incelenecek deney grubu say1sinin yliksek olmasi (6 grup:
Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR = ¢ozeltisi, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N
KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP, = PLGA/PLGA-
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His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP, serum fizyolojik, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG
KNP) ve deney tekrar1 imkan1 bulunmamasi sebebiyle én denemeler yapilmistir. On
denemeler icin etkin maddeler ¢ozelti halinde, konjuge bos nanopartikiiller ve etkin
madde yukli polimerik nanopartikiillerin  PKMH canliliklar1 iizerine etkileri
incelenmis ve optimum (PKMH’ye toksik etki géstermeyen) polimer ve etkin madde

konsantrasyonlari tespit edilmistir.
PKMH Canhlik Deneyi

Etik izin dogrultusunda saglikli goniilliilerden alinan kan numuneleri PBS
tamponu (1X) ile seyreltilip, iizerine 1:1 (h/h) oranda fikol (1,077 g/mL) eklenmistir.
25 dk 400 g kosullarinda santrifiij yapildiktan sonra, PKMH toplanmis ve hiicre sayimi1
yapilmistir (Sekil 3.16.).

Diliie kan Hozne
numunesi santrifilj .
[ PKMH (Lenfosit, monosit) "/]\‘
[ \
Saglikh géniilliiden Ficoll

kan alma
Kirmizi kan hiicreleri
(granilosit, eritrosit)

Sekil 3.16. Kan numunesinden PKMH izolasyonunun sematik gosterimi.

RPMI 1640 + % 10 FBS besiyeri i¢inde bulunan hiicreler, kuyu basia 100 pL
olacak sekilde (100.000 hiicre/kuyu) 96 kuyulu yuvarlak tabanli plakalara ekilmistir.
0,1 puL anti-CD3/28 boncuklari, uyarim i¢in ortama eklenmis ve % 5 CO2 ve 37 °C
kosullarindaki inkiibatdrde 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, hiicrelerin deneye uygunluk
durumlar1 mikroskopla gozlenmistir. Hiicre kiiltlirii ortaminda redisperse edilen 100
uL hacimdeki konjuge bos nanopartikiil, galunisertib ¢ozeltisi, fragmante nivolumab
¢oOzeltisi ve fragmante nivolumab yiiklii konjuge nanopartikiil formiilasyonlar ¢esitli
konsantrasyonlarda kuyucuklara ii¢ tekrarli (n=3) olacak sekilde eklenmistir. On
denemeler icin 24, 48 ve 72 saat; nihai in vitro ve in vivo deneyler i¢in 72 saat

inkiibasyonu takiben her kuyuya 2 pL propidyum iyodiir (PI) ¢ozeltisi eklenmistir
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(222). Kullanilan boyanin (PI) ¢alisma mekanizmast membran biitiinliigii bozulmus
olan hiicre igine girerek 151ma yapmasi esasina dayanmaktadir. Dolayisiyla % canlilik
azaldikca 151ma miktar1 artacaktir (223). Akim sitometri cihazinda numuneleri analiz
edebilmek icin ¢esitli kapilar (gate) acilmaktadir. Bu kapilarda hiicreler, biiyiikliikleri
ve graniilaritelerine gore siralanmaktadir. Olii hiicrelerin bulundugu alan canl

hiicrelerden farkli olmaktadir (222).
CD3/CD28 Uyarimi ve T Hiicre Proliferasyonunun Optimizasyonu

Saglikl1 géniilliilerden elde edilen PKMH’ler 10° hiicre/100 uL olacak sekilde
PBS (1X) tamponu igerisinde siispanse edilip, iizerine eFluor670 proliferasyon boyasi
(5 uM) eklenmistir. Hiicreler, oda sicakliginda, karanlik kosullarda 15 dakika inkiibe
edildikten sonra, 1-2 mL FBS i¢ceren RPMI 1640 hiicre besiyeri eklenerek 1800 rpm 5
dakika santrifiij edilmis ve boyanin fazlasi ortamdan uzaklastirilmistir. Siipernatan
atildiktan sonra PKMH, FBS iceren RPMI 1640 besiyerinde siispanse edilmis ve 200
uL icerisinde 100.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyulu yuvarlak tabanli plakalara
ekilmistir. Anti-CD3/28 boncuklarinin miktar1 6nceden yapilan deneylerle test
edilmis, 0,05 uL, 0,1 uL ve 0,2 uL ve boncuk PKMH’ye uygulanmis, 72 saat inkiibe
edilmis ve 0,1 pL uyarim i¢in ideal bulunmustur. T hiicrelere sabit bir sekilde birinci
ve ikinci sinyalin saglanabilmesi i¢in 0,1 pL. Anti-CD3/28 ticari boncuklarindan
eklenmis, % 5 CO; ve 37 °C kosullarindaki inkiibatorde 24 saat bekletilmistir. Hiicre
kiiltiirii ortaminda redisperse edilen 100 pL hacimdeki nivolumab ¢ozeltisi (10 pg/mL)
ve nivolumab (biitiin) yilikli konjuge nanopartikiil (10 pg/mL nivolumab igeren)
kuyucuklara ii¢ tekrarli olacak sekilde eklenmistir. 72 saat inkiibasyon siiresinin
sonunda eFluor670 boyasinin diliisyonuna gore T hiicre proliferasyon yiizdeleri akim
sitometride belirlenmistir. Deney sonuglarinda fragman antikorla immiin yanitta
istenen cevap alimamadigi (Sekil 4.44.) i¢in ek deney (PD-1 bloklama deneyi)

planlanmustir.
PD-1 Bloklama Deneyi

Nivolumab, T hiicreleri ylizeyindeki PD-1 reseptoriinii bloke ederek bagisik
yanitin artmasini saglamaktadir. Dolayisiyla, PD-1 bloklama deneyinin yapilma

amaci, kullanilan antikorun (nivolumab) biitiin veya fragman formlarinin calisir
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durumda olup olmadigini tespit etmektir. Deneyin yapilisinda, RPMI 1640 + % 10
FBS besiyeri i¢inde bulunan PKMH kuyu basma 100 pL olacak sekilde 96 kuyulu
yuvarlak tabanl plakalara ekilmis ve 0,1 pL anti-CD3/28 boncuklar ile % 5 CO; ve
37 °C kosullarinda 24 saatlik inkiibasyon ile uyarim saglanmistir (172). Uyarilmis
PKMH’ye 100 pL hacimde fragmante ve biitiin nivolumab (10 pg/mL) eklenmis ve
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Kontrol grubu olarak CD3 uyarim1 yapilan PKMH
kullamlmistir. Inkiibasyon sonrasi akim sitometri tiiplerine alinan hiicrelere
allofikosiyanin (APC) konjuge anti-insan PD-1 antikoru eklenmis ve 25 dk oda
sicakliginda, karanlik  kosullarda  beklenmistir.  Baglanmayan  antikorun
uzaklastirilmasi icin hiicreler 1 mL hiicre yikama ¢ozeltisi ile yikanmig ve 1800
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Son olarak, hiicreler 150 puL hiicre yikama
cozeltisi icinde yeniden siispanse edilmis ve nivolumabin biitlin ve fragmante
formunun CD3+ T hiicrelerinin yiizeyindeki PD-1’i bloklama kapasiteleri akim
sitometrisi ile degerlendirilmistir (224). Nivolumabin PD-1 blokaj etkinliginin yiiksek
oldugu durumlarda, APC-konjuge antikorun T hiicre yiizeyindeki PD-1 reseptoriine
baglanma miktar1 az olacak, dolayisiyla akim sitometride Olciilen sinyalin siddeti de
zay1f olacaktir. Bu prensibe dayanarak yapilan dl¢timler sonucunda Sekil 4.45.teki
grafik elde edilmistir.

Deney sonucunda fragmante nivolumabin PD-1 blokaji yapmadig1 tespit
edilmis, PD-1 bloklama deneyi biitiin antikorun nanopartikiile yiiklenmesi ile
tekrarlanmistir. Yukarida bahsedildigi gibi PKMH Anti-CD3/28 boncuklar ile
uyarildiktan sonra hiicre kiiltiirli ortaminda redisperse edilen 100 pL hacimdeki
PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-N KNP ve
nivolumab ¢o6zeltisi (10 pg/mL) kuyucuklara ii¢ tekrarli olacak sekilde eklenmistir. 24
saat inkiibasyonu takiben CD3+ T hiicrelerin yilizeyindeki PD-1’1 bloklama
kapasiteleri akim sitometrisi ile degerlendirilmistir (224). Bu prensibe dayanarak

yapilan dl¢iimler sonucunda Sekil 4.46.”daki grafik elde edilmistir.
T Hiicre Proliferasyon Deneyi

Nivolumabin PD-1’1 bloke etmesi sonucu T hiicre proliferasyonunda artis
olmast beklenmektedir (225). Bu deney nivolumabin tek basina ve nanopartikiile

yiiklii halde T hiicrelerin ¢ogalmasi iizerine olumlu etki gosterip gostermediginin
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incelenmesi amaciyla yapilmustir. Saglikli géniilliilerden izole elde edilen PKMH, 10°
hiicre/100 pL olacak sekilde PBS (1X) tamponu igerisinde siispanse edilip, iizerine
karboksifloresein siiksinimidil ester (CFSE) proliferasyon boyasi (5 uM) eklenmistir.
Hiicreler, oda sicakliginda, karanlik kosullarda 15 dakika inkiibe edildikten sonra, 1-2
mL FBS iceren RPMI 1640 hiicre besiyeri eklenerek 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmis ve boyanin fazlasi ortamdan uzaklastirilmistir. Siipernatan atildiktan sonra
PKMH, FBS iceren RPMI 1640 besiyerinde siispanse edilmis ve 100 pL icerisinde
100.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyulu yuvarlak tabanli plakalara ekilmis ve 0,1 pL
Anti-CD3/28 boncuklart ile % 5 CO; ve 37 °C kosullarinda 24 saatlik inkiibasyon ile
uyarim saglanmistir. Hiicre kiiltiirii ortaminda redisperse edilen 100 pL hacimdeki
PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-N KNP ve
nivolumab ¢o6zeltisi (10 pg/mL) kuyucuklara ii¢ tekrarli olacak sekilde eklenmistir. 72
saat inkiibasyon siiresinin sonunda CFSE boyasinin diliisyonuna gore T hiicre
proliferasyon ylizdeleri akim sitometride belirlenmistir (222). Hiicreler cogaldik¢a bu
boyanin konsantrasyonu azalacaktir (226). Bu durumda akim sitometri analizinde
gozlenen pikler sola dogru kaymaya baslayacaktir. Cogalmayan hiicre pikleri (d0)
“harici” secilip kalan pikler (d1, d2, d3...) dikkate alinarak T hiicrelerin ne kadar
cogaldig1 tespit edilmistir (Sekil 3.17.) (227).
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Sekil 3.17. T hiicre proliferasyonu 6l¢iim prensibinin sematik gosterimi (227).



77

PKMH Canhhk Deneyi (in Vivo Gruplar icin)

Bu deneyin yapilma amaci, in vivo deneylerde farelere uygulanacak olan tiim
¢Ozelti ve nanoformiilasyonlarin PKMH canlilig1 {izerine olumsuz bir etki olusturup
olusturmadiginin belirlenmesidir. Boliim 3.2.13. “PKMH Canlilik Deneyi” basliginda
belirtildigi sekilde izole edilen PKMH, kuyu basina 100 pL olacak sekilde (100.000
hiicre/kuyu) 96 kuyulu yuvarlak tabanli plakalara ekilmis ve 0,1 pL Anti-CD3/28
boncuklari ile uyartmi saglanmistir. /n vivo deneylerde ¢alisilan her grup, 6ncelikle in
vitro kosullarda test edilmistir. Hiicre kiiltiirii ortaminda redisperse edilen 100 pL
hacimdeki ila¢ ¢ozeltisi (Nivolumab-+galunisertib+anti-EGFR), hedefsiz kombine
etkin madde yiiklii NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP), hedefli kombine
etkin madde yiiklii NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP), hedefli
bos NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP), serum fizyolojik (kontrol
grubu, gri), hedefsiz bos NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP) kuyucuklara ii¢
tekrarli olacak sekilde eklenmistir. Deney gruplarinin 72 saat inkiibasyonu sonunda

kuyulara 2 pL PI ¢ozeltisi eklenmistir ve akim sitometrisi ile analiz edilmistir (222).
T Hiicre Proliferasyon Deneyi (in Vivo Gruplar icin)

Daha 6nceki asamada gerceklestirilen T hiicre proliferasyon deneyi ile etkin
nivolumab dozu tespit edilmis, nivolumab yiiklii nanopartikiillerin T hiicre
proliferasyonunu artirdig tespit edilmistir. /n vivo deneylerde calisilacak olan her grup
oncelikle in vitro olarak hiicre kiiltiirii kosullarda test edilmistir. Boliim 3.2.13. “T
Hiicre Proliferasyon Deneyi” basliginda anlatildigi sekilde PKMH, CFSE boyasi ile
isaretlenmis ve CD3/CD28 boncuklart ile uyarilmistir. Hiicre kiiltiirii ortaminda
redisperse edilen 100 pL hacimdeki ilag ¢ozeltisi (Nivolumab+galunisertib+anti-
EGFR), hedefsiz kombine etkin madde yiiklii NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-
N KNP), hedefli kombine etkin madde ytiklii NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-
EGFR-G-N KNP), hedefli bog NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP),
serum fizyolojik (kontrol grubu, gri), hedefsiz bog NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG
KNP) kuyucuklara ii¢ tekrarl olacak sekilde eklenmistir. 72 saat inkiibasyon siiresinin
sonunda CFSE boyasmin diliisyonuna gore T hiicre proliferasyon yiizdeleri akim
sitometride belirlenmistir. T hiicre proliferasyon deneyinden elde edilen

stipernatanlarin bir kismi1 CD8/NK ve yardimer T hiicre sitokin panellerini igeren
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boncuk temelli kitler ile ¢esitli interlokinler, Tiimor Nekroz Faktorii-a (TNF-a), IFN-
v gibi sitokinlerin analizinde kullanilmistir (Sekil 4.50.).

Insan CD8/NK Boncuk Temelli Coklu Analiz Kiti ile Sitokinlerin Analizi

Bu deney, farelerden alinan doku 6rneklerindeki cesitli sitokinler ile tedavi
etkinligi arasindaki iligkinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Kullanilan kit, boncuk
(bead) temelli bir multipleks testtir. Boncuklar sayesinde sitokinler akim sitometride
hiicre boyutuna ulasarak goriiniir hale gelmektedir. Bu analizde kiigiik (A) ve biiyiik
(B) boyutlu iki set boncuk kullanilmaktadir. Her bir boncuk farkli bir analite spesifik
baglanmaktadir. Ornegin, A3 IL-17A’ya spesifik baglanirken, A7 IL-6’ya spesifik
baglanmakta, B4 IFN-y’ya spesifik baglanirken, B5 granzim A’ya spesifik
baglanmaktadir. Kit, sandvi¢ ELISA prensibine (boncuk-analit-tespit antikoru)
dayanmaktadir. Deney prosediirii asagidaki adimlarla 6zetlenmistir (Sekil 3.18.), bu

prosediir in vivo numuneler i¢in de ayni sekilde tekrarlanmistir.
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Sekil 3.18. CD8/NK boncuk temelli ELISA kit prosediirii sematik gosterimi.

Sekil 3.18.’de 6zetlenen ELISA analizine iliskin detaylar asagida yer almaktadir:
In vitro numuneler kitin kalibrasyon araligina girmesi amaciyla analiz tamponu
ile 1:5 seyreltilmistir. /n vivo numunelere herhangi bir seyreltme islemi

uygulanmamugtir. Kitin i¢inde bulunan stok ¢ozeltisinden hareketle C1-C7 standartlari
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2,4-9,8-39,1-156,3-625-2500 - 10000 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanmistir.
Analizde numune veya standartlar kuyucuklara ikiser tekrarli olarak eklenmistir (n=2).
Sekil 3.18.’de belirtilen asamalar sonunda sonuglarin okunmasi amaciyla klasik
ELISA analizlerinden farkli olarak plaka okuyucu yerine akim sitometri cihazi ile
tayin yapilmistir. Boncuklarin boyut ve i¢ floresan yogunluklarina gore farklh
alanlarda sinyal vermesi sebebiyle analite 6zgii popiilasyonlar ayr1 ayri tespit edilmis
ve floresan sinyalleri kaydedilmistir. Akim sitometriden elde edilen degerlerin anlamli
sayisal degerlere doniistiiriilebilmesi (Sekil 4.50. ve 4.51.) amaciyla kitin temin

edildigi Biolegend markasina iligkin veri analizi yazilim programi kullanilmigtir (228).
3.2.14. Tiimor Modelinin Gelistirilmesi ve Tiimoriin Degerlendirilmesi

Mevcut preklinik modeller insan hastaliklarinin altinda yatan fizyolojik
ve/veya patolojik mekanizmalar1 tam olarak yansitmamaktadir. Tiimor biyolojisi ¢ok
karmagik oldugu i¢in bir fare kanser modeli ile bu ortamin taklit edilmesi ¢ok zordur
(229). Ek olarak tedaviye yanit ve diren¢ mekanizmalari insan fizyolojisini birebir
yansitmamaktadir. Bu sebeple immiin yetmezligi olan farelerin insanlastirilmasina
yonelik arastirmalar yakin zamanda yayginlagsmaya baslamistir (139, 229-231).

CD-1 nude, BALB/c gibi bagisiklik yetersizligi olan fare tiirleri, T, B ve NK
hiicreleri tiretemezler, sadece dendritik hiicre ve makrofajlara sahiptir (229). Bu tiir
farelere insan kanser hiicreleri, dokular1 veya hastadan tiiretilmis ksenograftlar
asilanabildigi i¢in, kanser ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (229, 230).
Tezde saglikli goniilliilerden alinan PKMH ile nude farelerin humanize edilmesinin
amaci insandaki tiimdr mikrogevresini daha iyi taklit etmek ve insan timoriine daha
yakin bir kanser modeli elde etmektir (Sekil 3.19.) (139). /n vivo galigmalar, Kobay
D.H.L. A.S.’den (Protokol no: 353) ve Hacettepe Universitesi Yerel Etik Kurulu’ndan

(2019/09-01 sayil1 karar) alinan etik izinler kapsaminda yiiriitiilmiistiir.
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Sekil 3.19. Nude farelerde PKMH ile humanizasyon isleminin sematik gosterimi.

In vivo deneyler i¢in insan A549-Luc2 hiicre hatt1 azot tankindan alinarak T25
flaska ekilmis ve % 80 sikisma oranina ulasan hiicreler once 10 adet T75 flaska
ardindan da 50 adet T175 flaska aktarilarak yeterli hiicre sayisi elde edilmistir.
Hiicrelerin genel durumu mikroskopla kontrol edildikten sonra (Sekil 3.20.)

flasklardaki hiicre kiiltiirii ortamlar1 uzaklastirilmistir.

A

R e

Sekil 3.20. Insan KHDAK hiicre hattinin (A549-Luc2) optik mikroskoptaki goriintiisii.

Flasktaki hiicreler 8’er mL PBS ile yikanmistir. Devaminda hiicreler 500 pL
10X tripsin EDTA (Oda sicakliginda 5-10 dk bekletildi) ile kaldirilmis ve tek bir
falkon tiipe aktarilmigtir (Sekil 3.21.).



82

Sekil 3.21. T175 flaskta bulunan hiicrelerin kaldirilmas1 ve tek bir falkon tiipte
toplanmasina iligskin gorsel.

Enzim aktivasyonunu inhibe etmek i¢in iizerine hiicre kiiltiirli ortami eklenen
hiicreler 4 kez 1800 rpm’de santrifiij edilerek PBS ile yikanmistir. 10 mL PBS eklenen
hiicreler sayilarak enjeksiyon i¢in gerekli hiicre sayisi/hacim belirlenmistir (35, 232-
234). 30 x 10° adet A549-Luc2 hiicresi/150pL, matrijel ile 1:1 (h/h) oraninda
karigtirildiktan sonra 42 adet CD-1 nude (erkek) farenin dorsal flank bdlgesine
subkiitan yol ile enjekte [28G (Gauge) igne ile] edilmistir (Sekil 3.22.).

Sekil 3.22. CD-1 nude farelere subkiitan olarak A549-Luc2 hiicrelerinin uygulanmasi.

Enjeksiyonu takip eden giinlerde hayvanlarin saglik durumu, yem ve su
ihtiyaclar takip edilmis ve on dordiincii giinde farelerin timdr c¢aplart ve agirlik
Olctimleri yapilarak toplam 8 gruba ayrilmistir. 6 deney grubu anti-timdr yanit i¢in
n=6 olarak boliinmiis, 2 deney grubu biyodagilim incelemesi i¢in n=3 olacak sekilde

belirlenmistir.
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Yapilan 6n denemeler sonucunda, PKMH’nin tedavi boyunca haftada bir
verilmesi kararlagtirllmigtir. Humanizasyon islemi literatiirde verilen protokole gore
gergeklestirilmistir. Timor gelistirilen farelere saglikli tek bir goniilliiden alinip izole
edilen PKMH, 6 x 10° hiicre/150 pL olacak sekilde kuyruk veninden enjekte edilmistir
(231, 235). PKMH enjeksiyonunu takiben 48. saatte ilk tedavi uygulamasi yapilmstir.
Buna gore ilag ¢ozeltisi veya etkin madde yiiklii nanopartikiil uygulanan her fareye bir
enjeksiyonda 3 mg/kg nivolumab, 1,4 mg/kg galunisertib verilmistir. Galunisertib,
oral yolla kullanimi arastirilan bir kemoterap6tik olmasi, nanosisteme enkapsiile
edilerek i.v. enjeksiyon ile farelere uygulanmasina iligkin literatiirde az sayida ¢aligma
olmasi sebebiyle in vivo doz, hiicre kiiltiirii deneyleri ile belirlenmistir.

Nanopartikiil ¢okeltileri uygulama 6ncesinde serum fizyolojik ile redisperse
edilmis ve her fareye yarim seri nanopartikiil/200 pL hacimde kuyruk veninden
uygulanmistir. Her uygulama Oncesi farelerin tiimdr ¢aplar1t ve agirliklar
kaydedilmistir, ayrica gruplarin genel fiziksel ve ruhsal saghik durumlar da
degerlendirilmistir. Toplam alt1 doz nanopartikiil uygulamasi, haftada iki kez (2 veya
3 giin ara ile) yapilmistir. Deney sonunda, yiiksek doz ketamin/ksilazin kompleksi
uygulamast ile fareler sakrifiye edilmis, timor ve dalaklart immiin yanit analizleri igin
ayrilmigtir.

Tiimdrler uygun biiytikliige (0,5 cm ¢ap) ulastiktan sonra alt1 gruba ayrilan
humanize CD-1 nude farelere farkli tedaviler toplam alt1 doz olarak kuyruk veninden
uygulanmustir. Tedavi siiresi boyunca kumpas yardimi ile tiimor ¢aplari 6lciilmiis ve
agirliklar kaydedilmistir. Tedavi protokolleri sonunda sakrifiye edilen farelerden

c¢ikarilan timor dokularinin boyutlar1 kumpasla dl¢tilmistiir.
3.2.15. immiin Yamtin in Vivo Olarak Degerlendirilmesi

Literatiirde de bahsedildigi iizere T lenfositlere iligskin sitokin analizlerinin
yapilabilmesi amaciyla, in vivo deneylerin takibinde sakrifiye edilen farelerin tiimor
ve dalaklar ¢ikarilmistir. Tiimér dokulart (n=5 (236, 237)) tartilip ayr1 ayr falkon
tiiplere alinarak iizerine enzimatik sindirim ¢ozeltisi ve 1’er mL DMEM eklenmis ve
37 °C’deki yatay calkalayicili su banyosunda 3 saat inkiibasyona birakilmigtir (238).
Dalak numunelerinde, tiimor dokularindan farkli olarak enzimatik sindirim

yapilmamistir. Ardindan tiimor ve dalak numuneleri hiicre siizgeci lizerine 3 mL
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DMEM eklenip ezilerek icinden PKMH ayristirilmistir. Devaminda hiicre sayimi

yapilmis ve numuneler ikiye ayrilarak deney hazirliklar gergeklestirilmistir:

e Tiimor ve dalak numunelerinin ilk boliimii, gerekli miktarda forbol 12-miristat 13-
asetat (PMA) ve iyonomisin kombinasyonu ile 12 saat inkiibe edilerek uyarim
yapilmistir. PMA/iyonomisin kombinasyonu, sitokin ekspresyonunu indiiklemek
amactyla kullamilmistir (239). Inkiibasyonun sonunda, siipernatanlar toplanarak -
80 °C’de immiin yanit deneyleri i¢in saklanmistir. Kilit immiin yanit (essential
immune response) ve inflamasyon panellerini igeren boncuk temelli sitokin analiz
kiti (bead array) kullanilarak analizler (n=2) ger¢eklestirilmistir.

e Tiimdr ve dalak numunelerinin diger boliimii, akim sitometri analizi i¢in CD45,
CD3, CD8, CD25, CD38, PD-1, CD69 biyobelirtegleri boyanarak CD4+ ve CD8+
hiicreler birbirinden ayrilmistir. Dalak numunelerinde CD45+ hiicre yiizdesi ¢cok
diisiik bulundugu i¢in deneyler tiimor numuneleri tizerinden gerceklestirilmistir.
Tiimor dokusu PMA/iyonomisin (50 ng/mL PMA, 0,5 pg/mL iyonomisin) ile 12
saat uyarilmis ve stipernatanlar toplanmistir. Stipernatanlarla gergeklestirilen (n=3)

akim sitometri analiz sonuglari incelenerek gruplar aras1 farkliliklar kiyaslanmstir.
3.2.16. Biyodagilim Calismalari

T{imor cap1 uygun boyuta ulagan (0,5 cm) CD-1 nude fareler calisma 6ncesinde
iki gruba (n=3) ayrilmistir. Anti-EGFR antikoru ile hedeflendirilmis ve izotip kontrol
antikoru ile konjuge edilmis floresan isaretli nanopartikiiller, kuyruk veninden 200’er
uL (yarim seri NP) uygulanmistir. Enjeksiyonu takip eden 14. saatte ilk olarak farelere
100’er uL ketamin/ksilazin enjeksiyonu yapilmis, ardindan 6 mg/kg dozda lusiferin
intravendz yolla enjekte edilmistir. Calisilan hiicre hatti transfekte olup lusiferaz
enzimi igermesi sebebiyle lusiferinle reaksiyona girip biyoliiminesans 1s1ma
yapmaktadir (210). Ilk olarak IVIS ile biyoliiminesans goriintiileme yapilarak timor
olusumunun istenilen bolgede ve boyutta (0,5 cm ¢apta) oldugu teyit edilmistir.
Nanopartikiillerin biyodagilimlarini IVIS ile inceleyebilmek amaciyla fareler sakrifiye
edilmis ve akciger, kalp, karaciger, dalak, bobrekler ve tiimor dokusu ¢ikarilmastir.
Kullanilan floresan 6zellikli polimerin cihazda 1s1ma yaptig1 dalga boyu ve ¢ekim
siiresini belirlemek i¢in denemeler yapilmis, optimum sonuglarin 780 nm near

infrared dalga boyunda 5 sn siireyle alindig1 tespit edilmistir.
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3.2.17. istatistiksel Degerlendirme

Tez kapsaminda elde edilen degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edilmistir. Her bir deney, en az iki tekrarli (istisna durumlar yontem boliimiinde
belirtilmistir) olarak gergeklestirilmistir. Veriler, uygun istatistiksel analizler
(ANOVA, Mann-Whitney U, Kruskal-Wallis gibi) ve Graphpad Prism 8 yazilim1
kullanilarak analiz edilmistir. p<0,05 oldugu durumlar anlamli bir fark olarak

degerlendirilmistir.

3.2.18. Tez Cahsmalar1 Kapsaminda Kullanilan Nanopartikiillere fliskin

Formiilasyon Kodlar:

Tez kapsaminda sonuglarin daha anlasilir sunulmasi amaciyla, iiretilen
nanopartikiillere formiilasyon kodlar1 verilmistir. S6z konusu kodlar ve bu kodlara

karsilik gelen formiilasyon 6zellikleri Tablo 3.8.’de verilmistir.

Tablo 3.8. Polimerik nanopartikiillere iliskin formiilasyon kodlari.

Formiilasyon Kodu Formiilasyon Bilesimi
PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karisimindan
KNP olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) kiiresel nanopartikiiller

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karisimindan
olugan  (1,5:1,5:1, a/a/a) c¢ubuk seklindeki
nanopartikiiller

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karisimindan
olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) eliptik disk seklindeki
nanopartikiiller

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karisimindan
olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) kiiresel, anti-EGFR ile
konjuge nanopartikiiller

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karisimindan
olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) kiiresel, biitiin nivolumab
yiiklii nanopartikiiller

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karisimindan
olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) kiiresel, galunisertib ve
biitiin nivolumab yiiklii nanopartikiiller

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karisimindan
olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) kiiresel, galunisertib ve
fragmante nivolumab yiiklii nanopartikiiller

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karisimindan
olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) ¢ubuk seklinde, galunisertib
ve fragmante nivolumab yiiklii nanopartikiiller

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG
CNP

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG
EDNP

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
anti-EGFR KNP

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-N
KNP

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-
N KNP

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-
NF(@b’), KNP

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-
NE(@b’), CNP




86

Tablo 3.8. (Devam) Polimerik nanopartikiillere iliskin formiilasyon kodlari.

Formiilasyon Kodu

Formiilasyon Bilesimi

NE(@b’), CNP

NF(@b’), EDNP

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
anti-EGFR-NF(b), KNP

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
anti-EGFR-N KNP

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
anti-EGFR-G-NF(@b’), KNP

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
anti-EGFR-G-N KNP

mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-
His/PLGA-PEG KNP

mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-
His/PLGA-PEG CNP

mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-
His/PLGA-PEG EDNP

PEG-anti-EGFR KNP

PEG-izo KNP

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-

PLGA-FPI749/PLGA-His/PLGA-

PLGA-FPI749/PLGA-His/PLGA-

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karisimindan
olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) cubuk seklinde, galunisertib
ve fragmante nivolumab yiiklii nanopartikiiller

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karisimindan
olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) eliptik disk seklinde,
galunisertib ve fragmante nivolumab yikli
nanopartikiiller

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karisimindan
olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) kiiresel, anti-EGFR ile
konjuge fragmante nivolumab yiiklii nanopartikiiller

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karisimindan
olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) kiiresel, anti-EGFR ile
konjuge biitiin nivolumab yiiklii nanopartikiiller

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karisimindan
olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) kiiresel, anti-EGFR ile
konjuge galunisertib ve fragmante nivolumab ytikli
nanopartikiiller

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karisimindan
olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) kiiresel, anti-EGFR ile
konjuge galunisertib ve biitiin nivolumab yukli
nanopartikiiller

mPEG-PLGA-FKR560, PLGA-His ve PLGA-PEG
karisimindan olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) kiiresel
nanopartikiiller

mPEG-PLGA-FKR560, PLGA-His ve PLGA-PEG
karigimindan olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) ¢ubuk seklinde
nanopartikiiller

mPEG-PLGA-FKR560, PLGA-His ve PLGA-PEG
karigimindan olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) eliptik disk
seklinde nanopartikiiller

PLGA-FP1749, PLGA-His ve PLGA-PEG

karigimindan olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) kiiresel, anti-
EGFR ile konjuge nanopartikiiller

PLGA-FP1749, PLGA-His ve PLGA-PEG
karigimindan olusan (1,5:1,5:1, a/a/a) kiiresel, izotip
antikor ile konjuge nanopartikiiller
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4. BULGULAR

Bu bolimde tez kapsaminda gergeklestirilen deneylere iliskin bulgular
sunulmus olup, bulgularin literatiir ile karsilastirilarak yorumlanmasi tartigma

boliimiinde gerceklestirilmistir.

4.1. Galunisertib icin in Vitro Miktar Tayini Yonteminin Gelistirilmesi ve

Validasyonu

Galunisertibin en yliksek absorbans verdigi dalga boyunu belirlemek i¢in
HPLC cihaz ile elde edilen ii¢ boyutlu UV spektrumu incelenmis ve boylece, secilen
mobil faz ile en yiiksek absorbansi veren dalga boyu (Amax), 242 nm olarak
belirlenmistir (Sekil 4.1.).

Galunisertibe
ait spektrum

Expandz | Dataview  Projecion Pt

Sekil 4.1. Galunisertibin 1:9 (h/h) oraninda DMSO:su igerisindeki UV spektrumunun
ii¢c boyutlu goriintiisti.

Yontem boliimiinde belirtilen kosullarda yapilan analizler sonucunda, HPLC
ile alikonma zamani (tR) galunisertib i¢in 1,608 dk olarak bulunmustur. Galunisertibin
100 pg/mL konsantrasyondaki numunesi ile elde kromatogram Sekil 4.2.°de

verilmigtir.
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Sekil 4.2. Galunisertibe iliskin (100 pg/mL) HPLC kromatogrami.

Galunisertibin miktar tayini i¢in gelistirilen HPLC yonteminin Uluslararasi
Harmonizasyon Komitesi (ICH) Q2(R1) Kilavuzu’na gore gergeklestirilen analitik

yontem validasyonuna iligkin bulgular sirasi ile asagida degerlendirilmistir:
Dogrusalhk

Yontem boliimiinde belirtildigi gibi prosediir uygulanmis ve galunisertib igin,
standart ¢cozelti konsantrasyonlarina karsi, HPLC analiz sonucu elde edilen pik alanlar1
ile kalibrasyon dogrusu grafigi olusturulmustur (Sekil 4.3.). Korelasyon katsayisi,

galunisertib i¢in r>=0,9999 bulunarak yéntemin dogrusalligi kanitlanmustir.

16000
14000 y = 141,76x + 20,437
12000 r? = 0,9999

10000
8000

Pik Alani

6000
4000
2000

0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.3. Galunisertibe iligkin kalibrasyon dogrusu ve denklemi.
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Elde edilen kalibrasyon dogrusu incelendiginde korelasyon katsayist (1%) 1’e
cok yakin bulunmustur. Bu durum, 0,1-100 ppm konsantrasyon araliginda hazirlanan
standart ¢ozeltilerin konsantrasyon ve absorbans degerleri arasinda dogrusal bir iligki

oldugunu gostermektedir.
Dogruluk

Yontem 3.2.1. boliimiinde verilen formiil (Formiil 3.1.) kullanilarak yapilan
hesaplamalara gore, galunisertib i¢in deney i¢i (giin i¢i) ve deneyler arasi (gilinler arasi)

geri kazanim degerleri Tablo 4.1.”de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Galunisertib i¢in deney i¢i ve deneyler aras1 % geri kazanim degerleri.

Ilave edilen Hesaplanan Dogruluk
konsantrasyon konsantrasyon (% Geri kazanim)
(ng/mL) (ng/mL)

0,5 0,41 + 0,004 82,43 + 0,74
Giin i¢i * 5 5,04 + 0,09 100,82 + 1,84
50 50,44 + 0,38 100,87 + 0,75
0,5 0,41 £ 0,004 81,62 +0,79

Giinler
. 5 5,10+ 0,05 101,98 + 1,02

arasi

50 50,59+ 0,15 101,19 + 0,30

*: Giin i¢i ve giinler arasi tayinde her konsantrasyon icin n=6 ¢alisimustir.

Tablo incelendiginde, geri kazanim degerlerinin % 82-102 arasinda oldugu
belirlenmistir. Ug konsantrasyon icin de dogruluk degerleri literatiir ile uyumlu

bulunmustur (240, 241).

Kesinlik

Analitik  yontem validasyonu kapsaminda kesinlik parametresi i¢in
tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik parametreleri degerlendirilmistir.
Galunisertibe iligkin tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik degerlendirmeleri

asagidaki tablolarda (Tablo 4.2. ve 4.3.) gosterilmektedir.
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Tablo 4.2. Galunisertib i¢cin HPLC ile tekrarlanabilirligin degerlendirilmesi.

Ilave edilen Hesaplanan
konsantrasyon konsantrasyon Ortalama + SS* VK (%)**

(ng/mL) (ng/mL)
0,40
0,41
0.5 0,41 0,41 + 0,003 0,74
0,41
0,41
0,41
5,04
5,04
5 5,04 5,04 + 0,003 0,06
5,04
5,04
5,03
50,55
50,57
50,57 50,56 + 0,008 0,02
50,56
50,56
50,56

50

*SS: Standart sapma, **VK: Varyasyon katsayisi.

Tablo 4.3. Galunisertib i¢cin HPLC ile tekrar elde edilebilirligin degerlendirilmesi

Ilave edilen Hesaplanan VK (%)**
konsantrasyon konsantrasyon (pg/mL)
(ng/mL)

0,5 0,41 £ 0,004 0,97

Giin ici " 5 5,04 £ 0,09 1,83
50 50,44 +£0,2 0,39

0,5 0,41 +£0,01 2,22

Giinler aras1” 5 5,09 + 0,05 1,00
50 50,59 +£0,15 0,30

* Giin igi ve giinler arasi tayinde her konsantrasyon igin n=6 ¢calisilmistir. **VK: Varyasyon katsayisi.

Tablo 4.2. ve 4.3.’te gorildiigii gibi, pik alanlarina karsilik gelen
konsantrasyonlar i¢in varyasyon katsayisi degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan %
varyasyon katsayisit degerlerinin % 2’den kiiciik oldugu goriilmekte olup, HPLC

yonteminin tekrarlanabilirligi ve tekrar elde edilebilirligi gosterilmistir.
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Ozgiinliik

Analitik bir yoOntemin 0zglinligli; etkin maddenin ortamda bulunan
eksipiyanlarin, safsizliklarin veya pargalanma {iriinlerinin varli§inda, analiz edebilme
yetenegini gostermektedir. Bu Olciitlerin - degerlendirilmesine yo6nelik olarak
formiilasyonda kullanilan diger maddelerin (PLGA, PVA vb.) formiilasyonda
bulunduklar1 konsantrasyonda c¢ozeltileri hazirlanmis ve etkin madde analizinin

yapildig1 kosullarda HPLC kullanilarak kromatogramlar1 incelenmistir.

DAD1 G Sig=242 4 Ref=off (VERYEM GALUNISERTTIBTEST 20200809 134117088003 D)
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Sekil 4.4. Galunisertib i¢in gelistirilen HPLC yonteminin 6zgiinliigiine iliskin
kromatogram.

Galunisertibin miktar tayini kosullarinda elde edilen kromatogram
incelendiginde formiilasyonda kullanilan yardime1r maddelere iliskin herhangi bir pik
gozlenmemistir. Galunisertib piki diginda gozlenen tek pik (~ 0,62 dk), galunisertibin
¢cozlinmesi amaciyla kullanilan DMSQO’ya aittir. Sonug olarak, yardimc1 maddelerin

etkin madde piki ile girisim yapmadig1 goriilmiistiir.
Duyarhhk

Galunisertib miktar tayini yontemiyle en diisiik konsantrasyonda elde edilen
pik ve pik alam1 kullanilarak, HPLC yazilimi1 yardimiyla, yontemin duyarlilig1 i¢in
saptama sinir1 (LOD) 12,79 ng/mL, yontemin duyarlilig1 i¢in kabul edilebilir dogruluk
ve kesinlikte Olgiilebilen konsantrasyon (LOQ) ise 42,64 ng/mL olarak tespit



92

edilmistir. Gelistirilen HPLC yontemi ile ng (nanogram) seviyesinde hassas ve dogru
bir sekilde 6l¢iim yapilabildigi gézlenmistir. Elde edilen LOD ve LOQ degerleri tez
caligmas1 kapsaminda gergeklestirilecek analizlerin sonuglarinin degerlendirilmesi

i¢in yeterli seviyededir.
Stabilite

Stabilite analizi kapsaminda, galunisertib ¢dzeltisinin deneyler kapsaminda
veya analiz siiresince maruz kalabilecegi 24 saatlik bekleme siiresinin etkisi
incelenmistir. Cozeltiler, baslangi¢c noktasinda ve 21-25 °C’de 24 saat bekletildikten
sonra HPLC ile analiz edilmis ve elde edilen konsantrasyonlar karsilastirilmistir.
Varyasyon katsayist degerleri % 2’nin altinda bulunarak galunisertibin analiz siiresi

boyunca stabil kaldig1 gosterilmistir (Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. Galunisertibe iliskin stabilite analiz sonug¢lari.

Konsantrasyon Zaman Hesaplanan %VK
(ng/mL) (sa) konsantrasyon (ug/mL)
0,5 0 0,33 + 0,001 0,30
0,5 24 0,33 + 0,001 0,30
5 0 4,58 £ 0,004 0,09
5 24 4,59 £0,01 0,26
50 0 46,89 + 0,002 0,004
50 24 46,92 + 0,004 0,008

Her konsantrasyon i¢in iki farkli zamanda elde edilen veriler arasinda

istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).

4.2. Nivolumab Antikorunun Fragmantasyonu ve Fragmantasyonun

Dogrulanmasi

Nivolumab, IdeS enzimi ile inkiibe edilerek F(ab’), ve Fc fragmanlarina
ayrilmistir. Fragmantasyonun dogrulanmasi amaciyla gerceklestirilen SDS-PAGE

analizine iligkin sonuglar Sekil 4.5.’te yer almaktadir.
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Sekil 4.5. Biitiin ve fragmante edilmis nivolumaba iliskin SDS-PAGE bantlari:1.
PageRuler™ protein merdiveni (10-180 kDa araliginda bantlara sahip); 2.
Biitiin nivolumab antikoru; 3. IdeS enzimi ile 1 saat inkiibasyon sonrasi
elde edilen F(ab’), ve Fc fragmanlar karigima.

Sekil 4.5.’teki 3 numarali alan incelendiginde, ~100 kDa seviyesinde F(ab’)>
fragmani, ~27-30 kDa seviyesinde ise Fc fragmani bant vermistir. Basarili bir sekilde
yapilan fragmantasyonun ardindan antikorun istenen boliimii olan F(ab’), fragmani iki
farkli por ¢apina sahip ultra filtre yardimiyla ayrilmis ve bu islemin dogrulanmasi igin

SDS-PAGE analizi tekrarlanmistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Antikor fragmanlarina uygulanan ultrafiltrasyon islemi sonrasi elde edilen
SDS-PAGE bantlari: A1 ve Bl. PageRuler™ protein merdiveni; A2. 50
kDa ultra filtreden siiziilen F(ab”), ve Fc antikor fragmani karisimi; B2. 100
kDa filtreden siiziilen F(ab’), ve Fc antikor fragmani karigimi.

Sekil 4.6. A ve B’deki SDS-PAGE analiz sonuglari incelendiginde nitel olarak
antikor miktar1 hakkinda yorum yapilabilmektedir. Bantlarin genisligi ve koyulugu
dikkate almarak 50 kDa filtreli tiip ile Fc fragmaninin ortamdan daha az
uzaklastirilabildigi, 100 kDa filtreli tiip ile Fc fragmanlarinin cogunlugunun ortamdan
uzaklastirildigi gozlenmektedir. Yapilan tiim SDS-PAGE jel elektroforez analizlerin
sonucunda fragmantasyon islemi i¢in IdeS enzimi, fragman karisimindan Fc
fragmanlarinin uzaklastirilmasi i¢in ise 100 kDa filtreli tiiplerin kullanilmasi uygun

bulunmustur.

4.3. Nivolumab icin in Vitro Miktar Tayini Yonteminin Gelistirilmesi ve

Validasyonu
4.3.1. Fragmante Nivolumab icin Miktar Tayini Gelistirilmesi

Tez kapsaminda oOncelikle fragmante nivolumab kullanilmis, ancak ileri
caligmalarda fragmantasyonun immiin yanitta yetersiz kaldigi belirlenmis ve bu
sebeple biitiin antikorla ¢aligmalara devam edilmistir. Nivolumabin fragmante formu

icin BCA, biitlin formu i¢in ELISA miktar tayini yontemleri gelistirilmistir.
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Bikinkoninik Asit (BCA) Yontemi ile Miktar Tayini Gelistirilmesi

Protein yapilar1 i¢in hassas bir miktar tayin yontemi olan BCA yontemi ile BSA
ve fragmante nivolumabin nicel analizi gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi farkli
kuyucuklarda farkli yogunlukta mor renk olusumu gozlenmistir (Sekil 4.7.). ELISA

plaka okuyucu ile 562 nm’de okuma yapilarak absorbans degerleri elde edilmistir.

Sekil 4.7. BSA ve fragmante nivolumabin farkli konsantrasyonlardaki

standart/numunelerine iliskin BCA analizi plaka goriintlisii (S:BSA
standarti, B:Blank, 200-1 degerleri: Fragmante nivolumab numune
konsantrasyonlarini (ng/mL) temsil etmektedir.)

Plaka okuyucu ile elde edilen blank (analiz tamponu) degerleri absorbans
degerlerinden ¢ikartildiktan sonra deney sonuglarinin ortalamasi alinmis ve
konsantrasyon degerlerine kars1 grafige gecirilmistir. BSA ve fragmante nivolumab
i¢in kalibrasyon dogrusu ¢izilmis, dogruya iliskin denklemler ve r* degerleri Sekil 4.8.

ve 4.9.’da verilmistir.
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0,3 y = 0,0043x + 0,0286
0,8 r’=0,9973
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Sekil 4.8. BSA standartlar1 i¢in BCA tayini sonucu elde edilen kalibrasyon dogrusu.
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Sekil 4.9. Fragmante nivolumab standartlar1 i¢in BCA tayini sonucu elde edilen
kalibrasyon dogrusu.

BSA ve fragmante nivolumaba iliskin kalibrasyon dogrular1 incelendiginde,
korelasyon katsayilari (r?) 1’e oldukg¢a yakin bulunmustur. BCA kitinde BSA ile elde
edilen kalibrasyon dogrusu bilinmeyen numune analizlerinde kullanilabilmektedir
ancak fragmante nivolumab ile elde edilen dogrunun da yiiksek dogrusalliga sahip
oldugu gozlenmistir. Sonu¢ olarak fragmante antikor miktar tayini amactyla BCA

yonteminin kullanilmasina karar verilmistir.
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Nivolumaba spesifik kit protokolii dikkate alinarak gerceklestirilen ELISA

analizi sonucunda elde edilen optik yogunluk degerleri ile kalibrasyon egrisi (Sekil

4.10.) olusturulmus, egriye iliskin denklem degerleri Tablo 4.5.’te verilmistir.

= Pl @ Standart

4
3,5 /
3 /
X
= /
€ 2,5
)
e 2
=
2 1,5
o
1
0,5 /
——._7
0 =
0,0081 0,081 0,81
Konsantrasyon (ug/mL)
Sekil 4.10. ELISA analizine iliskin kalibrasyon egrisi.
Tablo 4.5. Nivolumab 4PL kalibrasyon egrisine iliskin degerler.
Parametre Sonug¢
a (analiz ile elde edilecek en diisiik deger) 0,14
b (analiz ile elde edilecek en yiiksek deger) 1,28
¢ (biikiilme noktasi - S seklindeki egri iizerinde a ve d'nin ortasindaki nokta) 0,72
d (egrinin egimi) 5,70
MSE (ortalama kare hatasi) 0,00005
1? (korelasyon katsayisi) 1
SS (Hatalarin karelerinin toplami, varyans) 0,0003
SYX (Hatalarin standart sapmasi) 0,016
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4.4. Kiresel ve Farkh Sekilli PLGA Nanopartikiillerinin

Karakterizasyonu

Ik olarak kiiresel nanopartikiiller ¢ift emiilsifikasyon/¢oziicii buharlastirma
yontemiyle basarili bir sekilde tiretilmis ve farkli sekillerdeki PLGA nanopartikiiller,
daha oOnce gere¢ ve yontem boliimi 3.2.4.’te acgiklandigi sekilde film germe

yontemiyle (n=3) hazirlanmistir.

4.4.1. Partikiill Boyutu, Polidispersite Indeksi ve Zeta Potansiyelin

Degerlendirilmesi

Cift emiilsifikasyon/coziicii buharlastirma yontemi ile, yontem boliimiinde
anlatildig1 sekilde hazirlanan bos ve kombine etkin madde yiiklii (galunisertib ve
nivolumab) nanopartikiillerin partikiil boyutu, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta
potansiyel degerleri Tablo 4.6.’da verilmistir. Analizler ii¢ tekrarli olarak

gerceklestirilmis ve sonuglar ortalama + SS olarak verilmistir.

Tablo 4.6. Farkli geometrik sekillerdeki bos ve etkin madde yiiklii nanopartikiillere
iliskin partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleri.

Formiilasyon Kodu Partikiil Boyutu = En-boy Pol'idispersite Zeta
(nm) oranr* Indeksi Potansiyel

(PDI) (mV)
i;gﬁI;GA-HiS/PLGA- 163,2+ 0,70 1 0,04 +0,01 -18,3+ 0,36
g;g%;ﬁGA-HiS/PLGA- 375,3 £3,55 4,0+0,5 0,11+0,03 -0,62 +-0,03
g;giﬁ;SA'HiS/PLGA' 2943+1,60  7,5£0,5  0,22+0,01 212,94 0,70
g;ngﬁiﬁfﬁﬁ,m* 1842+ 2,11 ; 006002  -151+036
ﬁﬁgﬁ;g‘;}gﬁm" 403,8 +23,17 - 0,37 + 0,01 20,31+ 0,08
i;gﬁ;gﬁf{fﬁ’;&* 312,9+ 5,40 - 0,08 = 0,03 12,2+ 0.40

* En-boy oranit TEM gériintiilerinden elde edilmigtir.

Tablo 4.6. incelendiginde kiiresel nanopartikiillere kiyasla daha biiytik ve farkl
boyutlarda ¢ubuk ve eliptik disk seklinde oldugu varsayilan nanopartikiiller tespit
edilmistir (p<0,05). Nanopartikiillerdeki sekil degisimini dogrulamak amaciyla ek
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olarak TEM analizi gerceklestirilmistir. Tablo 4.6.’da sonuglar1 verilen bos

nanopartikiil analizlerine iliskin ayrintili bilgileri iceren Nano ZS grafikleri Sekil

4.11.-4.16.”da yer almaktadir.

Size (d.nm)

Record 63: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP

Record 61: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP (dlcim 1)
Record 62:| PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP (dlgim 2)

(olgim 3)

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 163.9 Peak 1: 172,9 100,0 42,84
Pdl: 0,031 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,962 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
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Sekil
polidispersite indeksi.

Mean (mV)
Zeta Potential (mV): -18,5 Peak 1: -185
Zeta Deviation (mV): 6,33 Peak 2: 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,00308 Peak 3: 0,00

Result quality

Area (%)
100,0
0,0

0,0

St Dev (mV)
6,33
0,00
0,00

Zeta Potential Distribution

600000

500000

400000

300000

Total Counts

200000

100000

-100 0
Apparent Zeta Potential (mV)

100

Record 64. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP (dlgim 1)
Record 65: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP (8lcim 2)
Record 66: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP (8l¢lim 3)

200

Sekil 4.12. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP’ye iliskin zeta potansiyel dagilimi.

4.11. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP’ye iliskin partikiil boyutu ve
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Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 371,5 Peak 1: 418,0 100,0 140,3
Pdl: 0.126 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,956 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity
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Record 76: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG CNP (dlcam 1)
Record 77: PLGA/PLGA-HIS/PLGA-PEG CNP (dlcam 2)
Record 78: PLGA/PLGA-HIS/IPLGA-PEG GNP (dlciim 3)

Sekil 4.13. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG CNP’ye iligkin partikiill boyutu ve
polidispersite indeksi.

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -0,645 Peak 1: -0,645 100,0 4. 46
Zeta Deviation (mV): 4,46 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,193 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality See result quality report

Zeta Potential Distribution
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Apparent Zeta Potential (mV)

Record 79: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG CNP (Glglim 1)
Record 80: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG CNP (8lgim 2)
Record 81: PLGA/PLGA-HIis/PLGA-PEG GNP (8lcim 3)

Sekil 4.14. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG CNP’ye iliskin zeta potansiyel dagilima.
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Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2959 Peak 1: 3156 96,4 125,0
Pdl: 0,214 Peak 2: 4829 3.6 7134
Intercept: 0,912 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity
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Record 92: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP (dlgum 1)
Record 93: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP (dlgiim 2)
Record 94: PLGA/PLGA-HIs/PLGA-PEG EDNP _ (élcim 3)

Sekil 4.15. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP’ye iliskin partikiill boyutu ve
polidispersite indeksi.

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -12,2 Peak 1: -12,2 100,0 8,87
Zeta Deviation (mV): 8,87 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,00355 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality

Zeta Potential Distribution
600000
500000
400000

300000

Total Counts

200000

100000

0

Apparent Zeta Potential (mV)

Record 95: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP (dlcum 1)
Record 96: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP (Glgcum 2)
Record 97: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP _ (sl¢im 3)

Sekil 4.16. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP’ye iligkin zeta potansiyel dagilimi.
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Nano ZS sonuglari incelendiginde, bos ve kombine etkin madde yiiklii kiiresel
nanopartikiillerin hem aktif hem de pasif hedefleme i¢in uygun boyutlara sahip oldugu
goriilmektedir (100, 242). En diisiik polidispersite indeksi kiiresel nanopartikiillerde
elde edilirken, sekil degisimi yapilan nanopartikiillerde c¢oklu santrifiij islemi
dolayistyla PDI degerlerinde kabul sinirlar1 (PDI<0,2 (243)) icinde bir artis
gozlenmistir. Hem bos hem de kombine etkin madde yiiklii nanopartikiiller i¢in en

ylksek mutlak zeta potansiyeli, kiiresel nanopartikiillerde gdzlenmistir.

4.4.2. Enkapsiilasyon Etkinligi ve Yiikleme Kapasitesinin

Degerlendirilmesi

Farkli sekillerdeki PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N nanopartiklerinin
enkapsiilasyon etkinlikleri indirekt yontem ile degerlendirilmis ve sonuglar Tablo

4.7.”de verilmistir.

Tablo 4.7. Farkli geometrik sekillerdeki nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinlikleri
ve yiikleme kapasitelerinin degerlendirilmesi.

Formiilasyon Galunisertib Nivolumab

EE* (%) YK** (%) EE (%) YK (%)

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G- 9,59+£0,29 | 0,76+0,02 & 59,20+2,31 0,23 +0,01
NF(b’), KNP

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G- 9,09+0,42 | 0,72+0,03 | 56,21+1,57 | 0,22+0,01
NE@b’) CNP

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G- 9,08+0,47 | 0,71+0,03  56,03+1,77 @ 0,22+0,01
NF@b’) EDNP

*EE: Enkapsiilasyon etkinligi, **YK: Yiikleme kapasitesi.

Tezin ilk asamalarinda, PLGA temelli nanopartikiillere yiiklii galunisertibin
enkapsiilasyon etkinligi (% 4,38) diisiik bulunmustur. Nanosistemlere birden fazla
etkin maddenin yiliklenmesi durumunda, benzer yiikleme etkinligi kayiplari
gbzlenebilmektedir (244). Galunisertibin nanopartikiillere etkin ve verimli bir sekilde
yiiklenebilmesi i¢in gesitli stratejiler denenmis (formiilasyona eklenen galunisertib
miktarinin artirilmasi, nanopartikiillerin liretim asamasinda ultrasonik Kkaristirici
yerine yuksek hizli homojenizatér kullanilmasi, farkli organik c¢oziiciilerde

galunisertibin ¢ozililmesi vb.), sonug olarak formiilasyonda galunisertibin ¢éziindigii
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organik faz bilesimi degistirilmistir. Bu denemeler sonucunda, kiiresel nanopartikiiller
icin % 4,38 olan enkapsiilasyon etkinligi % 9,59’a ¢ikarilarak yaklasik iki kat
artirilmistir. Her 1iki madde igin yiikleme kapasiteleri de incelenmis ve sonuglar Tablo
4.7.de verilmistir. Ug sekil icin de benzer enkapsiilasyon etkinlikleri ve yiikleme

kapasiteleri gozlenmistir (p>0,05).

4.4.3. Farkhh Geometrik Sekillerdeki Nanopartikiillerin Morfolojik

Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Malvern Nanoziser ZS ile gerceklestirilen karakterizasyon caligmalarinin
devaminda, sekil degisiminin dogrulanmasi amaciyla bos nanopartikiillerin TEM
analizi ile gorlintiilenmesi gergeklestirilmistir.  Cift emiilsifikasyon/¢oziicii
buharlagtirma yontemi ile iiretilen nanopartikiillerin kiiresele yakin homojen bir

goriiniime sahip oldugu Sekil 4.17.’de goriilmektedir.

100 nm

Sekil 4.17. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP’ye iliskin TEM analiz goriintiisii.

Isitma ile yapilan germe islemi sonrast Nano ZS ile yapilan dl¢timlerde sekil
degisikligine isaret eden, kiiresel NP’lere kiyasla daha biiyiik partikiil boyutlar1 elde
edilmis, bu nanopartikiiller icin TEM analizi yapildiginda ¢ubuk ve eliptik disk
seklinin bagariyla tiretildigi dogrulanmistir (Sekil 4.18. ve 4.19.).
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I 200 nm

Sekil 4.18. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG CNP’ye iliskin TEM analiz goriintiisii.

1500 nm

Sekil 4.19. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP’ye iligkin TEM analiz goriintiisti.
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4.4.4. Termal Ozelliklerin Degerlendirilmesi

Galunisertib, nivolumab F(ab’), fragmani, bos nanopartikiil, galunisertib ve
nivolumab F(ab’), fragmani yiiklii nanopartikiillerin fiziksel karigimlarini igeren DSC

termogramlari Sekil 4.20.’de sunulmustur.
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104 Nivolumab + Galunisertib + PLGA/PLGA-His/'PLGA-PEG
KNP fiziksel karisim
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Sekil 4.20. Etkin maddelerin fiziksel karisimi, etkin maddeler ve bos nanopartikiillerin
fiziksel karisim1 ve kombine etkin madde yiiklii PLGA nanopartikiillerine
iliskin DSC termogramlari.

Etkin maddelerin fiziksel karistminda (yesil), 218,22 °C’de nivolumab
fragmanma iliskin pik, 241,0 °C’de (245) galunisertibe iliskin termogram piki
goriilmektedir. Yapisinda agirlikli olarak PLGA bulunan PLGA/PLGA-His/PLGA-
PEG polimerinin cams1 ge¢is sicakliginin 40-60 °C arasinda oldugu bilinmektedir (88,
246). Mavi ve kirmizi renkli termogramlardaki 50 °C bdlgesinde gozlenen pikin,
PLGA’nin camsi gegis sicakligina iliskin oldugu diisiiniilmektedir. Bos PLGA
nanopartikiilleri ile etkin maddelerin fiziksel karigimini igceren numuneye iliskin
termogram incelendiginde (mavi), nanopartikiil oranina kiyasla numune icerisinde az
miktarda kalan etkin maddelere iliskin erime piklerini gérmek zorlagmis, buna ragmen
nivolumab piki ve galunisertibin yapisinda bulunan (monohidrat) suyun buharlasma

piki (~130-135 °C) goézlenmistir. Kombine etkin madde yikli nanopartikiil
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numunesine iliskin termogram incelendiginde, etkin maddeler nanopartikiile
yiiklendigi i¢in etkin maddelere iligskin erime pikleri kaybolmustur. Sonug olarak, DSC
analizi ile etkin maddelerin nanopartikiil icine basar1 ile enkapsiile edildigi

dogrulanmustir.

4.4.5. Farkh Sekildeki Nanopartikiillerden Etkin Madde Saliminin

Degerlendirilmesi

Gereg ve yontem boliimii 3.2.5°te anlatildigi iizere, etkin maddelerin kombine
halde yiiklendigi nanopartikiillerin, tiip yontemi ile pH 6,8 ve pH 7,4 olarak iki farkl
ortamda 72 saatlik salim ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Galunisertib icin HPLC ile
elde edilen sonuclar Sekil 4.21.°de, fragmante nivolumab i¢in BCA yontemleri ile elde

edilen sonuclar Sekil 4.22.’de sunulmustur.
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Sekil 4.21. Farkl sekillerdeki PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-NF(ab’). nanopartikiillerinden galunisertibin in vitro salim profili (Standart

sapma degerleri grafikler lizerine eklenmis olup, degerlerin kiigiik (<% 2) olmasi nedeniyle grafik tizerinde fark edilememektedir.).

LO1
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% Kiimiilatif Salim

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Zaman (saat)

—&— PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP-G-NF(ab’)2 7,4 PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG CNP-G-NF(ab’)2 7,4 PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP-G-NF(ab’)2 7,4
PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP-G-NF(ab’)2 6,8 —®— PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG CNP-G-NF(ab")2 6,8 —@— PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP-G-NF(ab’)2 6,8

Sekil 4.22. Farkl sekillerdeki PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-NF(ab’), nanopartikiillerinden nivolumabin in vitro salim profili.

Salim calismasi sonucu elde edilen profiller degerlendirildiginde, her iki pH i¢in kiiresel nanopartikiillerden iki etkin maddenin de %
50’si ilk 10 saatte salinmistir. Kiiresel nanopartikiillere yiiklenen galunisertibin tamami pH 6,8 ortaminda 72. saatte salinirken, 7,4 ortaminda

yaklasik % 70 salim gozlenmistir. Nivolumab saliminin tiim sekiller i¢in 72 saate kadar devam ettigi, kiiresel nanopartikiillerde % 100’e

ulastig1 goriilmektedir.

801
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4.5. Farkh Sekillerdeki Nanopartikiillerin /n Vitro Toksisitesinin

Degerlendirilmesi

Gereg ve yontem bolimii 3.2.6.°da belirtildigi iizere gerceklestirilen MTT

analizi sonucu elde edilen % canlilik degerlerine iligkin grafikler Sekil 4.23.’te

verilmektedir.
A. 24 saat
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Sekil 4.23. Farkl1 sekillerdeki nanopartikiillerle gergeklestirilen MTT testine iliskin %
canlilik sonuglari (A. 24 sa; B. 48 sa).
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Sekil 4.23.-A’daki hiicre canliliklar1 incelendiginde, uygulanan nanopartikiil
konsantrasyonunun artisina bagli olarak KNP icin % 91,09 ile % 60,30, CNP i¢in %
87,32 ile % 60,45 ve EDNP icin % 82,24 ile % 59,98 arasinda bulunmustur. Siire
artisina bagh olarak canlilik degerlerinde diisiis gézlenmis ve KNP i¢in % 75,92 ile %
58,12, CNP i¢in % 77,77 ile % 57,49 ve EDNP igin % 82,04 ile % 60,22 arasinda
bulunmustur. 24 ve 48 saat i¢in % canlilik sonuglar ikili gruplar halinde Mann-
Whitney U testi ile analiz edilmis ve gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamlhi
farklilik olmadig1 tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, nanopartikiillerin kiiresel, ¢ubuk
veya eliptik disk seklinde olmasi, saglikli hiicreler lizerinde benzer canlilik profili

gostermistir (p>0,05).

4.6. Farkh Sekillerdeki Nanopartikiillerin Hiicre I¢ine Alminin

Degerlendirilmesi

Gerec ve yontem boliimii 3.2.7.”de bildirildigi tizere, floresan 6zellikli mPEG-
PLGA-FKR560 ile hazirlanan, etkin madde yiiklii olmayan ii¢ farkli sekildeki
nanopartikiillerin, A549-Luc2 hiicre i¢ine alimlar1 degerlendirilmis ve ii¢ sekil
arasinda kiyaslama yapilmistir. Nanopartikiillerden elde edilen MFI degerleri, kontrol
grubundan elde edilen MFI degerlerine boliinerek (normallestirilmis MFI) Sekil

4.24 ’teki grafikte sunulmustur.

_25
:*—é 2.0 & Kontrol
3:? 15 z > —mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG KNP
§ 1.0 § ol — MmPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG CNP
05 ES —mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP
200 ]

KNP CNP EDNP

10°

Floresan yogunlugu (PE-A)

Sekil 4.24. A549-Luc? hiicre i¢ine alim deneyi akim sitometri analiz sonuglari.

Akim sitometri analizi sonucunda elde edilen MFI degerleri incelendiginde,
KNP’nin KHDAK hiicrelerine giris yetenegi CNP ve EDNP’ye kiyasla anlaml
derecede yiiksek bulunmugstur. Ayrica, floresan mikroskop ile goriintiileme yapilarak
nanopartikiillerin A549-Luc2 hiicrelerine girme yetenekleri kalitatif olarak tayin

edilmistir (Sekil 4.25.).
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Kontrol mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG KNP

o

mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG CNP mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP

Sekil 4.25. A549-Luc?2 hiicre i¢ine alim deneyi floresan mikroskop sonuglar1 (Mavi
1s1ma yapan bolge, hiicrelerin ¢gekirdegini; kirmizi 151ma yapan bdlge, hiicre igine alinan
nanopartikiilleri gostermektedir.).

Isima siddetleri dikkate alindiginda, kontrol grubuna nanopartikiil uygulamasi
yapilmadigi i¢in mavi renkteki ¢ekirdeklerin ¢evresinde floresan 6zellikli polimerden
kaynaklanan kirmizi renkli bir 1s1ma gézlenmemistir. Nanopartikiillerin uygulandigi
gruplar i¢in inceleme yapildiginda, KHDAK hiicresi i¢ine girme yetenegi,
kiiresel>¢ubuk>eliptik disk seklinde siralanmaktadir. Floresan mikroskopla elde
edilen sonuglar akim sitometri analiz sonuclarini destekler nitelikte olup, kiiresel
nanopartikiillerin A549-Luc2 hiicre i¢ine alim miktarinin en yiiksek oldugu

belirlenmistir.

4.7. Farklhh Geometrik Sekillerdeki Nanopartikiillerin Biyodagilimlarinin

Degerlendirilmesi

Floresan 06zellikli polimer kullanarak {i¢ farkli sekilde iiretilen bos
nanopartikiillerin CD-1 nude farelere uygulanmasini takiben 16. saatte fareler

sakrifiye edilmistir. Farelerin kalp, akciger, karaciger, dalak, bobrek, tiimor dokusu,
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kemik iligi ve beyinleri ¢ikarilarak serum fizyolojik icerisinde bekletilmis ve plakaya

Sekil 4.26.’daki gibi dizilerek IVIS ile goriintiilemeleri yapilmstir.

Beyin

Femur (Kemik iligi)
Akciger

Kalp

Karaciger

Dalak

Bobrekler

Tumor dokusu

Sm oo o0 T

Sekil 4.26. IVIS cihazi ile goriintiileme i¢in CD-1 nude farelerden sakrifiye islemi
sonrasi elde edilen doku ve organlar: A. Beyin ve kemik iligi ¢ikarilan ilk
grup fareler icin temsili gorlintli; B. Beyin ve kemik iligi ¢ikarilmayan
ikinci grup fareler i¢in temsili goriintii.

Beyin ve kemik iligi sadece ilk grup farelerden ¢ikarilmis, goriintiileme sonucu
bu organ ve dokularda nanopartikiillere bagli bir 1s1ma goriilmedigi tespit edilerek

kalan farelerin akciger, kalp, karaciger, dalak, bobrekler ve tiimor dokusu ¢ikarilarak

goriintiileme yapilmistir (Sekil 4.27.).

mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG KNP mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG CNP  mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP

AU . . v
5000037500 25000 12500 0

mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG ¢ozeltisi

Sekil 4.27. Sira ile akciger, kalp, karaciger, dalak, bobrekler ve tiimor dokusu ¢ikarilan
farelerin IVIS goriintiisii.
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IVIS cihaz1 ile organlardaki 1sima ortalama floresans yogunluk (MFI)

cinsinden hesaplanmig ve bir grafik halinde sunulmustur (Sekil 4.28.).

4.0 = [ ]mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG gozeltisi
3.5 .mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG KNP
D o
3.0 |:|mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG CNP
o [l MPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP
25
]
X204
T
S 15
1.0 .
0.5
0.0 a
Timor Karaciger Bébrek Dalak Akciger Kalp

Sekil 4.28. Polimer ¢6zeltisi ve nanopartikiillerin organlardaki biyodagilimi.

Tiimor dokusunda birikimin kiyaslanmasi, ikili gruplar halinde (KNP-CNP,
KNP-EDNP, CNP-EDNP) yapilmis ve calisilan ii¢ farkli sekildeki PLGA temelli
NP’nin, heterotopik KHDAK tiimdrii gelistirilmis CD-1 nude farelerde benzer
biyodagilim gosterdigi belirlenmistir (p>0,05).



4.8. Optimum Ozelliklere Sahip Nanopartikiil Seklinin Belirlenmesi

Gereg¢ ve yontem bolimii 3.2.1. — 3.2.8.’deki s6z konusu deneylere iliskin sonuglar Tablo 4.8.’de birlestirilmis ve optimum seklin

belirlenmesi amaciyla parametrelerin 6nem derecelerine gore sistematik degerlendirme yapilmigtir.

Tablo 4.8. Farkli sekillerdeki nanopartikiil formiilasyonlarina iligkin in vitro ve in vivo karakterizasyon sonuglari.

NP sekline iliskin secim kriterleri Kiiresel NP Cubuk seklindeki Eliptik disk istatistiksel degerlendirme* Tercih edilen NP sekli
NP seklindeki NP
KNP-CNP, p>0,05
Partikiil bityikligit ve dagulimr 163,2 + 0,70 375,5+ 3,55 2943 + 1,60 KNP-EDRE p=0.03 e
(Bos nanopartikiil) ’ ’ ’ ’ ’ ’ CNP-EDNP, p>0,05
KNP-CNP-EDNP, p<0,05
KNP-CNP, p>0,05
Partikiil biiyiikliigii ve dagilimi KNP-EDNP, p>0,05
Zi::;::;::gn madde yiiklii 1842 +2,11 403,8 £ 23,17 3129+540 CNP-EDNP, p>0.05 Kiiresel
KNP-CNP-EDNP, p<0,05
KNP-CNP, p>0,05
f;;‘; 52:’0”;‘?; Zlku ) 1834036 20,62 +-0,03 12,9+ 0,70 I;E:EEEE z:g:g: Kiiresel***
KNP-CNP-EDNP, p<0,05
KNP-CNP, p>0,05
, KNP-EDNP, p>0,05
f;::”i?:;n:tlzie’f madde yiiklii) -15,1+£ 0,36 -0,31+£ 0,08 -12,2£0,40 CNP-EDNP, p>0,05 Kiirese]***
KNP-CNP-EDNP, p>0,05

148!



Tablo 4.8. (Devam) Farkli sekillerdeki nanopartikiil formiilasyonlarina iligskin in vitro ve in vivo karakterizasyon sonuglari.

Enkapsiilasyon etkinligi (%)
(Galunisertib)

Enkapsiilasyon etkinligi (%)
(Nivolumab)

Galunisertib icin in vitro salum****,

Ph 7,4 (%)

Galunisertib icin in vitro salim,

PH 6,8 (%)

Nivolumab icin in vitro saltm****,

pH 7,4

Nivolumab igin in vitro salim,

PH 6,8

yiiksek verim,

diisiik maliyet

9,59

59,20

70,457

98,411

100,000

100,000

verim, yiiksek maliyet

9,09

56,21

1,385

3,351

24,700

42,400

verim, yiiksek

maliyet

9,08

56,03

1,148

2,136

28,100

35,800

KNP-CNP-EDNP, p>0,05

KNP-CNP-EDNP, p>0,05

KNP-CNP, p<0,05
KNP-EDNP, p<0,05
CNP-EDNP, p> 0,05

KNP-CNP, p<0,05
KNP-EDNP, p<0,05
CNP-EDNP, p> 0,05

KNP-CNP, p<0,05
KNP-EDNP, p<0,05
CNP-EDNP, p> 0,05

KNP-CNP, p<0,05
KNP-EDNP, p<0,05
CNP-EDNP, p> 0,05

NP sekline iliskin secim Kriterleri Kiiresel NP Cubuk seklindeki Eliptik disk Istatistiksel degerlendirme*  Tercih edilen NP sekli
NP seklindeki NP
Uretim basamaklari, verim, maliyet Az basamak, Cok basamak, diisiik | Cok basamak, diistik

Kiiresel

Kiiresel=Cubuk=Eliptik
disk
Kiiresel=Cubuk=Eliptik
disk

Kiiresel

Kiiresel

Kiiresel

Kiiresel

SII



Tablo 4.8. (Devam) Farkli sekillerdeki nanopartikiil formiilasyonlarina iligskin in vitro ve in vivo karakterizasyon sonuglari.

Hiicre icine alim — mikroskop ile

inceleme

NP sekline iliskin secim Kriterleri Kiiresel NP Cubuk seklindeki Eliptik disk Istatistiksel degerlendirme*  Tercih edilen NP sekli
NP seklindeki NP
Saglkl hiicreler (L929) iizerine RS I I
Kiiresel=Cubuk=Eliptik
toksisite p>0,05
disk
(24 ve 48 saat sonuclari icin)
In vivo biyodagilim Kiiresel=Cubuk=Eliptik
7200 + 381 6629 + 211 6354,5 +£908,5 p>0,05 )
(MF1, tiimér) disk
KNP-CNP, p>0,05
KNP-EDNP, p>0,05 Kiiresel=Cubuk=Eliptik
Hiicre icine alim - akim sitometrisi 2,206 £ 0,043 2,121 £ 0,037 1,632 + 0,076

CNP-EDNP, p>0,05
KNP-CNP-EDNP, p<0,05
Sonuglar kalitatif oldugu i¢in
istatistiksel bir kiyaslama

yapilamamaktadir.

disk

Kiiresel=Cubuk=Eliptik
disk

* Serilerin ikili gruplar halinde kryaslamasi (kiiresel-cubuk, kiiresel-eliptik disk ve gubuk-eliptik disk) Mann-Whitney U testi ile, {iglii gruplar halinde kiyaslamasi Kruskal-

Wallis analizi ile yapilmustir.

**Partikiil boyutunun 200 nm altinda olmasi pasif hedefleme i¢in istenilen bir durumdur. Kiiresel nanopartikiiller bu sart1 saglamaktadir.
***Zeta potansiyelin mutlak degerinin yiiksek olmasi, dispersiyon ortami igerisinde ayni yiikli partikiillerin birbirini iterek agregasyonun Oniine gecilmesi agisindan
onemlidir. Ug sekil kiyaslandig1 zaman, en stabil sekil kiiresel nanopartikiiller olarak gériinmektedir.

*%%% [y yitro salim analizinde on farkli zaman noktast igin elde edilen sonuglar ikili gruplar halinde kiyaslanmustir.

**#**Deneyde calisilan alt1 farkli konsantrasyon ve iki farkli zaman noktasi i¢in elde edilen sonuglar ikili gruplar seklinde (KNP-CNP vb.) kiyaslanmustir.

911
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Sonug olarak, farkli sekillerde nanopartikiiller i¢in elde edilen tim deney
sonuglar1 ve Tablo 4.8. incelendiginde, tezin sonraki asamalart i¢in optimum
ozelliklere sahip olduguna karar verilen nanopartikiil sekli kiiresel olarak belirlenmis
ve sonraki asamada planlanan deneyler kiiresel nanopartikiiller dikkate alinarak

gerceklestirilmistir.

4.9. A549 Hiicrelerinde Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptor (EGFR)

Ekspresyonunun Gosterilmesi

Gereg ve yontem boliimi 3.2.10. baghigi altinda anlatildig sekilde yiiriitiilen
deney prosediiriine gore, tez kapsaminda caligilan insan KHDAK hiicrelerinin (A549-
Luc2) yilizeyinde bulunan EGFR’nin, hangi oranda eksprese/ifade edildigi, akim
sitometri analizi ile tespit edilmis ve analiz sonuglar1 Sekil 4.29.’da histogram grafigi
seklinde sunulmustur. Grafikte, izotip antikorun verdigi floresan intensite degeri
negatif olarak isaretlenerek (hiicrelerden kaynaklanan spesifik olmayan 1s1ma), anti-
EGFR antikorunun pozitif oldugu alan okunmus ve EGF reseptoriiniin pozitiflik orani

% 93,6+0,4 olarak bulunmustur.

100 = i .
i Izotip antikor
| Anti-EGFR
80 =
a
> 60 =
]
"
()
S
S 40
I
20 =
04
0 10° 10* 10°

EGFR floresan intensitesi (PE-A)

Sekil 4.29. A549-Luc2 hiicrelerinde EGFR ekspresyon diizeyini gdsteren akim
sitometri gorlintiisii.
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4.10. Ligand Konjugasyonunun Degerlendirilmesi ve Konjuge

Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
4.10.1. Ligand Konjugasyonunun Dogrulanmasi

Yapisindaki amin grubu (-NHy), Traut’s reaktifi ile tiyol grubuna (-SH)
doniistiiriilen anti-EGFR’1mn PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP’lere konjugasyonu
saglanmistir. Konjugasyon etkinligi, BCA analizi ile hesaplanmigtir. Hesaplamalarda
kullanilan BCA kalibrasyon dogrusu ve denklemi, farkli konsantrasyonlardaki BSA

standart ¢ozeltilerinden hareketle elde edilmis ve Sekil 4.30.’da sunulmustur.

1,20

y =0,0052x + 0,0342
1,00 r2=0,9917

0,80

0,60

0,40

Absorbans (562 nm)

0,20

0,00 @
0 50 100 150 200 250

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.30. BCA testi ile protein miktar tayinininde kullanilan kalibrasyon dogrusu ve
denklemi.

Konjugasyon islemi sonrast nanopartikiil siipernatanlari ile gergeklestirilen
BCA analizine iligskin sonuglar, ELISA plaka okuyucu ile 562 nm’de okuma yapilarak
elde edilmistir. Konjugasyon yapilmayan nanopartikiillerden elde edilen
konsantrasyonlar, konjuge nanopartikiillerden elde edilen konsantrasyonlardan
cikarilarak NP’lere konjuge olmayan serbest anti-EGFR miktar1 hesaplanmistir (Tablo
4.9.).
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Tablo 4.9. Konjugasyonun dogrulanmasi amaciyla yapilan BCA analizine iliskin

veriler.
Abs.*  Abs. Abs. 1 Abs. 2 Abs. Kons.
1 2 (blank (blank ortalamasi  (ng/mL)
cakarlmis)  cikarilmis)
PLGA/PLGA- 0,11 = 0,12 0,05 0,07 0,06 4,87
His/PLGA-PEG-anti-
EGFR KNP
siipernatam
PLGA/PLGA- 0,09 = 0,09 0,03 0,04 0,04 0,06
His/PLGA-PEG KNP
siipernatami
Blank** 0,05 = 0,05 - - 0,05 -

*Abs: Absorbans, **Blank: Analiz tamponu.

BCA testi ile, siipernatanda kalan (konjuge olmamis) antikor miktar1 tayin
edildikten sonra, ortalama konjugasyon etkinligi, Formiil 3.6. kullanilarak %

94,88+0,31 olarak bulunmustur.

4.10.2. Ligand Konjuge Edilmis Nanopartikiillerin In Vitro

Karakterizasyon Calismalari

Konjugasyon yapilmayan kiiresel nanopartikiiller icin gerceklestirilen

analizler, konjuge nanopartikiiller i¢in de tekrarlanmigtir.
Partikiil Boyutu, Polidispersite Indeksi ve Zeta Potansiyelin incelenmesi

Bos konjuge olmayan, bos anti-EGFR konjuge ve kombine etkin madde ytikli
konjuge kiiresel polimerik nanopartikiillerin partikiil biiyiikligii, PDI ve zeta
potansiyelleri bolim 3.2.5.’te belirtildigi sekilde DLS yontemi ile Olgiilmiis ve
sonuclar Tablo 4.10., Sekil 4.31.-4.36.’da sunulmustur.



Tablo 4.10. Nanopartikiillerin partikiil boyutu, polidispersite

potansiyel degerleri.
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indeksi ve zeta

Formiilasyon Kodu Partikiil Boyutu Polidispersite Zeta Potansiyel
(nm) Indeksi (PDI) (mV)
. 166,6 0,07 -21,6
EI;\]CI})A/PLGA-Hls/PLGA-PEG 1667 0.05 195
166,5 0,03 -17.9
Ortalama + SS 166,6 = 0,10 0,05 + 0,05 -19,7 + 1,86
PLGA/PLGA-His/PLGA 189 022 188
-His -
PEG-anti-EGFR KNP 198,5 0,18 199
197.8 0,19 -19,7
Ortalama + SS 198,1 + 0,36 0,19 = 0,02 -19,5 +-0,59
PLGA/PLGA-His/PLGA- 176,2 0,025 -28,6
PEG-anti-EGFR-G-N KNP 180,8 0,045 26,8
1779 0,054 -29.9
Ortalama + SS 178,3 +2,33 0,04 + 0,02 -28,4 + 1,56

Tablo 4.10.’da verilen degerlere iliskin Nano ZS grafikleri asagida yer almaktadir.

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 166.,6 Peak 1: 1771 100,0 43,00
Pdl: 0,065 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,967 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
DB e R R R R
Bl oo s e
§15 .................... S S
o | ! : : !
Z 3 : : !
2 10F e . ) R
£ 7 3 : : 3
] R P / ——————————————
0 ; ; :
0.1 1 10 1000 10000
Size (d.nm)
Record 426: PLGA/PLGA-HIs/PLGA-PEG KNP (1. 8lgim)
Record 427: PLGA/PLGA-HIs/PLGA-PEG KNP (2. 8lgim)
Record 428: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP (3. 8lgim)

Sekil 4.31.

indeksi.

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP’nin partikiil boyutu ve polidispersite



Mean (mV)
Zeta Potential (mV): -21,6 Peak 1: -216
Zeta Deviation (mV): 7,40 Peak 2: 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0112 Peak 3: 0.00

Result quality

Area (%)
100,0
0.0

0.0

St Dev (mV)
740
0,00
0.00

300000

200000

Total Counts

100000

Zeta Potential Distribution

4000007+ SRR RN e :

=

-100 0

Apparent Zeta Potential (mV)

100

Record 429. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP (1. dlgam
Record 430 PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP (2. digim
Record 431 PLGA/PLGA-HIs/PLGA-PEG KNP (3 dlcam

200

Sekil 4.32. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP’nin zeta potansiyel dagilima.

Result quality

Z-Average (d.nm):
Pdl:

Intercept:

Size (d.n...
198,0 Peak 1: 2111
0,222 Peak 2: 4853
0,965 Peak 3: 0,000

Good

% Intensity:
96,6

34

0,0

St Dev (d.n...

78,26
698,3
0,000

-
N

10

Intensity (Percent)
R (4] [e:]

Size Distribution by Intensity

oT M

Size (d.nm)

1000

Record 432: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP (&l¢tm 1)
Record 433: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP (&l¢im 2)
Record 434 PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP (&lcim 3)
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Sekil 4.33. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP’nin partikiil boyutu ve
polidispersite indeksi.



300000

200000

Total Counts

100000

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -18,8 Peak 1: -18,8 100,0 5,64
Zeta Deviation (mV): 5,64 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0126 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality
Zeta Potential Distribution
400000

-100 0 100
Apparent Zeta Potential (mV)

Record 435: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP (8lcim 1
Record 436: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP (dlcum 2
Record 437: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP (8lcim 3

200
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Sekil 4.34. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP’nin zeta potansiyel

dagilimu.

Size (d.nm)

Record 438: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP (l¢im 1)
Record 439: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP (dlgim 2)
Record 440: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP (dlgim 3)

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 176,2 Peak 1: 184,8 100.0 43,03
Pdl: 0,025 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,964 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
b1 R R LR SRR EEEEEEECREREEE
L A SRR LR R
o S S O froodor
L)
2
T e
£
B
P
0.1 1 10 1000 10000

Sekil 4.35. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP’nin partikiil boyutu
ve polidispersite indeksi.



123

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -28,6 Peak 1: -28,6 100,0 6,44
Zeta Deviation (mV): 6,44 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0384 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality Good

Zeta Potential Distribution

e

300000

Total Counts

200000} -+ e

b

Apparent Zeta Potential (mV)

Record 441: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP (8lglim 1
Record 442: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP (8iclim 2
Record 443: PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP (&lciim 3

Sekil 4.36. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP’nin zeta potansiyel
dagilimi.

Morfolojik Inceleme

Antikor ile konjuge edilmis nanopartikiillerin morfolojik analizi taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile gerceklestirilmistir. Hedeflendirme ligandi konjuge
edilmis nanopartikiiller icin hem sekil hem de yiizey Ozellikleri hakkinda bilgi
edinilmistir (Sekil 4.37.).

Sekil 4.37. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP’ye iliskin SEM analiz
goruntiisu.
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SEM goriintiisii incelendiginde, benzer boyutlara ve piiriissiiz ylizeye sahip

kiiresel/kiiresele yakin sekillerde nanopartikiillerin oldugu degerlendirilmistir.
Enkapsiilasyon Etkinligi ve Yiikleme Kapasitesi Calismalari

Nanopartikiillerin {iretimini takiben ve konjugasyon sonrasi elde edilen
stipernatanlar ile BCA, ELISA ve HPLC analizleri yapilmistir. Konjuge
nanopartikiillere iligkin indirekt tayinle hesaplanan enkapsiilasyon etkinlikleri hem

galunisertib hem de nivolumab i¢in Tablo 4.11.’de verilmistir.

Tablo 4.11. Konjugasyonun enkapsiilasyon etkinligi ve yiikleme kapasitesine olan
etkisi.

Formiilasyon Galunisertib Nivolumab
EE* (%) YK** (%) EE (%) YK (%)

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-
NE(ab’) KNP

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
anti-EGFR-G-NF(ab’): KNP

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
anti-EGFR-G-N KNP

9,59 +0,56 0,77 £ 0,45 59,203 +3,4 | 0,24+3,5

7,53 £0,24 0,60 £0,18 50,256 +2,9 | 0,20+2,7

10,77 + 0,89 0,86 + 0,62 70,893 +£2,7 | 0,28 +2,8

*EE: Enkapsiilasyon etkinligi, **YK_: Yiikleme kapasitesi.

Galunisertibe iliskin enkapstilasyon etkinlikleri incelendiginde, fragmante
nivolumabla hazirlanan nanopartikiillerde; konjugasyon sonras1 % 9,59 olan EE degeri
azalarak % 7,53 e diismiistiir. Nihai formiilasyonda (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
anti-EGFR-G-N KNP) ise enkapsiilason etkinligi % 10,77 bulunarak konjugasyonun
ve antikor boyutunun enkapsiilasyon etkinliginde anlamli bir degisime neden olmadig1
degerlendirilmistir (p>0,05). Nivolumab i¢in baslangicta % 59,2 olan enkapsiilasyon
degeri konjugasyonu takiben % 50,3’e dismiistir (p>0,05). Tezin sonraki
boliimlerinde nanopartikiillere biitiin haldeki nivolumab hem yiliklenmis hem de
ylizeye adsorpsiyonu yapilarak sonugcta nihai formiilasyonda EE degerinde artirilarak
(p>0,05) % 70,9 olarak ol¢iilmiistiir. YK degerleri incelendiginde, % 0,60 ile % 0,86
arasinda olan galunisertib ve % 0,20 ile % 0,28 arasinda olan nivolumab i¢in

formiilasyonlar arasi anlamli fark bulunmamustir (p>0,05).
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In Vitro Sahm Calismalar

Konjugasyon yapilmamis galunisertib ve nivolumab F(ab’), fragmani yiikli
nanopartikiillere iliskin salim ¢alismasinin ayrintilar1 gere¢ ve yontem boltimii 3.2.7.
ve 3.2.11.’de sunulmustur. Kombine etkin madde ytiklii (fragmante ve biitiin) antikor
konjuge nanopartikiillere iligkin salim ¢aligmalar1 konjuge olmayan nanopartikiillerde
oldugu gibi sink kosullar altinda, tliip yontemi kullanilarak gerceklestirilmis (200) ve
elde edilen sonuglar Sekil 4.38.-4.39.’da sunulmustur.
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PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-NF(ab’). KNP 7,4 PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-NF(ab’).KNP 6,8

Sekil 4.38. pH 6,8 ve 7,4 kosullarinda PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-NFr(@b’), KNP
ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-NFr(@b), KNP’den
galunisertib (A) ve fragmante nivolumaba (B) iliskin salim profilleri.
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Sekil 4.38.’de, galunisertib i¢in salim profili (A grafigi) incelendiginde, pH 7,4
ortaminda hem konjuge hem de konjuge olmayan NP’lerde salimin 72 saatin sonunda
% 70’lerde kaldigi; pH 6,8 kosullarinda ise antikor konjugasyonu olmayan
nanopartikiillerden galunisertib saliminin 72 saat sonunda, konjuge olan NP’lerde ise
48 saat sonunda % 100’e ulastigi sonuglart elde edilmistir. Nivolumab igin
konjugasyon ve pH degisikliklerinin salim iizerindeki etkisi incelenmis ve 72 saatte

incelenen tiim gruplar i¢in benzer olarak % 90 salim oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.39. pH 5,5 ve 7,4 kosullarinda PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-
N KNP’den galunisertib ve nivolumaba iliskin salim profilleri.

Biitlin nivolumab ile devam eden ¢aligmalarda salim 6zelliklerinin ayn1 kalip
kalmadig1 incelenmis ve 72 saat sonuglar1 galunisertib i¢cin % 100, nivolumab i¢in %
90 bulunarak onceki salim calismalari ile benzerlik dogrulanmistir. [n vitro salim
deneyi sonuclari KINETDS 3.0 uygulamasi kullanilarak analiz edilmis ve hem
galunisertib hem de nivolumabin tiim kosullarda nanopartikiillerden salim profilinin

Weibull salim kinetigine uygun olarak gerceklestigi belirlenmistir.
4.11. In Vitro Sitotoksisite Calismalari

Hem galunisertib hem de nivolumabin kanser hiicreleri iizerine dogrudan
sitotoksik etkisi bulunmamaktadir. Her iki madde de etkilerini immiin sistem
tizerinden gostermektedir. Dolayisiyla, bu maddelere yonelik sitotoksisite testleri

yapilmamistir. Nanopartikiillere konjuge edilen anti-EGFR ’nin hedeflemenin yaninda
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sitotoksik etkisinin de gozlenebilecegi literatiirde belirtilmistir (247, 248). Bu sebeple
anti-EGFR’nin  KHDAK hiicrelerine karsi sitotoksik etkisi MTT analizi ile
incelenmistir. Deneyde, anti-EGFR ¢o6zeltisi, konjugasyon yapilmamis bos
nanopartikiiller ve anti-EGFR ile konjuge bos nanopartikiiller A549 hiicrelerine
uygulanmis ve ii¢ farkli zaman noktasinda MTT analizi gerceklestirilmistir. Deney

sonuglart Sekil 4.40.’ta verilmistir.

A. 24 saat
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Sekil 4.40. Konjugasyonun sitotoksisite lizerine etkisi (A: 24 sa, B: 48 sa, C:72 sa).
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C. 72 saat
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Sekil 4.40. (Devam) Konjugasyonun sitotoksisite lizerine etkisi (A: 24 sa, B: 48 sa, C:72
sa).

Sekil 4.40.’ta gorildigi tizere, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR
KNP grubu konsantrasyon artisina bagli olarak 24. saatte % 94’ten % 36’ya, 48. saatte
% 77°den % 36’ya ve 72. saatte % 86’dan % 41’e diisen canlilik degerleri gostermis,
KHDAK hiicreleri iizerinde li¢ zaman noktasinda da en yiiksek sitotoksik etkiyi
(p<0,05) saglamistir. 24, 48 ve 72 saat i¢in % canlilik sonuclar1 t testi ile ikiserli
gruplar halinde test edilerek gruplar arasinda istatistiksel a¢idan anlamh farklilik (p
degeri yorumlanarak) olup olmadigi Graphpad Prism 8 yazilimi kullanilarak
incelenmistir. 72. saatte PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP ve PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP gruplarinin canliliklart benzer bulunmus olup
(p>0,05), diger tiim gruplar aras1 kiyaslamalarda canliliklar arasindaki farkin anlaml

oldugu (p<0,05) degerlendirilmistir.

4.12. PD-1 ve TGF-p inhibisyonunun T Hiicre Immiin Yamtlarina Olan

Etkisinin Degerlendirilmesi

Deney kapsaminda kullanilan boncuk temelli sitokin analiz kitlerinin yiiksek
maliyetli olmas1 ve alt1 adet deney grubu olmasi sebebiyle 6n denemeler
gergeklestirilmis, ek olarak PKMH canlilik ve T hiicre proliferasyon deneylerinin
optimizasyonu yapilmistir. Etkin madde ¢ozeltileri, konjuge bos nanopartikiiller ve
etkin madde yiiklii nanopartikiillerin PKMH canliliklar tizerine etkileri incelenmis,

sonugta optimum (PKMH’ye toksik etki gostermeyen) polimer ve etkin madde
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konsantrasyonlar1 sirasityla 1100 pg/mL ve galunisertib i¢in 50 pM olarak tespit

edilmistir.
120
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i e I —
X~ 80 I ]
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Sekil 4.41. Galunisertibin farkli konsantrasyonlar: i¢in PKMH hiicreleri {izerindeki

canliligin degerlendirilmesi.
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Sekil 4.42. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP ve PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-anti-EGFR-N KNP ’nin PKMH canlilig1 {izerine etkisi

(72 sa).

Sekil 4.42.°de PKMH canlilig1 bakilan gruplar i¢in T hiicre proliferasyonu da

incelenmis ve sonuglar Sekil 4.43.’te sunulmustur.
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Sekil 4.43. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP ve PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-anti-EGFR-N  KNP’nin T hiicre proliferasyonu
lizerine etkisi (72 sa).

PD-1 Bloklama Deneyi

Sekil 4.43.’te sunulan T hiicre proliferasyon deney sonuglar1 dikkate alinarak
fragmante antikorla immiin yanitta istenen cevap alimamadigi tespit edilmis, bu
durumun fragmantasyona bagli olup olmadigini arastirmak amaciyla ek deney (PD-1
bloklama deneyi) planlanmistir. Bu deney i¢in biitiin (intakt) ve fragmante antikor ayni
kosullarda ve ayni konsantrasyonda CD3+ T hiicreleri lizerine uygulanmistir.
Antikorlarin blokaj seviyeleri akim sitometri ile analiz edilmis ve sonuglar Sekil

4.44 ’te verilmistir.

100 S

— Otofloresan
Kontrol
— Nivolumab (10 pg/mL)
— Fragmante nivolumab (10 pug/mL)

80 —

60 =

Normalized To Mode

Sekil 4.44. Biitiin ve fragmante nivolumabin T hiicreleri yilizeyinde bulunan PD-1
reseptor blokajina etkileri.
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PD-1 reseptorii bloke oldugunda (nivolumab reseptore baglandiginda) APC
konjuge antikor reseptdre baglanamayacagi i¢in cihazdan alinan floresan sinyal diigiik
olacaktir. Bu prensibe dayanarak Sekil 4.44. incelendiginde, biitiin haldeki
nivolumabin reseptor blokaji sagladigi, fragmante nivolumabin ise kontrol grubu ile
ayni alanda sinyal vermesi sebebiyle reseptor blokaj1 yapmadigi tespit edilmistir. Sekil
4.43. ve 4.44. sonuglar1 dikkate alinarak caligmalara biitiin nivolumabla devam
edilmesine karar verilmistir. Biitiin antikorun nanopartikiile yiiklii olmasinin blokaja

etkinligi ayrica arastirilmis ve sonuclar Sekil 4.45.’te verilmistir.
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I P1.GA/PLGA-His’PLGA-PEG KNP

Sekil 4.45. Nivolumabin ¢ozelti ve nanopartikiile yiiklii halde PD-1 bloklama {izerine
etkisinin degerlendirilmesi.

Biitiin halde nivolumab yiiklii nanopartikiillerin de ¢ozeltisine benzer sekilde
(p>0,05) PD-1 blokasyonu yaptigi tespit edilmis olup formiilasyon ileri asama

deneyler i¢in uygun bulunmustur.
T Hiicre Proliferasyon Deneyi

PD-1 bloklama deneyindeki gruplar i¢in T hiicre proliferasyon deneyleri gereg
ve yontem bolimii 3.2.13.’te belirtilen sekilde tekrarlanmis ve sonugta nivolumab
yiiklii nanopartikiil ve ¢ozelti grubunda kontrol grubuna kiyasla yiliksek ve benzer

proliferasyon degerleri gozlenmistir (Sekil 4.46.).
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Sekil 4.46. Nivolumabin ¢ozelti ve nanopartikiile yiikli halde T hiicre proliferasyonu
tizerine etkisinin degerlendirilmesi.

On deneylerde istenen sonuglara ulasilmasini takiben, in vivo deney gruplari

ile caligmalar tekrarlanmistir.
PKMH Canlihik Deneyi (in Vivo Deney Gruplarina iliskin)

PKMH, bagisik yanitta istenen T hiicrelerini igerdigi i¢in canliliklarin yiiksek
olmast1 (% 80-85) beklenmektedir (249, 250). In vivo deneylerde kullanilacak gruplarin
in vitro kosullarda PKMH’ye toksik olup olmadiginin teyit edilmesi amaciyla yapilan

deneylere iligkin sonuglar Sekil 4.47.”de verilmistir.

100+
:\: 80- N - Nivolumab + Galunisertib + anti-EGFR ¢ozeltisi
‘::: 60- - PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP
8 - PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP
S 40 PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP
§ 20- Kontrol grubu (serum fizyolojik)
- PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP
0- L

Sekil 4.47. In vivo deneyde kullanilacak nanopartikiil ve ¢dzelti gruplarina iliskin
PKMH canlilik ytizdeleri.
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PKMH canlilik sonuglar incelendiginde, PLGA/PLGA His/PLGA-PEG-anti-
EGFR KNP grubu (turuncu) hari¢ tiim gruplar, literatiirde T hiicre proliferasyon
deneyleri i¢in on sart olarak belirtilen yiizdelerde canlilik saglamistir. incelenen zaman
noktas1 (72 sa) dahilinde, nihai formiilasyonun (kirmizi), immiin sistem hiicreleri
tizerinde deneyi olumsuz yonde etkilemeyecek sekilde giivenle kullanilabilecegi tespit

edilmistir.
T Hiicre Proliferasyon Deneyi (in Vivo Deney Gruplarina iliskin)

Etkin madde iceren gruplarda T hiicre proliferasyonunun kontrol grubuna
kiyasla yiiksek olmasi beklenmektedir. /n vivo deneyler sonrasi yapilacak immiin yanit
analizinin in vitro kosullarla kiyaslanmasi1 amaciyla gerceklestirilen T hiicre

proliferasyon deneylerine iliskin sonuclar Sekil 4.48.’de yer almaktadir.

" 150+
Q
S 1251
§ 100 - - Nivolumab + Galunisertib + anti-EGFR ¢ozeltisi
- ] .
g _ I PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP
° 79 I PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP
j= B
o 50 PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP
:":’ Kontrol grubu (serum fizyolojik)
= 251
- I PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP
0.

Sekil 4.48. In vivo deneyde kullanilacak nanopartikiil ve ¢ozelti gruplarna iliskin T
hiicre proliferasyon yiizdeleri.

Sekil 4.48. incelendiginde, asil tedavi grubunda (kirmizi) ilag ¢oOzeltisine
(lacivert) benzer ve kontrol grubuna kiyasla yiliksek bir yiizdede T hiicre
proliferasyonu gozlenmis olup, nihai formiilasyon in vivo deneyler i¢in uygun
bulunmustur. Sonug olarak, in vitro kosullarda elde edilen PKMH canliliklar1 ve T
hiicre proliferasyonlari in vivo deneyleri birebir yansitmamakla birlikte in vitro salim

analizinde oldugu gibi fizyolojik ortamdaki davranisa iligkin bir 6ngdrii saglamstir.
Insan CD8/NK Boncuk Temelli Coklu Analiz Kiti ile Sitokinlerin Analizi

Hem in vitro hem de in vivo numuneler boncuk temelli kit ile analiz edilmistir.

Sitokin seviyeleri akim sitometri ile degerlendirilmis ve kitin temin edildigi Biolegend
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markasina iligkin veri analizi yazilim programi araciligi ile anlaml sayisal verilere

dondstiiriilerek agagidaki grafikler hazirlanmistir (Sekil 4.49. ve 4.50.).
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Sekil 4.49. In vitro numuneler i¢cin CD8/NK boncuk temelli coklu analiz kiti ile
yapilan sitokin analizi sonuglari.

Sekil 4.49.’da, PKMH hiicre kiiltiiriine uygulanan formiilasyon ve ¢ozeltilerin
72 saat inkiibasyon sonrasi toplanan siipernatanlar ile gergeklestirilen boncuk temelli
sitokin analiz sonuclar1 goriilmektedir. Genel olarak tiim sitokin seviyeleri
incelendiginde, immiin yanitin kombine ¢ozelti (lacivert) ve aktif hedefli etkin madde
yluklii nanopartikiillerle (yesil) artirilmis olabilecegi sdylenebilir. Bu biyobelirteclerin

seviyelerinin dogru ol¢iimii, bagisiklik tepkilerinin ve bir¢cok hastalik siirecinin
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derinlemesine anlagilmasi i¢in kritik 6neme sahiptir. Sekildeki sitokinlerin ayrintili
incelemesi 5.11.6. bagliginda yapilmistir.

CD8/NK boncuk temelli coklu analiz kiti ile in vitro numunelerle ayn1 anda in
vivo numunelerin de analizi yapilmis, sonuglar Sekil 4.50.’de verilmistir. Analizin

yorumlanmasina iligkin ayrintilar Boliim 5.11.’de yer almaktadir.
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Sekil 4.50. /n vivo tiimdr numuneleri i¢in CD8/NK boncuk temelli ¢oklu analiz kiti ile
yapilan sitokin analizi.

T lenfositlerde bulunan yiizey farklilasma antijenleri (Cluster of
Differentiation, CD), T hiicre reseptorleri (T Cell Receptor, TCR) ile iletisim halinde

olarak TCR’nin sinyal iletimini ve antijenik uyarim giiclinii artiran hiicre ylizey
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reseptorleridir (251). Immiinoterapinin etkinligi, kit ile sitokin seviyelerinin

incelenmesinin yaninda ayrica akim sitometri analizi ile degerlendirilmis ve potansiyel

biyobelirteglerin (CD) seviyelerine iliskin sonuglar Sekil 4.51.’de sunulmustur.
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Nivolumab + Galunisertib + anti-EGFR ¢ozeltisi
PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP
PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP
PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP
Kontrol grubu (serum fizyolojik)
PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP

Sekil 4.51. /n vivo tiimoér numuneleri icin CD biyobelirteglerinin akim sitometri ile

analizi.
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4.13. Tiimor Modelinin Gelistirilmesi, Nanopartikiillerin Uygulanmasi ve

Tiimoriin Degerlendirilmesi

Nude farelere dorsal flank bolgesinden insan KHDAK hiicreleri uygulamasini
takiben 14. giinde tiimor ¢aplar1 kumpas yardimiyla 6l¢tilmiis (tiimdr ¢aplar1 ~0,5 cm),

ek olarak IVIS ile tiimoriin incelemesi gergeklestirilmistir (Sekil 4.52.).

AU- ] i 1 1
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Sekil 4.52. Farelerde heterotopik tiimor gelisiminin IVIS ile takibi.

Sekil 4.52. incelendiginde, tiimor dokusundaki floresan yogunlugun yiiksek
olmasi (tlimoriin orta bolgesinde kirmizi alan bulunmasi), tiimor hiicrelerinin canli
kaldigin1 gostermektedir. Sonuglar dikkate alinarak timor gelistirilen fareler, in vivo

deneylere uygun bulunmustur.
Tedaviyi Takiben Tiimoriin Degerlendirilmesi

Tiimdrler uygun biiytikliige (0,5 cm ¢ap) ulastiktan sonra alt1 gruba ayrilan
humanize CD-1 nude farelere bir hafta araliklarla PKMH enjeksiyonu yapilmis ve
farkli tedaviler toplam alt1 doz olarak kuyruk veninden uygulanmistir. Tedavi siiresi
boyunca agirliklar kaydedilmis (Sekil 4.54.) ve kumpas yardimi ile tiimor caplar
Olciilmistiir (Sekil 4.55.). Yontem boliimii 3.2.14.’te bildirilen tedavi protokolleri
sonunda sakrifiye edilen farelerden ¢ikarilan tiimor dokulari goriintiillenmis ve temsili
goriintiiler Sekil 4.53.’te verilmistir. Nitel olarak PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N
KNP (yesil) ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP (siyah) gruplarinda tiimér capinda
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diger gruplara kiyasla (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP ve kontrol
grubu) biiyiimenin daha fazla oldugu gozlenmistir. Bu goézlem, Sekil 4.55.’teki nicel

verilerle desteklenmistir.

Nivolumab + Galunisertib + anti-EGFR ¢ozeltisi

L K
. ;s 1 PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP
CRE N
t\_v Rt ¥ PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP

L+ ! | PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP

&' ( ( Kontrol grubu (Serum fizyolojik)

(Q s I PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP

1cm

Sekil 4.53. Sakrifiye edilen farelerden elde edilen tiimor dokularina iligkin temsili
gorintiiler.

Farelerin tedavi siiresince Olgiilen agirliklar1 temel alinarak hazirlanmis olan
zamana karst % agirhik degisim grafigi Sekil 4.54.°te verilmistir. Sonuglar
incelendiginde, tiim gruplarda farelerin agirliklarinin deney baslangicina gore azaldigi
gozlenmistir. Agirhiktaki azalmanin asil tedavi grubu (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
anti-EGFR-G-N KNP, kirmizi) ve kontrol grubunda (serum fizyolojik, gri) en az
oldugu goézlenmektedir. Bu durum, sozii edilen iki gruptaki farelerin refah

seviyelerinin deney siiresince 1yi oldugunu gostermektedir.
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-@-Nivolumab + Galunisertib + anti-EGFR ¢ozeltisi
5 -0-PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP
-@-PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP
PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP

Kontrol grubu (serum fizyolojik)
-@-PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP

 Glnler
19

Agirlik degisimi (%)

5 |

-10 -

Sekil 4.54. Tedavi siiresince farelerin agirliklarindaki degisim.

Tedavi stiresince farelerdeki tiimor dokusunun boyutunda gergeklesen
degisiklikler (% c¢ap degisimi) Sekil 4.55.te sunulmustur. Sonuglar incelendiginde,
etkin madde yiiklii hedefsiz nanopartikiil ve hedefsiz bos nanopartikiil gruplarinda
timdr biiyiikliigiiniin baslangi¢ (0,5 cm) boyutlarina gore yaklasik % 35-40 artmis
oldugu, tedavi siiresince tiimor boyutunda kiiciilmenin sadece kombine ilag¢ ¢ozeltisi
(Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR ¢ozeltisi) ve hedeflendirilmis kombine etkin
madde yuklii nanopartikiill (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP) (6.

doz uygulmasi hari¢) gruplarinda oldugu gézlenmistir.

-8-Nivolumab + Galunisertib + anti-EGFR ¢ozeltisi
60 1 -e-PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP
--PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP
50 - PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP
Kontrol grubu (serum fizyolojik)
40 { --PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP

30 H

*k

Ginler
- EE 20

12 14 1

Tiimor cap degisimi (%)

Sekil 4.55. Tedavi siirecince farelerdeki tiimér dokusunun boyutlarinda degisim
(**p<0,01; ***p<0,005, t testi ile hesaplanmustir.).
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4.14. Biyodagihm Calismalari

Anti-EGFR antikoru ile hedeflendirilmis veya izotip kontrol antikoru konjuge
edilmis (kontrol grubu) floresan isaretli nanopartikiiller, iki gruba ayrilan KHDAK
tiimorii gelistirilmis CD-1 nude farelere (her grup n=3), biyodagilimi kiyaslamak
amaciyla uygulanmistir. Enjeksiyon sonrasi 14 saatte diisiik doz anestezik uygulanan
fareler IVIS ile goriintiilenerek deneyin sonlandirilmasi uygun bulunmus, ardindan
ylksek doz anestezik ile sakrifiye edilen farelerden c¢ikarilan organlar ile timor
dokularinin floresan goriintiilemesi IVIS cihaz1 ile gergeklestirilmistir. Antikor
konjuge bos nanopartikiillerin biyodagilimina iliskin sonuclar asagida verilmigtir

(Sekil 4.56.-4.58.).

Akciger  Kalp Karaciger ~ Dalak Bobrek Timoér

Akciger Kalp Karaciger  Dalak Bobrek  Tumér

N

AU | ——
5000037500 25000 12500 0

Sekil 4.56. Tiimor modeli gelistirilen humanize nude farelerin IVIS ile biyoliiminesans
goriintiilemesi:  A. PLGA-FPI749/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR
KNP uygulanan grup; B. PLGA-FP1749/PLGA-His/PLGA-PEG-izo KNP

uygulanan grup.
Sekil 4.56.’daki IVIS goriintiisii incelendiginde, tlimdriin istenilen bolgede ve
boyutta (0,5 cm ¢apta) olustugu goriintiileme ile teyit edilmistir. Tiimorde gozlenen
1s1ma, lusiferaz enzimi igeren AS549 hiicrelerinin lusiferinle reaksiyonundan

kaynaklanan biyoliiminesans 1simadir. Diger organlarda herhangi bir 1s1ma

gdzlenmemesi hiicrelerin bu organlara metastaz yapmadigini gostermektedir.
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Akciger Kalp Karaciger  Dalak imo ig Kalp Karaciger Dalak Bobrek Tamor
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Sekil 4.57. Timor modeli gelistirilen humanize nude farelerde nanopartikiillerin
organlardaki birikiminin IVIS ile goriintiilenmesi: A. PLGA-
FP1749/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP uygulanan grup; B.
PLGA-FPI1749/PLGA-His/PLGA-PEG-izo KNP uygulanan grup.

IVIS ile organlar ve tiimor dokularinda gozlenen 1s1malara iligkin (Sekil 4.57.)

MFI degerleri tespit edilmis ve Sekil 4.58.’de bir grafik halinde sunulmustur (252).

5.0~ B PLGA-FP1749/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP
é 4.0 — 1 PLGA-FPI749/PLGA-His/PLGA-PEG-izo KNP
>
o 3.0
=
o 2.0 —_
N — —_
= 1.0
o
L
0.0- . . . . . A Bl

Karaciger  Dalak Bobrek  Tumor Akciger Kalp

Sekil 4.58. Antikor konjuge floresan 6zellikli nanopartikiillerin biyodagilima.

Sekil 4.58. incelendiginde, aktif hedeflendirilmis nanopartikiillerin en yogun
olarak karaciger, dalak ve bobreklerde birikim gosterdigi goriilmektedir. Hedefli ve
1zotip antikor konjuge nanopartikiillerin ¢esitli organ ve dokulardaki birikim davranis,
tiimdr dokusu haricinde benzer bulunmustur (p>0,05). Elde edilen sonuglara gore,
biyodagilim agisindan bos hedefli nanopartikiillerin timor ¢cevresindeki birikimi izotip

kontrole kiyasla daha yiiksek bulunmustur (p>0,05).
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5. TARTISMA

Tez caligmalar1 kapsaminda, KHDAK’ nin tedavisi amaciyla tiimore aktif
olarak hedeflendirilmis kombine etkin madde yiiklii polimerik ilag tasiyici nanosistem
gelistirilmesi planlanmistir. Tasarlanan sistem basarili bir sekilde hazirlanarak in vitro
ve in vivo karakterizasyon calismalar1 gergeklestirilmistir. Bulgular bdliimiinde
sunulan sonuglar, bu boliimde literatiirle kiyaslama yapilarak bilimsel olarak

tartisilmagtir.

5.1. Galunisertibin Miktar Tayini Yonteminin Gelistirilmesi ve

Validasyonu

Tez caligmalar1 kapsaminda, galunisertib i¢in HPLC ile miktar tayini
literatiirdeki yontem modifiye edilerek gelistirilmis ve analitik yontemin validasyonu
basartyla tamamlanmistir. Galunisertibin henliz aday bir ila¢ molekiilii olmasi
sebebiyle, HPLC analizine iliskin literatiirde sinirli sayida veri yer almaktadir. Ding
ve arkadaglar1 (166) tarafindan gerceklestirilen HPLC analizinde galunisertib icin
maksimum absorbans (Amax) 235 nm’de elde edilmistir. Galunisertib i¢in ii¢ boyutlu
UV spektrum incelemesi (Sekil 4.1., s.87) sonucu elde edilen Amax degerinin (242 nm)
literatiir ile uyumlu oldugu belirlenmistir. Keskin ve diizgiin bir pike sahip olan
galunisertibin alikonma zamani 1,608 dakika olarak bulunmustur. Caligmalarda tercih
edilen kolonun (C14 alkil zincirine gomiilii bir polar amid grubu iceren ters faz kolon)
boyunun kisa olmast (75 mm) ve sabit fazin fonksiyonellestirilmis alkil gruplar
igermesi sebebiyle alikonma siiresinin kisa olmasi beklenen bir durum olup, zaman ve
¢cOziicii kaybi acisindan {stiinlik saglamaktadir. 0,1-100 pg/mL konsantrasyon
araliginda gerceklestirilen dogrusallik caligmalari sonucunda, ¢alisilan standart ¢ozelti
konsantrasyonlari ile HPLC analizi sonucu elde edilen pik alanlar1 arasinda dogrusal
bir orant1 oldugu tespit edilmistir. Analize iligkin bulgular Sekil 4.3.’te (s.88) verilmis
olup galunisertibin kalibrasyon dogrusu igin korelasyon katsayisi (r*) degeri 0,999
bulunmustur. Literatiirde de bildirildigi (253) iizere, > degeri 1’e ne kadar yakinsa,
konsantrasyon ve pik alanmi arasindaki iliski o kadar gii¢liidiir. Sonugta elde edilen
bulgular dogrultusunda calisan konsantrasyon araligi i¢in HPLC ydOnteminin

dogrusallig1 gosterilmistir. Dogruluk calismalar1 diisiik, orta ve yiiksek (0,5-50-100
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pg/mL) olmak tizere kalibrasyon araliginda bulunan ii¢ farkli konsantrasyonda
gerceklestirilmis ve % geri kazanim degerlerinin, Tablo 4.1.’de (s.89) verildigi iizere
% 81-102 arasinda oldugu goriilmiistiir. Geri kazanim degerlerinin, 100 ppm i¢in %
90-107; 10 ppm, 1 ppm ve 100 ppb icin % 80-110 araliginda olmasi gerektigi
bildirilmistir (240, 241). Gereg¢ ve yontem boliimiinde verilen Formiil 3.1. kullanilarak
yapilan hesaplamalara gore, galunisertib i¢in giin i¢i ve giinler aras1 geri kazanim
degerleri sinirlar dahilinde bulunarak, gelistirilen miktar tayini yonteminin dogrulugu
gosterilmistir.

Yontemin kesinligi diisiik, orta ve yiiksek (0,5-50-100 pg/mL) olmak iizere
kalibrasyon araliginda bulunan {i¢ farkli konsantrasyonda, tekrarlanabilirlik ve tekrar
elde edilebilirlik parametreleri ile degerlendirilmistir. Tekrarlanabilirlik ve tekrar elde
edilebilirlik ¢calismalar1 kapsaminda elde edilen bulgular Tablo 4.2. ve Tablo 4.3.’te
(s.90) sunulmustur. Ug konsantrasyon arali§i icin hesaplanan % varyasyon
katsayilarinin % 2’ye esit veya daha kiiclik olmasi beklenmektedir (254).
Degerlendirilen her iki parametre icin de varyasyon katsayilar1 en fazla % 2,2 olarak
belirlenmis ve yontemin tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirliginin (giin ici ve
giinler aras1) saglandigi tespit edilmistir.

Ozgiinliik c¢aligmalar1 kapsaminda formiilasyonda kullanilan yardimci
maddeler olan PVA ve PLGA tiirevlerinin (PLGA, PLGA-His, PLGA-PEG-Mal)
formiilasyonda kullanilan konsantrasyondaki ¢ozeltileri ve salim ortami bilesenleri ile
HPLC analizi gerceklestirilmistir. Bu analiz sonucunda, DMSO (tR: 0,62 dk) piki
haricinde polimerlere ve tampon tuzlarina iligskin herhangi bir pik gézlenmemis olup,
enkapsiilasyon etkinligi ve salim ¢aligmalar1 kapsaminda elde edilen etkin madde
pikleri ile girisim olmayacagi, gelistirilen yontemin galunisertib i¢in 6zgiin oldugu
tespit edilmistir.

Duyarlilik ¢aligmalar1 kapsaminda, etkin maddelerin en diisiik konsantrasyonu
icin (0,1 pg/mL) elde edilen kromatogram kullanilarak, HPLC nin yazilim1 yardimryla
galunisertib i¢cin LOQ degeri 42,64 ng/mL, LOD degeri 12,79 ng/mL olarak tespit
edilmistir. Gelistirilen HPLC yontemi ile ng (nanogram) seviyesinde hassas ve dogru
bir sekilde dl¢lim yapilabildigi gosterilmistir. Stabilite ¢aligmalar1 kapsaminda etkin
maddelerin 0,5-5-100 pg/mL konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlanmig ve 21-25

°C’de (laboratuvar kosullar1) 24 saat bekletildikten sonra analiz edilmistir. Analizlere
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iligkin sonuclar Tablo 4.4.’te (s.92) sunulmus olup analiz baglangic1 ve 24 saatte
yapilan analizler arasinda anlamli fark olmadigi (VK<% 2, p>0,05), galunisertibin

analiz siiresi boyunca kararl kaldig1 gosterilmistir.

5.2. Nivolumabin Fragmantasyonu ve Miktar Tayini Yontemi

Gelistirilmesi

Nivolumabin fragmantasyon calismalari kapsaminda, uygun pH ve sicaklik
kosullarinda IdeS enzimi ile inkiibasyon yapilmistir. Elde edilen F(ab’), ve Fc
fragmanlari, SDS-PAGE jel analizi ile incelenmis ve sonugta Sekil 4.5.’te (s.93) 3
numarali alanda goriildiigli iizere biitiin antikordan (~170-175 kDa seviyesinde
gozlenen bant) farkli konumlarda iki ayr1 bant gézlenmistir. Antikor yaklagik 150 kDa
agirhiginda olmasina ragmen, jel {izerinde ilerlemekte zorlandig1 i¢in 180 kDa’a yakin
bir konumda bant verdigi tespit edilmistir. Bu duruma benzer sonuglar indirgen
olmayan SDS-PAGE jel elektroforez analizinde gozlenebilmektedir (220). Enzimle
inkiibe edilmis numunenin oldugu boliimde (3 numara) biitiin antikora iliskin bant
olmamasi, fragmantasyon isleminin % 100 verimle basarildigini gostermektedir. 3
no’lu numune ayrintili incelendiginde, ~100 kDa seviyesinde F(ab’), ve ~27-30 kDa
seviyesinde Fc bantlart gozlenmistir. Fragmanlarin yaklasik molekil agirliklart
dikkate alindiginda, enzimin dogru bolgeden kesim yaptigi dogrulanmistir. Sonug
olarak, fragmantasyon basariyla gerceklestirilmis ve analiz sonuglart literatiirle
uyumlu bulunmustur (255, 256).

BSA ve fragmante nivolumaba iliskin kalibrasyon dogrular1 (Sekil 4.8. ve 4.9.,
5.96) incelendiginde korelasyon katsayilar1 1’e oldukca yakin bulunmus, bu durum
caligilan aralikta konsantrasyon ve absorbans degerleri arasinda dogrusal bir iliski
oldugunu gostermistir. Dogrusalliga ek olarak, oldukc¢a diisilk konsantrasyon
araliginda (1-200 ppm) hassas bir miktar tayini gerceklestirilebilmistir. Nivolumab,
tezin ilk bolimiinde fragmante olarak kullanilmis ancak hiicre kiiltiirii calismalarinda
diisiik immiin yanit tespit edilmis, sonrasinda biitiin antikorla caligmalara devam
edilmistir. Biitlin antikor i¢in sandvi¢ ELISA ydntemi ile miktar tayini yapilmistir.
Tablo 4.5. incelendiginde (s.97) elde edilen egrinin 1 degeri 1 bulunmus olup, ¢alisilan
konsantrasyon araliginda analiz sonuglarmin dogrusal olacagi kanitlanmistir. MSE,

tahmin edilen sonuglarin gercek sayidan ne kadar farkli olduguna iligkin bilgi
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vermektedir. Analiz sonucunda elde edilen ortalama kare hatasi (MSE) degerinin ¢ok
kiiclik olmasi (0,00005), ELISA ile miktar tayininde gergek degerlere olduk¢a yakin
sonuglar elde edilebilecegini gostermektedir. Standart sapma ve varyans degerleri de
0’a oldukc¢a yakin bulunmus olup, bilindigi lizere bu degerlerin kii¢iik olmasi1 analiz
sonuclarinin giivenilirligini artirmaktadir. Sonug olarak, elde edilen kalibrasyon egrisi
ile nanopartikiillere enkapsiile olan ve nanopartikiilden salinan biitiin haldeki
nivolumab miktari, boliim 4.10.2.”de verilen grafiklerde oldugu gibi giivenilir verilerle

analiz edilebilmistir.
5.3. Polimerik Nanopartikiillerin Uretimi ve Karakterizasyonu

Kiiresel nanopartikiiller ¢ift emiilsifikasyon/¢oziicii buharlagtirma yontemiyle
basarili bir sekilde iiretilmis, ardindan farkli sekilli PLGA temelli nanopartikiiller,
daha 6nce boliim 3.2.4.’te belirtildigi sekilde film germe yontemi ile hazirlanmistir.
Deney sonuglari, nanopartikiil seklindeki degisimin filmin germe oraniyla kontrol
edilebilecegini gdstermektedir. Tez kapsaminda modifiye edilen film germe iglemi,
nanopartikiillerin genis bir en-boy oraninda iiretilmesini saglamasina ragmen (86),
diisiik zeta potansiyel degerleri, nanopartikiile yiiklii ilacin bir kisminin ¢oklu yikama
islemlerinden dolay1 kaybedilmesi, yiiklii ilacin saliminda azalma gibi baz1 sakincalar
icermektedir. Hazirlanan farkli sekillerdeki nanopartikiillere iligkin karakterizasyon

calismalari, alt basliklarda ayrintili olarak tartigilmigtir.

5.3.1. Partikiil Boyutu, Polidispersite Indeksi ve Zeta Potansiyelin

Degerlendirilmesi

Nanopartikiil tiretimini takiben yapilan ilk karakterizasyon ¢alismasi, partikiil
boyutu ve zeta potansiyeli dl¢limiidiir. Partikiil boyutu 6l¢iimiinde en sik kullanilan
yontem dinamik 1s1k sacilimi (DLS) metodu olup, tez kapsaminda bu ydntem
kullanilarak  analizler —gerceklestirilmistir. Dinamik 1s1k  sacilimi, kiiresel
nanopartikiiller i¢in optimize bir yontemdir (257). DLS analizinin teorik varsayimina
gore, boyutu Olgiilen partikiille ayni ortalama difiizyon katsayisina sahip olan
kavramsal bir kiirenin ¢ap1 tanimlanabildigi i¢in kiiresel olmayan nanopartikiiller igin
Olciilen hidrodinamik ¢aplar, genellikle ger¢ek boyutlarla tutarli olmamaktadir (253,
254) Dolayisiyla, gerceklestirilen deneylerde cubuk ve eliptik disk seklindeki
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nanopartikiillerin partikiil boyutu o6l¢iimlerinin asil amaci, nanopartikiil seklinde
degisim saglanip saglanmadigina iligkin kestirim yapilmasi ve bu sayede yliksek
maliyetli olan SEM ve TEM analizleri i¢in se¢ilecek numunelerin daha dogru bir
sekilde belirlenebilmesi olmustur.

Farkl1 geometrik sekillerdeki bos ve etkin madde yiiklii nanopartikiillere iligskin
partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerlerine iligkin Tablo 4.6.
(s.98) incelendiginde kiiresel nanopartikiillere kiyasla daha biiyiik ve farkli boyutlarda
cubuk ve eliptik disk seklinde oldugu varsayilan nanopartikiiller tespit edilmistir
(p<0,05). Etkin madde i¢cermeyen, bos KNP, CNP ve EDNP’lere iliskin partikiil
boyutlart sirastyla 163,2+0,70 (AR:~1,0), 375,5£3,55 (AR: 4,0+0,5) ve 294,3+1,60
nm (AR: 7,5+0,5) olarak Olgiilmiustiir (Sekil 4.11., 4.13., 4.15., s.99-101). DLS
yonteminin ¢alisma prensibi, dispersiyon ortami igerisinde Brownian hareketi yapan
kiiresel partikiillere gonderilen 1sinlarin sagilma agisi yardimiyla hidrodinamik ¢apin
Olciilmesidir (258). En-boy oranindaki degisikligin (CNP ve EDNP) numunelere
gonderilen lazer 1sinlarinin, kiiresel nanopartikiillere kiyasla daha farkli agilarla
sacilim yapmasina neden oldugu ve bu sebeple ortalama partikiil boyutunda bir artisa
neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu duruma benzer ¢aligmalar literatiirde mevcuttur.
Omegin tez calismalarimiza benzer sekilde, Choi ve arkadaslar1 (89) tarafindan
paklitakselin PLGA nanopartikiillerine yiiklendigi ve film germe yontemi ile kiiresel
nanopartikiillerden iki farkli sekilde nanopartikiiliin tiretildigi bir ¢alismada, DLS
yontemi ile analiz sonucunda elde edilen ortalama partikiil boyutularinin germe orani
ile iligkili olarak yaklasik 152 nm’den 204 nm ve 257 nm’ye ulastig1 tespit edilmistir.
Amini ve arkadaglariin (197) gerceklestirdigi bir diger arastirmada imipenem ile
fonksiyonellestirilmis kiiresel ve cubuk seklinde altin nanopartikiiller {iretilmis, sekil
degisikligi DLS ve TEM yontemleri ile incelenmistir. DLS sonuglar1 incelendiginde
kiiresel altin nanopartikiillerin ortalama partikiil boyutlar1 yaklasik 10-15 nm iken daha
yiiksek en-boy oranina sahip ¢ubuk seklindeki nanopartikiillerin boyutlar1 40-55 nm
olarak 6l¢iilmiistiir. Nano ZS sonuglar sekil degisimine yonelik bir ngdrii olup, TEM
analizi ile tiretilen NP’lerin sekli dogrulanmistir. Farkli sekildeki nanopartikiillerin
tiretiminde oncii olan Mitragotri ve grubu tarafindan yapilan bir diger ¢caligmada (259)
ise kiiresel polistiren nanopartikiiller iretilmis ve takibinde film germe yontemiyle

cubuk ve disk sekline doniistliriilmiistiir. DLS analizi ile elde edilen ortalama partikiil
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boyutlari sirasiyla kiiresel, gubuk ve disk sekli i¢in 245 nm, 394 nm ve 293 nm olarak
bildirilmis olup, calismalarimizla benzer boyut artiglar1 gdzlenmistir. Literatiir
orneklerinden de anlagilacag iizere, ozellikle kiireselden hareketle farkli sekillerde
NP’lerin hazirlandigr yontemlerde (6rnegin; film germe yoOntemi) NP boyutu
degismektedir, dolayisiyla DLS analiz sonuglart sekil degisiminin basariyla
saglandigina iligkin bir gosterge niteligindedir. Nanopartikiillere galunisertib ve
fragmante nivolumab yiiklenmesini takiben DLS analizleri tekrarlanmis ve etkin
madde yiiklemenin tiim sekiller i¢in partikiil boyutu lizerinde bir artisa neden olmadigi
(p>0,05) belirlenmistir. Polimerik nanopartikiillerde etkin maddeler polimerin ags1
yapist icerisine enkapsiile oldugu i¢in, boyutta artig olmamasi beklenen bir durumdur.
Nanopartikiillerdeki sekil degisimini dogrulamak amaciyla bos nanopartikiiller i¢in
ayrica TEM analizi gergeklestirilmis, sonuglarin yorumlanmasi bolim 5.3.3.’te
yapilmistir.

Ilag tastyici sistem olarak nanopartikiilerin PDI degerinin 0,2’den kiiciik olmasi
nanopartikiill ~dispersiyonunun monodispers bir dagilima sahip oldugunu
gostermektedir (243, 260, 261). Tablo 4.6.’da yer alan PDI degerleri incelendiginde:
kombine etkin madde yiikli c¢ubuk nanopartikiiller (PDI: 0,37) hari¢ tim
nanopartikiiller i¢in PDI<0,2 kosulunun saglandigi (0,04 ila 0,22 araliginda) yorumu
yapilabilir. Kiiresel olmayan nanopartikiillerin PDI degerindeki artigin (p>0,05) {iretim
yontemi ve filmin uzaklagtirilmasi amaciyla yapilan c¢oklu santrifiij islemlerinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Patil ve arkadaslarinin (262) yaptigi benzer bir
calismada emiilsifikasyon/coziicii buharlastirma yontemiyle hazirlanan kiiresel
polimerik (Eudragit® S100) nanopartikiillerinden hareketle film germe yontemiyle
cubuk benzeri nanopartikiiller tiretilmis, iki farkli sekil i¢in partikiil boyutu ve PDI
degerlerindeki degisim DLS yontemi ile incelenmistir. Nanopartikiillerin hem boyut
(86,29 nm’den 552,4 nm’ye) hem de PDI degerindeki artisin (0,09°dan 0,293’¢)
caligmalarimizla uyumlu oldugu bulunmustur. Partikiil boyutu ve PDI degerindeki
artis, kiiresel NP’lerin film germe islemi sirasinda cubuk benzeri sekle doniistiiriilmiis
olabilecegini diisiindiirmiis olup, sekil degisimi SEM ve TEM analizleri ile
dogrulanmustir.

Zeta potansiyeli, kolloidal sistemlerin stabilitesi i¢in dnemli bir parametre

olup, kiiresel, ¢ubuk ve eliptik disk sekline sahip nanopartikiil formiilasyonlarinin zeta
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potansiyelleri Malvern Nano ZS ile tayin edilmis ve Sekil 4.12., 4.14., 4.16.’da (5.99-
101) sonuglara iligkin grafikler verilmistir. Zeta potansiyelin mutlak degerinin yiiksek
olmasi, dispersiyon ortaminda bulunan ayni yiiklii partikiillerin birbirini iterek
agregasyonun Oniine gecilmesi acisindan onemlidir. Yiksek stabilite icin zeta
potansiyelinin +25 mV’tan biiyiik olmas1 (263) (baz1 kaynaklara gore £30 mV (264,
265)) onerilmektedir (263). Bos nanopartikiillerle elde edilen zeta potansiyel degerleri
kiiresel nanopartikiiller i¢in en yiiksek iken (-18,3 mV), eliptik disk sekline sahip
nanopartikiillerde bu degerin daha diisiik oldugu (-12,9 mV) tespit edilmistir (p>0,05).
Bu durum literatiir ile uyumlu bulunmustur. Ornegin, Cao ve grubu (195) tarafindan
tiretilen kiiresel PLGA nanopartikiilleri film germe ydntemi ile ¢ubuk sekline
dontstiiriilmiis ve zeta potansiyelin yaklasik -40 mV’den -18,5 mV olarak diistiigi
(mutlak deger olarak) belirlenmis, bu durumun da iiretim yonteminden kaynaklt NP
ylizeyinde kalan PVA kalintilarindan olabilecegi belirtilmistir. Genel olarak ii¢ sekil
icin zeta potansiyeli degerleri yiiksek stabilite i¢in verilen degerin disinda olmakla
birlikte, modifiye polimer yapisinda bulunan PEG’in, PLGA nin negatif yiikiinii (266-
268) notral degerlere kaydirmasi nedeniyle daha diisiik degerler elde edilmistir (269).

Deney sonuclarimizi destekleyen bir literatlir 6rnegi olarak, Pamujula ve
arkadaslar1 (270) tarafindan meme kanserinde kullanilmak amaciyla hazirlanan PLGA
nanopartikiilleri verilebilir. Bu ¢alismada, ¢esitli oranlarda (% 5, 10, 15) PEG igeren
PLGA (50:50) nanopartikiilleri ¢ift emiilsifikasyon/¢oziicli buharlastirma yontemiyle
hazirlanmis ve Nano ZS ile zeta potansiyelleri incelendiginde sadece PLGA ile
hazirlanan nanopartikiillerin -26,24 mV gibi yiliksek bir zeta potansiyele sahip
olmasinin yaninda, % 15 diblok PEG iceren PLGA nanopartikiillerinin -2,8 mV gibi
neredeyse notral bir degere sahip oldugu tespit edilmistir. Zeta potansiyeli en diisiik
olan PEGile PLGA nanopartikiiller ayn1 zamanda en diisiik partikiil boyutuna (114
nm) sahip olmasindan kaynakli, meme kanseri hiicrelerine (4T1) en yiiksek alimi
gostermistir.

KNP ve EDNP formiilasyonlarinin zeta potansiyeli anyonik iken (mutlak deger
>10 mV), CNP yaklasik olarak notrdiir (mutlak deger <10 mV). Yikama islemleri
sonras1 nanopartikiil yiizeyinde kalan yiizey aktif madde (PVA) zeta potansiyeli
etkileyebilmektedir. PVA igeren film kullanilarak hazirlanan CNP ve EDNP’lerin,
PVA’da bulunan hidroksil gruplar1 (-OH) nedeniyle kiiresel nanopartikiillere kiyasla
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daha diisiik bir zeta potansiyel degeri gostermis oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum
yukarida da bahsedildigi iizere literatiirle uyumlu bulunmustur (195). Sonuglar
neticesinde, PVA kalintilarinin uzaklastirilmasi amaciyla film germe sonrasi yikama
islemlerinin artirilmasi gerektigi tespit edilmistir. Boliim 4.4.5.°te de goriildiigii lizere
(s.107 ve s.108) CNP ve EDNP’lerde salim KNP’lere kiyasla diisiik olup, yikama
prosediirii sayisinin artirilmast (>4 kez) yiklii ilacin daha fazla kaybina ve
nanopartikiillerde agregasyon problemine sebep oldugu icin yikama prosediiriinde
degisiklik yapilmamaistir. Nano ZS’nin 6lglim prensibi, hem partikiil boyutu hem de
zeta potansiyeli agisindan kiiresel sekiller i¢in optimize oldugu i¢in farkl sekillerdeki
nanopartikiillerin zeta potansiyeli 6l¢limiine yonelik elektroakustik 6l¢iim yontemi

tercih edilerek daha kesin sonuglar elde edilebilir (271, 272).

5.3.2. Enkapsiilasyon  Etkinligi ve Yiikleme Kapasitesinin

Degerlendirilmesi

Nanopartikiillere yiiklenen etkin madde miktarlarinin belirlenebilmesi ve bu
sayede tezin ileri asamalarinda gergeklestirilecek in vitro ve in vivo caligmalarda
kullanilacak nanopartikiil dozunu 6ngoérmek amaciyla enkapsiilasyon etkinligi ve ilag
yiikleme kapasitesi calismalar1 gergeklestirilmistir. Nivolumab fragmani ve
galunisertib yiiklii PLGA temelli nanopartikiiller i¢in elde edilen sonuglar Tablo
4.7.de (s.102) verilmistir. Galunisertibin, heniliz onay almis bir preparati olmamasi
sebebiyle literatiirde sinirli sayida nanoboyutlu ilag tasiyici sisteme yiikleme ¢alismasi
bulunmaktadir (273-275). Galunisertibin PLGA nanopartikiillerine yiiklenmesine
iligkin bir ¢alisma olmadig: i¢in elde edilen enkapsiilasyon etkinliklerinin literatiirle
kiyaslamasi1 yapilamamistir. Ancak, enkapsiilasyon etkinliginin in vivo doz i¢in yeterli
oldugu ileri calismalarda (in vitro salim ve hiicre kiiltiirii caligmalari) tespit edilmistir.
Galunisertibin nanosisteme enkapsiile edildigi nanosistemler genellikle lipit yapil
(274, 276) olmakla birlikte polimerik yapili matrikslerin kullanildig1 ¢aligmalar da
bulunmaktadir. Ornegin Huang ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada (275)
kolorektal kanser tedavisinde kullanilmak iizere galunisertib ve Klorin €6 molekiilleri
ve PEG-blok-poli (2-diizopropilmetakrilat) di blok kopolimeri kullanilarak
nanopresipitasyon yontemi ile polimerik nanopartikiiller hazirlanmis ve galunisertibin

yiikleme kapasitesi ¢caligmalarimiza benzer sekilde diistik (% 3,35) bulunmustir.
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Antikorlarin nanopartikiillere yiiklenmesi son 10 yilda yaygin hale gelmis ve
antikorun hedef bolgeye ulasana kadar dayanikli kalmasin1 saglamak amaciyla bir
strateji  olarak polimerik nanopartikiiller kullanilmistir.  Antikorlar, biiytik
boyutlarindan dolay1 (~150 kDa (277)), kiiclik molekiillere kiyasla nispeten diisiik ve
degisken enkapsiilasyon etkinliklerine sahiptir. Ek olarak, antikorlarin tedavi edici
dozu diisiik oldugu i¢in % yiikleme kapasitesi 6l¢timiinde birim doniisiimii yapilmasi
(ng’dan mg’a) sonuclarin ¢ok diisiilk ylizdede olmasina neden olmaktadir (278).
Ormegin, Ordikhani ve arkadaslar1 (72) tarafindan anti-PD-1 yiikli mPEG-PLGA
(50:50) nanopartikiilleri ¢ift emiilsifikasyon/¢oziicii buharlastirma yontemiyle
hazirlanmis ve enkapsiilasyon etkinligi ~% 26,2 bulunmustur. Colzani ve arkadaslar
(279) tarafindan yapilan benzer bir ¢calismada ise trastuzumab (MA: 148 kDa) yiikli
PLGA (50:50) nanopartikiilleri ¢ift emiilsifikasyon/¢oziicii buharlastirma yontemi
hazirlanmis ve enkapsiilasyon etkinliklerini % 37,5, yiikleme etkinliklerini ise % 2,9
olarak hesaplamislardir. Aymi1 yontemle (¢ift emiilsifikasyon) hazirlanan PLGA
(50:50) nanopartikiillere bevasizumabin yiiklendigi bir diger ¢alismada (280) ise
enkapsiilasyon etkinligi % 82,5 bulunurken, ila¢ yiikleme kapasitesi % 1,62
bulunmustur. Tez kapsaminda antikor fragmani ile ¢alisilmasinin en 6nemli tercih
sebeplerinden  birisi nanopartikiillere daha yiiksek %’de etkin madde
enkapsiilasyonunu saglamaktir. Bu strateji ile galunisertibin de yiikleme etkinliginin
artirilmasi planlanmistir. Nivolumab i¢in literatiirde F(ab’), fragmaninin nanosisteme
yiiklendigi bir ¢caligmaya rastlanmamigtir. Bu durum, tezin 6zgiin yanlarindan birisini
olusturmaktadir. Literatiir incelemesi yapildiginda, fragmante antikorlarin ¢cogunlukla
hedefleme ligand1 olarak tercih edildigi goriilmektedir (112, 281-283). Yakin
zamanda, literatiirde, fragmante antikorlarin enkapstilayonuna iligskin ¢alismalarin da
yapilmaya bagladig1 goriilmektedir (284).

Nivolumab F(ab’): fragmanimin enkapsiilasyon etkinligi (% 59,20)
galunisertibe (% 9,59) kiyasla anlamli sekilde yiiksek bulunmustur. Bu durumun
sebebi, nivolumabin i¢ su fazina eklenmesi, dolayisiyla dis su fazi ile arasinda olusan
organik faz engeli sayesinde maddenin dis faza kagma olasiliginin diismesi olarak
yorumlanmustir (285). Yiikleme kapasitesi degerleri incelendiginde ise, yliksek

enkapsiilasyon degerine ragmen yukarida bahsedildigi lizere antikorlarin diisiik dozda
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kullanim1 sebebiyle diisiik yiikleme kapasitesi (~ % 0,2) degerleri gozlenmistir. Bu
duruma benzer drnekler literatiirde mevcuttur. Ornegin, Gdowski ve arkadaslar (278)
tarafindan hazirlanan PLGA (50:50) nanopartikiillerine Annexin A2 antikorunu
yiiklemis ve enkapsiilasyon etkinligini % 16-22 arasinda bulmasina ragmen, yiikleme
kapasitesi degerleri % 0,3-1,12 arasinda bulunmustur. Benzer bir ¢alisma Caputo ve
arkadaslar1 (286) tarafindan gerceklestirilmis, trastuzumab yiikli PLGA (50:50)
nanopartikiiller icin EE ve YK degerleri sirasiyla % 58,7 ve % 1,4 bulunmustur.

Tiim bu tartigmanin yaninda ii¢ farkli seklin EE% ve YK% degerleri
kiyaslandig1 zaman, her iki etkin madde i¢in CNP ve EDNP iiretiminde yer alan ¢oklu
yikama islemleri sebebiyle nanopartikiillere yiiklii/adsorbe olan etkin maddede bir
miktar kayip (p>0,05) gézlenmistir. Sonug olarak kiiresel nanopartikiiller icin EE% ve
YK% degerleri, in vitro salim sonuglart (Sekil 4.21. ve 4.22., s.107 ve s.108) da
dikkate alinarak hiicre kiiltiirii calismalari i¢in yeterli ve uygun bulunmus olup, CNP
ve EDNP’nin EE ve YK degerleri uygun olmasina ragmen, salim sonuglar1 dikkate

alinarak sonraki agsamalar i¢in yetersiz etkinlik gézlenebilecegi dngdrillmiistiir.
5.3.3. Morfolojik Analiz

Tez kapsaminda, farkli sekillerdeki nanopartikiillerin goriintiilenmesi TEM
analizi ile gerceklestirilmistir. Sekil 4.17.°deki (s.103) goriintliniin incelenmesi
sonucunda, PLGA kiiresel nanopartikiillerinin diizgiin yiizey morfolojisine sahip
olduklar ve kiiresel/kiiresele yakin sekil gosterdikleri belirlenmistir. Nano ZS ile elde
edilen kiiresel partikiill boyutlar1 (~178 nm) ile TEM goriintiilerindeki olcek
kullanilarak 6lgiilen boyutlar kiyaslandiginda, beklendigi sekilde TEM ile daha kiiciik
boyutlar elde edildigi (~130-140 nm) tespit edilmistir. DLS yontemi ile nanopartikiiliin
bir dispersiyon ortami ig¢indeki diflizyon katsayisi baz alinarak hidrodinamik cap
Olclimii yapilmasi ve ¢ok sayida partikiil boyutu incelenerek sonuglarin ortalama deger
olarak verilmesi bu farklili§in nedeni olarak verilebilir. Buna karsilik TEM analizinde
az sayida partikiil incelenmesi, partikiillerin kuru ve tek haldeki geometrik
boyutlarinin 6l¢limiiniin yapilmast da boyut farkinin sebeplerindendir (287, 288).
Ornegin, nanopartikiilin DLS yoénteminde kisa veya uzun kenarma gore
konumlanmasi, sagilan 1s1in agisin1 dogrudan etkiledigi i¢in kiiresel NP’lerdeki gibi

tek tip bir sagilim gérmek miimkiin olmamaktadir. Cubuk ve eliptik disk seklindeki
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nanopartikiillere iligkin TEM goriintiileri incelendiginde (Sekil 4.18 ve 4.19., s.104)
her iki seklin basariyla tretildigi dogrulanmigtir. Hem ¢ubuk hem de eliptik disk
seklindeki nanopartikiillerin partikiil yiizeyindeki kalintilarin film iiretiminde
kullanilan PVA’ya iliskin oldugu, yikama islemine ragmen bir miktar PVA’nin NP

ylizeyinden uzaklastirilamadig diistintilmektedir.
5.3.4. DSC Analizi

Nanopartikiillerin in vitro karakterizasyon ¢alismalar1 kapsaminda, DSC
analizi ile termal 6zelliklerinin belirlenmesi ve etkin madde enkapsiilasyonlarinin
dogrulanmas1 gergeklestirilmistir. Elde edilen termogramlar, polimerik matriks
icindeki etkin madde-polimer etkilesimini tespit etmek amaciyla kullanilmistir. Sekil
4.20.de (s.105) verilen DSC termogrami incelendiginde, etkin maddelerin fiziksel
karigiminda (yesil renkli termogram), 218,22 °C’de nivolumab fragmani; 241,0 °C’de
ise galunisertibe iligkin erime pikleri (etkin maddenin erimesine bagl ekzotermik pik
(289)) goriilmektedir. Analiz sonucunda, galunisertib (245) ve nivolumab i¢in elde
edilen erime pikleri literatiirle uyumlu bulunmustur. Galunisertibin monohidrat
formunun literatiire benzer sekilde 130-135 °C arasinda verdigi pikin dehidratasyona
ve faz gecisine bagli oldugu tespit edilmistir (290). Bu pik zayif da olsa bogs NP-etkin
madde fiziksel karistminda (mavi renkli termogram) gdzlenmekle birlikte,
nanopartikiillerde enkapsiilasyona bagl olarak kaybolmustur. Literatiirde, antikorlar
icin genellikle 70-90 °C’de erime pikleri gdozlenmekte (291, 292) ancak antikorun
biitlin veya fragmante halde olmasi erime derecesini degistirmektedir (293).
Nanopartikiil numunesinde (kirmizi renkli termogram) etkin maddelere 6zgii piklerin
bulunmadig1 gozlenmistir. Bu durum enkapsiilasyonun basartyla gergeklestigini

gostermektedir (294, 295).
5.3.5. In Vitro Salim Calismalari

72 saat siiresince gerceklestirilen salim ¢alismasi sonucu elde edilen profiller
degerlendirildiginde, kiiresel nanopartikiillerden hem galunisertib (Sekil 4.21., s.107)
hem de nivolumabin (Sekil 4.22., s.108) ¢ubuk ve eliptik disk sekilli nanopartikiillere
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir farkla (p<0,05) yiiksek salim1 gdzlenmistir. Bu

durumun birincil sebebi, farkli sekillerde nanopartikiillerin iiretimi sirasinda yapilan
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coklu yikama islemleri sonucu nanopartikiile enkapsiile ve/veya adsorbe olan etkin
maddelerin bir bolimiiniin kaybedilmesidir (89). Sonuca yonelik, kombine etkin
madde yiikli CNP ve EDNP’lerden germe islemi sonrasi yapilan yikama
islemlerinden elde edilen siipernatanlar toplanarak analiz edilmis ve yikamada
kaybedilen etkin madde miktarlari, baglangigta enkapsiile olan etkin madde miktarinin
~% 5’1 olarak Olciilmustiir. Farkli sekillerdeki nanopartikiillerin yiizeyindeki PVA
tabakasinin yikama ile tamamen uzaklastirilamadigi, bu sebeple nanopartikiillerin
ylizeyinde kalan PVA’nin salim i¢in bir sterik engel olusturdugu da diisiiniilmektedir
(195). Ek olarak, partikiil seklinin herhangi bir iiretim yonteminden bagimsiz salim
profilinde farklilik olusturdugunu gosteren ¢aligmalar da bulunmaktadir (89, 296-298).
Ornegin, Yan ve arkadaslari (297) tarafindan tiimér tedavisinde kullanilmak iizere
hazirlanan ¢ubuk ve kuyruklu yildiz seklindeki hidroksikamptotesin yiiklii PEG-b-
PLGA nanopartikiilleri hazirlanmis ve diyaliz membran yontemi ile pH 7.4
kosullarinda salim ¢alismasi gergeklestirilmistir. Polimerik kabuk sebebiyle kontrollii
ve uzun siireli salim saglayan NP’ler i¢in elde edilen salim profilleri incelendiginde,
400. saatin sonunda nanogubuklardan yiikli ilacin % 90 salimi1 gergeklesirken,
kuyruklu yildiz seklindeki NP’lerden salimin % 70’lerde kaldigi gozlenmistir. Bir
diger caligmada, Gharebaghi ve grubu (298) meme kanseri tedavisi amaciyla
metotreksat yiikli kiiresel ve solucan benzeri sekilde PEGile polikaprolakton NP’ler
hazirlamis ve diyaliz membran yontemi ile pH 7,4 kosullarinda salim analizi
gergeklestirmistir. Solucan benzeri NP lerin kiimiilatif salimda platoya 120 saat iginde
ulastig1, kiiresel NP’lerin ise daha hizli salim yaparak platoya 72 saat i¢inde ulastig
belirlenmistir.

Antikor, peptit/protein gibi makromolekiillerin enkapsiile/konjuge oldugu
PLGA nanosistemlerle yapilan salim ¢alismalari incelendiginde, birkag¢ haftaya kadar
uzayabilen salim profilleri gdzlenmistir (278, 299, 300). Tez kapsaminda nivolumabin
salim profilini iyilestiren yaklasimlardan faydalanilmistir. Ornegin, ¢alismalarimiz
kapsaminda tercih edilen polimer bilesimi hidrofobik yapidaki galunisertib ve
hidrofilik yapidaki nivolumabin optimum salimini saglayacak sekilde (50:50
PLA:PGA, PEGile) secilmis ve {i¢lii polimer bilesimi etkin maddelerin optimum
salimin1 saglayacak sekilde belirlenmistir. Ek olarak nanopartikiillerin ylizeyi PEG ile

modifiye ederek hidrofiliklikligi artirilmistir (301). Bir diger yaklasim olan histidin
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konjuge PLGA polimeri sayesinde, tiimor mikrocevresindeki diisiik pH kosullarinda
salim hizlandirilmistir. pH duyarli polimerlerle hazirlanan nanosistemlerin, diisiik
pH’da daha hizli pargalandigi ve etkin madde saliminin pH 7,4 ortamina kiyasla daha
hizli gerceklestigi bilinmektedir (302). Her iki etkin madde i¢in salim profilleri
incelendiginde pH 6,8 ortaminda etkin madde saliminin, pH 7,4 ortamina kiyasla daha
yiiksek oldugu goriilmekte olup, bu durum literatiirle uyumlu bulunmustur (303, 304).
Gelistirilen nanopartikiillerin, in vitro kosullarda diisiik pH’da artan etkin madde
salim1 gostermesi, tiimor mikrogevresini taklit etmesi acisindan degerli bir bulgu
Ozelligi tasimaktadir. Buna ragmen, tek basma in vitro salim sonuglarindan yola
cikilarak salim profili hakkinda kesin bir sonuca ulagsmak miimkiin degildir. Her ne
kadar salim ¢aligmalar1 sirasinda sink kosulu saglanmis olsa da nanopartikiillerin in
vivo uygulamadaki davranisini, fizyolojik etkilesimleri birebir taklit etmek olanaksiz
goriilmektedir. Genellikle, in vitro calismalarla elde edilen sonuglar ile in vivo

calismalar arasinda farkliliklar gézlenebilmektedir (305).

5.4. Farkh Sekillerdeki Nanopartikiillerin In Vitro Sitotoksisite

Cahsmalan

Sekil degisikliginin PLGA nanopartikiillerinin toksisitesini  etkileyip
etkilemedigini arastirmak i¢in planlanan MTT caligmalari, 10-500 pg/mL
konsantrasyon araliginda, 24 ve 48 saat olarak iki zaman noktasinda, L.929 hiicreleri
tizerinde gercgeklestirilmistir. Seklin toksisite lizerine etkisi incelendiginde (Sekil 4.23,
s.109), uygulanan nanopartikiil miktarina bagl olarak her iki zaman noktasinda ii¢
sekil i¢in de tiim konsantrasyonlarda benzer hiicre canliliklart bulunmustur (p>0,05).

Toksisitede sekle bagl fark gozlenmesi i¢in ii¢ grup arasinda hiicre icine
alimlarin farkli olmasi gerekmektedir. Literatiirde benzer sekilde, silika, altin veya
polistiren temelli nanopartikiillerin farkli sekillerinin kiyaslandigi1 calismalarda seklin
kiireselden cubuklara, silindirlere, disklere veya solucan benzeri geometrilere
doniistiiriilmesi hiicre canliligini anlamli derecede etkilememistir (306-309). Ornegin,
Zhao ve arkadaglarinin (296) gerceklestirdigi bir calismada yaklagik 150 nm boyuttaki
etkin madde icermeyen kiiresel (AR:~1), kisa gubuk (AR: ~2) ve uzun ¢cubuk (AR: ~4)
seklindeki mezopor silika nanopartikiillerin insan kolon karsinoma (Caco-2) hiicreleri

tizerindeki toksisiteleri incelenmis ve ii¢ sekil i¢cin de 50-1000 ppm konsantrasyon
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araliginda benzer ve diisliik toksisite profili gozlenmistir. Farkli sekillerdeki
nanopartikiillerin hiicre i¢ine alim siiresi ve miktar1 bazi durumlarda istatistiksel
acidan anlamli farklilik gosterebilmektedir. Bu kapsamda, saglikli hiicreler iizerinde
Ozellikle en-boy orani yiiksek olan nanopartikiillerin kiiresel olanlara kiyasla daha

yavas hiicre i¢ine alindigini gosteren ¢aligsmalar da mevcuttur (279, 280).

5.5. Farkh Sekillerdeki Nanopartikiillerin Hiicre I¢ine Ahminin

Degerlendirilmesi

Kontrol grubu ve farkli sekillerdeki nanopartikiillerin akim sitometri ile analizi
yapilmis ve sonuglar MFI cinsinden sayisal olarak ifade edilmistir (Sekil 4.24., s.110).
MEFI degerleri ti¢ farkli sekil i¢in kiyaslandigi zaman, en yiiksek hiicre i¢ine alimi
kiiresel nanopartikiillerin gosterdigi belirlenmistir. Nanopartikiillerin hiicrelerle
etkilesimi ve endositozu nanopartikiil sekli ile dogrudan iliskilidir (74, 78). KNP’lerin,
CNP ve EDNP’lere kiyasla hiicreler tarafindan daha ytiksek alim orani temas agisi ile
aciklanabilir. Nanopartikiiliin hiicre ile temas eden en genis yiizeyi ile hiicre membrani
arasindaki a¢1 (temas agisi, 0), nanopartikiillerin hedef hiicre icine alimi
amaclandiginda dikkate alinmasi gereken 6nemli bir parametredir. Kiiresel NP’ler tiim
acilardan bakildiginda simetrik bir sekle sahip oldugu icin, temas acgisindan (0)
bagimsiz olarak hiicre i¢ine alinmaktadir. Bununla birlikte, cubuk, eliptik disk, igne
vb. sekillerde olan yiiksek en-boy oranina sahip nanopartikiiller ise uzun ekseni hiicre
membraninda dik konumlandigi zaman hiicreye daha hizli alinirken, uzun eksen
membrana paralel konumlandiginda alim yavaslamaktadir (310). Deney sonuglari
incelendiginde, EDNP’lerin (AR: 7,5+0,5) CNP (AR: 4,0+0,5) ve KNP (AR:~1,0)’lere
kiyasla daha yavas hiicre ig¢ine alinmasi, NP’lerin en-boy oranlar1 arasindaki fark ile
iliskilendirilmistir. Ozellikle, yiiksek AR degerine (~20) sahip partikiiller uzun
eksenleri hiicre membranina paralel olacak sekilde hizalanmakta ve dolayisiyla hiicre
icine alimlari daha yavas olmaktadir (310). Ornegin Zhang ve arkadaslarmin
gerceklestirdigi bir ¢aligmada (83) kiiresel (AR:~1, 90 nm boyut) ve igne (AR: ~18,
30 nm boyut) seklindeki PLGA-PEG nanopartikiillerin insan karaciger kanseri
(HEPG?2) hiicrelerine alim1 incelenmis ve kiiresel NP’lerin igne seklindeki NP’lere
kiyasla hiicre icine iki kattan daha fazla alindig1 belirlenmistir. Tiim bu bilgiler

dogrultusunda, literatiirde aksini gosteren ¢aligmalar (259, 311, 312) olmakla birlikte
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genel goriis; kiiresel nanopartikiillerin gubuk, tiip veya fiber gibi yliksek en-boy oranl
NP’lere kiyasla hiicre i¢ine daha kolay alindig1 yoniindedir (310, 313). Kiiresel sekilli
partikiillerin fagositik hiicreler tarafindan alimi, farkli sekilli NP’lerden daha yiiksek
olmakla birlikte, diger hiicreler (6rnegin; kanser hiicreleri) tarafindan alimi da daha
kolay olmaktadir (314). Tez kapsaminda gerceklestirilen KHDAK hiicreleri igine alim
deney sonuglari, yukarida bahsedilen literatiir 6rneklerini destekler niteliktedir.

Hiicre icine alimin degerlendirilmesi amaciyla ek olarak floresan mikroskop
ile goriintiileme yapilmis ve nanopartikiillerin KHDAK hiicrelerine giris 6zellikleri
kalitatif olarak da tayin edilmistir. Polimerin (mPEG-PLGA-FKR560) floresan
ozelligi kullanilarak elde edilen 1s1ma siddetleri dikkate alindiginda, nanopartikiillerin
KHDAK hiicresi i¢ine girme yetenegi, kiiresel>¢ubuk>eliptik disk seklinde
siralanmaktadir. Bu durum akim sitometri analiz sonuglarin1 destekler nitelikte olup,
kiiresel PLGA nanopartikiillerin A549-Luc2 hiicrelerine giris yeteneginin en yliksek
oldugunu gostermektedir. Nanopartikiillerin hiicrelerle etkilesiminde seklin yaninda
boyut ve zeta potansiyelin de etkisi bulunmaktadir. Hazirlanan nanopartikiiller farkli
boyut ve zeta potansiyellere sahip oldugu i¢in hiicre i¢ine alimda bu iki fizikokimyasal
parametrenin de etkili olma olasilig1 dikkate alinmalidir. Nétral veya zayif yiiklii (<10
mV) NP’lere kiyasla, yiiksek pozitif veya negatif zeta potansiyele sahip NP’ler, ¢esitli
hiicre tiplerinde farkli alim davraniglari gosterebilir (74). Pozitif yiikli nanopartikiiller
hiicre yiizeyindeki negatif yiiklii proteoglikanlara baglanarak hiicresel alima olumlu
yonde etki edebilirken (313, 315, 316) aksine, fagositik hiicreler anyonik NP’lerin
alimin1 daha fazla tercih etmektedir (51). Ancak genel goriisiin aksine, belirli kosullar
altinda, negatif yiiklii nanopartikiiller, yiizeyinde pozitif yiiklii proteinleri tasiyan
hiicrelere baglanabilir ve bu durum bir hedefleme stratejisi olarak kullanilabilir (317).
Bu durumun bir 6rnegi olarak, Patil ve arkadaslar1 (318) tarafindan hazirlanan negatif
yikli (-42,5 mV) seryum oksit NP’lerin, insan akciger adenokarsinom hiicreleri
(A549) tarafindan pozitif ylikli muadillerine (+41,6 mV) kiyasla daha yiiksek oranda
alimi bildirilmistir. Hiicresel membranin negatif yiiklii olmasimna ragmen katyonik
alanlar da bulundurmasinin, negatif zeta potansiyele sahip seryum oksit NP’lerin
belirtilen katyonik alanlara baglanarak hiicre yilizeyinde daha yiiksek oranda
birikmesine sebep oldugu diisiiniilmektedir. Tez kapsaminda, ayni hiicre hatti

kullanarak gerceklestirdigimiz hiicresel alim deneyine iligskin sonuglar incelendiginde,
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en yliksek negatif zeta potansiyel degerine sahip olan kiiresel (Tablo 4.6.) NP’lerin
KHDAK hiicreleri tarafindan en yiiksek oranda alim gostermesi, Patil ve grubu
tarafindan yapilan caligma sonuglarini destekler niteliktedir. EDNP’nin (-12,9 mV)
CNP’ye (-0,62 mV) kiyasla yiiksek negatif zeta potansiyele sahip olmasina ragmen
daha diistik hiicresel alim gostermesinin sebebinin ise NP boyutlarinin farkliligindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Her iki NP’ye iligkin TEM goriintiilerinden hareketle
hesaplanan AR degerleri (EDNP: ~7,5; CNP: ~4,0) kiyaslandig1 zaman EDNP’lerin
uzun kenarimin CNP’ye kiyasla daha biiyiik olmasinin hiicre i¢ine alimi yavaslattigi
distiniilmektedir.

Calismalarimizda ii¢ farkli sekildeki NP’lerin her biri farkli boyutta oldugu i¢in
boyuta bagli bir alim da s6z konusudur. Literatiirde, nanopartikiillerin tiimor hiicreleri
tarafindan boyuta bagli alim gdsterdigini bildiren calismalar mevcuttur (319-322). ilag
tastyicl nanosistemlerde, EPR etkisinden yararlanarak tiimore hedefleme amaciyla
genellikle 50-200 nm boyutlarinda nanopartikiiller tercih edilmektedir (242). Bu
literatiiri  destekleyen bir c¢alisma Choi ve arkadaglarni (319) tarafindan
gergeklestirilmistir. Calismada, farkli boyutlarda (70, 100, 200, 400, 600, 1000 nm)
floresan oOzellikli kumarin-6 yiikli PLGA nanopartikiillerinin epitelyal karsinoma
hiicrelerine alimi (4 sa) incelenmis ve partikiil boyutu kiigiildiik¢e tiimor hiicrelerine
alimin artt1g1, en yiiksek hiicre i¢ine alimin 70 nm boyutuna sahip NP’lerde gozlendigi
belirlenmistir. Bir diger calismada, Tang ve arkadaslar1 (323) tarafindan iki farkh
boyutta (50 ve 200 nm) iiretilen silika nanokonjugatlar1 floresan goriintiileme amaciyla
rodaminle isaretlenmis ve serviks kanser hiicre hatti (HeLa) ile hiicre igine alim
calismalar1 1 saat inkiibasyon siiresi ile gergeklestirilmistir. Sonucta 50 nm
boyutundaki NP’lerin 200 nm’ye kiyasla timor hiicreleri i¢ine aliminin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (p<0,05). Tez kapsaminda hazirlanan farkli sekillerdeki NP’lerle
literatiire benzer sonuclar elde edilmis; sekilden bagimsiz diistiniildiigiinde, en kiigiik
partikiil boyutuna sahip KNP’lerin A549 hiicrelerine alimi en yiiksek bulunmus, en
bliyiik boyuta (TEM goriintiileri dikkate alindiginda) sahip EDNP’lerin alim1 en diisiik
bulunmustur. Sonug olarak, hiicresel alimda deney sonuglarinin degerlendirilmesinde,
nanopartikiillerin en 6énemli fizikokimyasal parametrelerinden olan partikiil boyutu,
zeta potansiyel ve partikiil sekli bir biitiin olarak incelendiginde, sonuglar literatiirle

uyumlu bulunmus olup kiiresel seklin hedefli ilag tasiyict sistem olarak



158

kullanilmasinin stiinliik saglayabilecegi degerlendirilmistir.
5.6. Biyodagilhm Cahsmalar

Biyodagilim caligsmalari, heterotopik timor gelistirilmesini takiben polimer
cozeltisi ile kiiresel, ¢cubuk ve eliptik disk seklindeki NP’lerin CD-1 nude farelere
(n=3) uygulanmasiyla gerc¢eklestirilmistir. Uygulamay1 takiben 16. saatte sakrifiye
edilen farelerin cesitli organ ve tiimor dokular1 c¢ikarilarak IVIS cihazinda
goriintiilemesi (Sekil 4.27., s.112) gerceklestirilmistir. IVIS goriintiilerinden elde
edilen ortalama floresans yogunluklar ile olusturulan grafik (Sekil 4.28., s.113)
incelendiginde, polimer ¢dzeltisinin tiimdr ve karacigerde yiiksek miktarda biriktigi
tespit edilmistir. Polimerin ¢ozelti halinde oldugu durumlarda, NP’lere kiyasla kiigiik
olmasi sebebiyle hizli bir eliminasyona ugramasi ve bu sebeple karacigerde birikmesi
beklenen bir durumdur (324). Cubuk seklindeki nanopartikiillerin diger iki sekle
kiyasla tiimor dokusunda en fazla birikim yaptig1 goriilmektedir, ancak bu durum
istatistiksel agidan degerlendirildiginde, {i¢ sekil arasinda anlamli bir fark olmadig:
(p>0,05) tespit edilmistir. Kiyaslamalar, ikili gruplar halinde (kiiresel-¢ubuk, kiiresel-
eliptik disk, cubuk-eliptik disk, Mann Whitney U Testi) ve ii¢ grup ayni anda
degerlendirilecek sekilde (Kruskal-Wallis Testi) yapilmistir. Farkli sekiller icin diger
organlardaki MFI degerleri de istatiksel agidan degerlendirilmis ve herhangi bir
organda birikim ac¢isindan anlamli bir fark goézlenmemistir (p>0,05). Bu durum,
caligmamizda tercih edilen PLGA/PLGA-His/mPEG-PLGA-FKR560 polimeri ile
tretilmis farkli sekillerdeki nanopartikiillerin, KHDAK tiimorii gelistirilmis CD-1
nude farelerde benzer biyodagilim davranigina sahip oldugunu gostermektedir.
Akiyama ve arkadaglar1 (325) iki farkli AR degerine sahip (1,7 ve 5,0) cubuk seklinde
PEGile altin nanopartikiil hazirlayarak kolon kanseri gelistirilmis farelere uygulamis
ve 72 saat sonunda nanopartikiillerin biyodagilimlarin1 degerlendirmistir. Her iki
nanopartikiil de timor dokusunda ¢aligmalarimizda oldugu sekilde benzer biyodagilim
gostermistir. Bir diger caligmada, Shao ve arkadaslar1 (326) kiiresel (AR:1,0-1,2), kisa
cubuk (AR:2,0-2,5) ve uzun cubuk (AR:3,5-4,0) manyetik mezopor silika
nanopartikiiller hazirlamis ve karaciger kanseri gelistirilmis farelerde iki farkli zaman
noktasinda (3 ve 24 sa) biyodagilimlarini degerlendirmistir. Kisa ¢ubuk

nanopartikiiller her iki zaman noktasinda kiiresel NP’lerle benzer tiimor birikimi



159

gosterirken, uzun cubuk NP’ler istatistiksel olarak anlamli olarak daha yiiksek birikim
gostermistir. Her li¢ sekil de kalp ve akcigerde iki zaman noktasinda benzer
biyodagilim gostermistir. Sonugta, tez kapsaminda hazirlanan ii¢ sekil arasinda en-boy
orant farkli (KNP:1, CNP:4, EDNP:7,5) olmasina ragmen biyodagilimin 6nemli
derecede etkilenmedigi, en-boy oraninin artirilmasinin  (~20) anlamlhi farkin
gbzlenmesine etki edebilecegi diisiiniilmektedir (296). Sekle ek olarak farkl
fizikokimyasal parametrelerin de (boyut, yiizey 6zellikleri vb.) biyodagilima etkileri
g0z ard1 edilmemelidir.

In vivo deneylerde istatistiksel anlamliligm gozlenebilmesi i¢in dnemli bir
parametre denek sayisidir. Literatiirde n=3 olarak gergeklestirilen biyodagilim
caligmalar1 (327-329) olmakla birlikte biyodagilim sonuclarinda standart sapmanin
ylksek olmasi sebebiyle denek sayisinin artirilmasiin sonuglarin anlamliligina
olumlu katki yapabilecegi diisiiniilmektedir. Tez ¢aligmasinda, biyodagilimi analiz
etmek icin tek bir zaman noktasi (16. saat) incelenmistir. Farkli zaman noktalarinda
analiz yapmanin ve denek sayisini artirmanin birikim oraninin daha dogru saptanmasi
i¢in faydali olacag diisiiniilmektedir (328). Ornegin Jasinski ve arkadaslariin (330)
yaptig1 bir arastirmada benzer boyutlarda ancak {i¢ farkli sekildeki (kare, licgen ve
besgen yapill) RNA nanopartikiil i¢cin biyodagilim ¢aligmalar1 yapilmis, ¢aligmada 12
ve 24 saatte organlardaki birikim degerlendirilmistir. 12 saatte organlar aras1 anlamli
birikim farki bulunurken 24 saatte benzer birikimler gézlenmistir. Bu ¢alisma, zaman

noktalarinin dinamik bir siire¢ olan biyodagilim iizerine etkisini gdstermektedir.
5.7. Optimum Seklin Belirlenmesi

Ug sekil kiyaslandiginda, kiiresel nanopartikiillerin partikiil boyutu hem bos
hem de etkin madde yiiklii nanopartikiiller i¢cin optimum olarak belirlenmistir. Boyut,
nanopartikiillerin fagositozu icin kritik bir parametredir. Arastirmalarda, intravendz
enjeksiyon yoluyla uygulanacak formiilasyonlar i¢in ¢ogunlukla 2 ila 200 nm arasinda
partikiil boyutlarinin tercih edildigi gézlenmektedir. Biiylik nanopartikiiller (>200 nm)
makrofajlar  tarafindan yiiksek alima wugrayacagi i¢in EPR etkisinden
faydalanilamayacak (96, 327, 328) ve sonugta tiimorde birikimi diisiik seviyede
kalacaktir (322). Tez kapsaminda iiretilen CNP ve EDNP’nin partikiil boyutlarinin 200

nm lizerinde (TEM incelemesi) olmasinin, sekle bagl fagositozdan kagis yeteneginin
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beklenildigi sekilde saglanamamasina (Karacigerde birikme: EDNP>CNP>KNP,
p>0,05) ve sonucta tiimoér dokusunda kiiresellere kiyasla anlamli derecede yiiksek
birikim saglanamamasina neden oldugu diistiniilmektedir. Etkin madde yiiklii NP’lere
hedefleme ligandinin konjugasyonu yapildigi zaman partikiil boyutunun daha da
artacagi diisliniildiigiinde (331-333), CNP ve EDNP’nin biiyiik boyutlar1 sebebiyle
RES’ten kacamama ve tiimor mikrogevresinde diisiik birikim gibi risklere sahip
oldugu tespit edilmistir. Ancak, literatiir incelemesi yapildiginda, kiiresel NP’lerin
makrofajlar tarafindan fagositozunun, benzer boyuttaki yiiksek AR’li partikiillerin
alimma kiyasla daha fazla oldugu gdzlenmektedir (310). Ornegin, Geng ve grubu
tarafindan yapilan bir calismada (334), en-boy orani yaklasik 4 olan 100 nm
uzunlugundaki nano zincirlerin bir RES organi olan karacigerdeki birikme orani,
benzer boyuttaki (100 nm hidrodinamik ¢ap) nanokiirelere kiyasla dnemli 6l¢iide daha
diisiik bulunmustur. Nano zincirlerin yiiksek en-boy orani, RES'ten kagmay1 ve daha
uzun siire kan dolagiminda kalmay1 ve bu sayede tlimor dokusuna nanokiirelerden daha
yuksek birikimi saglamistir [91]. Bu calismada partikiil boyutlar1 sabit tutularak
sadece seklin biyodagilim {izerindeki etkisi incelenmistir. Kosullar, tez kapsaminda
tirettigimiz nanopartikiillerde gecerli olmadig: icin (farkli sekil ve farkli partikiil
boyutu) birebir kiyaslama yapmak miimkiin olmamaktadir.

Zeta potansiyel degerleri incelendigi zaman kiiresel nanopartikiillerin CNP ve
EDNP’lere kiyasla kolloidal stabilitesinin daha yiiksek oldugu gozlenmektedir.
Uretim yontemi acisindan kiyaslama yapildiginda, kiiresel nanopartikiillerden
hareketle film germe yontemi kullanilarak germe, 1sitma, yikama vb. ek islemler ile
cubuk ve eliptik disk seklinde NP’ler iiretilmekte, bu durum hem zaman hem de
maliyet agisindan bir yiik olusturmaktadir. Ek olarak, iiretim sirasinda yiiklii olan
galunisertib ve nivolumabin bir bolimi de kaybedildigi i¢in (daha disik
enkapsiilasyon etkinligi) gerekli NP miktarinda artiga neden olacaktir. Bu bakis agisi
ile tibbi iiriin olma potansiyeli yiiksek olan sekil kiiresel olarak belirlenmistir.

In vitro salim analizi sonuglari, ileri asamalarda gergeklestirilecek olan hiicre
kiltlirii ve in vivo deneylerlerin takip edecegi yolu tahmin etmek agisindan 6énemli bir
on degerlendirme saglamaktadir. Partikiillerin yeterli diizeyde etkin madde salimi
gerceklestirememesi durumunda aktif hedefleme tek basina terapotik etki agisindan

yetersiz kalacaktir. CNP ve EDNP’ye kiyasla, KNP’lerin her iki etkin madde i¢in daha
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yiiksek salim ylizdesine sahip olmasi (p<0,05) in vivo deneyler icin kritik bir
parametredir. Ug sekil de saglikli hiicreler iizerinde benzer toksisite gdstermis olup,
kanser hiicreleri tarafindan benzer oranlarda alinmistir. Biyodagilim sonuglar
kiyaslandigi zaman, her ii¢c NP, KHDAK tiimér modeli olusturulan CD-1 nude
farelerde tiimor dokusunda benzer birikim yapmustir.

Borzecka ve grubu (335) tarafindan kiiresel ve ¢ubuk olarak iki farkli sekilde
ve dort farkli boyutta (100 nm kiiresel-AR:1; 200 nm ¢ubuk-AR:1,9; 400 nm ¢ubuk-
AR:2,4; 500 nm g¢ubuk-AR:4,9), foto duyarlastirict madde konjuge mezopor silika
nanopartikiiller hazirlanmis ve mesane kanseri hiicre hatlarinda (HT-1376 ve UM-UC-
3) hiicre igine alimlar1 ve fototoksisiteleri incelenmistir. Her iki hiicre hattinda da en
diisiik hiicre i¢cine alim kiiresellerde gozlenirken, en yiiksek hiicre i¢cine alim 400 nm
boyuttaki cubuk NP’lerde gozlenmistir. Hiicresel alim sonuclar1 dikkate alindiginda
kiiresel NP’lerin en diisiik fototoksisite degeri gdstermesi beklenirken, aksine kiiresel
NP’ler en yiiksek antitiimor etkinlik gdsteren grup olmustur. Bu sonuglarin ¢aligma
grubu tarafindan yorumlanmasi, tez calismalarimiza benzer sekilde, kiyaslanan
NP’lerin seklin yaninda baska parametrelerin de farkliligindan (yiizeydeki foto
duyarlastirict madde konsantrasyonu, NP boyutu ve zeta potansiyel, hiicre tipi vb.)
kaynaklandig1 seklinde yapilmistir.

Cao ve arkadaslar1 (336) tarafindan farkli lipit bilesimleri (kisa ve uzun zincir)
ile benzer zeta potansiyel (-12 ile -15 mV arasinda) ve partikiil boyutu degerlerine
sahip kiiresel (~72-95 nm) ve yildiz seklindeki (~81-122 nm) NP’ler hazirlanmistir.
Karaciger kanseri hiicreleri (HepG2) ile gerceklestirilen hiicresel alim deneyine gore
yildiz seklindeki nanopartikiiller kiiresellere kiyasla istatistiksel agidan anlaml
derecede yiiksek alim gostermis ve bu sonuglar in vivo biyodagilim verileri (artmis
tiimor birikimi) ile desteklenmistir. Bu ¢alismada NP bilesiminde kullanilan kisa ve
uzun zincirli lipitlerin yildiz seklindeki nanopartikiillerde olusturdugu kol benzeri
yapilarin artmig yiizey alani saglamasi ve bu sayede hiicrelerle daha iyi etkilesim ile
artmis hiicresel alim gosterdigi yorumu yapilmstir.

Barua ve arkadaslar tarafindan yapilan bir diger arastirmada kiiresel gubuk ve
disk seklinde polistiren nanopartikiilleri hazirlanmig, NP’lerin {i¢ farkli meme kanseri
hiicresine (BT-474, SK-BR-3 ve MDA-MB- 231) alimlar1 incelenmistir. Hiicresel

alimda seklin yaninda aktif hedeflemenin de etkisini degerlendirme i¢in ayr1 bir grup
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olarak hedefleme ligand1 olarak trastuzumab ii¢ sekildeki NP’lere adsorbe edilmistir.
BT-474 hiicreleri iizerinden degerlendirme yapildiginda, yiizeyde hedefleme ligandi
bulunmadigr durumlarda hiicresel alim sirasiyla kiire>¢ubuk>disk bulunmus; ligand
adsorpsiyonu sonrasi ise gubuk>disk>kiire seklinde alim oldugu belirlenmistir. Cubuk
seklinin kiiresellere kiyasla daha yiliksek alim gostermesinin, NP yiizeyindeki
hedefleme ligandlarinin tiimor hiicreleri ile daha fazla etkilesime girmesinden
kaynaklandig1 belirtilmistir.

Literatiir 6rneklerinden de anlasilacagi iizere farkli sekillerin kiyaslandigi
caligmalarda NP boyutu, zeta potansiyel, ylizey modifikasyonunun yani sira, ¢alisilan
hiicre hatti, hazirlanan NP materyalinin tipi (metalik, polimerik vb.) sonuglarda
farklilik olusturabilmektedir. Incelenen her calisma digerlerine kiyasla &zgiinliik
gostermekte dolayisiyla genel bir sonuca varmak ic¢in sekil disindaki diger tiim
parametrelerin ayni tutulmasi gerekliligi olmaktadir.

Giliniimiizde, geleneksel kiiresel nanopartikiiller, liretim ve karakterizasyon
kolayliklar1 nedeniyle literatiirde s6zii edilen diger sekillere (¢ubuk, tiggen, yildiz, disk
vb.) kiyasla baskin NP sekli olmaya devam etmektedir. Sonug olarak, farkli sekillerde
nanopartikiiller i¢in elde edilen tiim deney sonuglari, Tablo 4.8. (s.114) ve literatiir
ornekleri incelendiginde tezin sonraki asamalar1 icin optimum Ozelliklere sahip

olduguna karar verilen nanopartikiil sekli kiireseldir.
5.8. A549 Hiicrelerinde EGFR Ekspresyonunun Gosterilmesi

Kanser tedavisindeki zorluklardan birisi, tiimor hiicreleri {izerinde
nanopartikiilleri hedefleyecek derecede spesifik ve yiiksek oranda reseptor
bulunmamasidir. EGFR ekspresyon seviyeleri KHDAK alt tiplerinde farklilik
gosterebilmektedir (337). Reseptor ekspresyonunun hedef dokuda yiiksek olmasi aktif
hedefleme i¢in yeni bir umut 15181 olmakta ve dolayisiyla antikor aracili hedeflemenin
kullanilmasina olanak saglamaktadir. Tez kapsaminda, aktif hedeflendirme amaciyla
anti-EGFR  antikorunun  nanopartikiillere  konjuge edilmesi planlanmistir.
Hedeflemenin basariyla saglanacagindan emin olmak ig¢in ligandin (anti-EGFR
antikoru) baglanmasi planlanan reseptoriin (EGFR) tezde calisilan hiicre hattinda
(A549-Luc2 insan KHDAK hiicre hatt1) hangi oranda eksprese edildigini belirlemek
kritiktir. Deney sonucunda elde edilen % 94’e yakin ekspresyon orani (Sekil 4.29.,
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s.117), anti-EGFR ile konjuge edilen nanopartikiillerin tiimore aktif
hedeflendirilmesinde 6nemli bir basar1 dl¢iitiidiir. Ek olarak, EGFR antagonistlerinin
metastatik KHDAK’nin tedavisi amaciyla kullanildigi da bilinmektedir (173).
Nanopartikiillere konjuge edilen anti-EGFR antikoru, yiliksek ekspresyon orani
sayesinde EGFR’ye istenilen seviyede baglanabilir ve tlimor hiicrelerinin biiylimesini
yavaglatarak antikanser etkinlik de saglayabilir (338). Sozii edilen bu etki, tezin ileri

asamalarinda yiiriitiilen in vitro ve in vivo deneylerle ayrica tartisilmistir.
5.9. Antikor Konjugasyon Calismalari

Tez kapsaminda, PLGA temelli nanopartikiillere aktif hedefleme amaciyla,
anti-EGFR antikoru konjuge edilmistir. Polimerdeki maleimit grubu ile tiyole anti-
EGFR arasinda tiyoeter bagi (bir tiir kovalan bag) olusturulmustur. Kovalan
konjugasyon, fiziksel konjugasyona kiyasla daha kararli, tekrarlanabilir ve geri
doniistimsiiz oldugu i¢in, hedefleme ligandlarinin nanopartikiillere baglanmasi
amaciyla siklikla tercih edilen bir yaklagimdir. Bu 6zelliklerine ek olarak fiziksel
konjugasyonun aksine kan bilesenleri hedefleme ligandiyla rekabet etmedigi i¢in in
vivo kosullarda hedefleme basarisi daha ytiksektir (112). Konjugasyonda kullanilan
anti-EGFR antikoru protein yapida olup, konjugasyon etkinligini belirlemek amactyla
BCA analizi ger¢eklestirilmistir. Bu amacgla BCA kit protokoliine uyularak BSA ile
yapilan analiz sonucu kalibrasyon denklemi y = 0,0052x+0,0342 seklinde bulunmus
ve ¥ = 0,9917 olarak hesaplanmistir. Konjugasyonu sonrasinda siipernatanlar
kullanilarak BCA testi ile indirekt yolla hesaplanan konjugasyon etkinligi
degerlendirildiginde (% 94,88+0,31), konjugasyonun basar1 ile gergeklestirildigi
sonucuna ulagilabilir. Konjugasyon verimliliginin yiiksek olmasi, tiimore aktif
hedeflendirmede anahtar rol oynamaktadir.

Wilhelm ve arkadaslar1 (339) tarafindan 2005-2015 yillar1 arasindaki se¢ilmis
pasifve aktif hedeflendirilmis nanoboyutlu ilag tasiyict sistem ¢aligsmalarinin (117 adet
calisma bildirilmis) incelemesi yapilmis, sonugta uygulanan nanopartikiil dozunun
yalnizca yaklasik % 0,7 sinin solid (kat1) timorlere ulagabildigi tespit edilmistir. Daha
ayrintili inceleme yapildiginda, aktif hedefleme 6zelligine sahip nanopartikiillerin
(ilag yilikleme etkinligi % 0,9) pasif hedefli olanlara kiyasla (ila¢ yiikleme etkinligi %
0,6) hedef bolgeye cok kiiciik bir farkla (% 0,2 fark) daha yiiksek ila¢ tasima etkinligi
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gosterdigi tespit edilmistir. Tez kapsaminda, literatiirde yogun calismalara ragmen
diistik tedavi basarisinin gézlendigi bir alan olan solid tiimorlerde aktif hedeflemeye
yonelik bir nanosistem gelistirilmis ve hedeflemenin timdér dokusu ¢evresinde
birikimini artirdigina yonelik in vivo bulgular elde edilmistir.

Hedefleme basarisinda 6nemli bir parametre, nanopartikiil yiizeyindeki ligand
yogunlugudur. Yiiksek ligand yogunlugunda, avidite kurallarina gore baglanma
olasilig1 artacagi icin nanopartikiillerin hedef reseptére daha iyi baglanmasi
beklenmelidir (340) ancak ligand yogunlugunun artmasinin; NP’ nin hayalet (stealth)
ozelligini kaybetmesi, EPR etkisini azaltacak sekilde hidrodinamik ¢apinin biiylimesi,
ligandin NP’nin hedef hiicrelerle baglanmasini engelleyecek Olciide sterik engel
olusturmasi gibi sakincalari mevcuttur. Bu kapsamda degisken ligand yogunluguna
sahip nanopartikiillerin hiicresel alimi1 veya tiimor hedeflenmesine iliskin yapilan in
vitro ¢aligmalar incelenmis ve sonucta ligand yogunlugunun artmasinin hiicresel
baglanmada bir iist sinira kadar arttig1, belirli bir seviyeden sonra sabit veya azalmig
bir baglanma gozlendigi tespit edilmistir (340). /n vivo sistemler, in vitro deney
diizeneklerine kiyasla ¢ok daha karmasiktir ve nanopartikiillerin RES’ten kacarak
tiimdr dokusuna ulagsmasi i¢in ¢ok fazla fizyolojik engel bulunmaktadir. Bu sebeple in
vitro ¢alismalardan farkli olarak in vivo ortamda nanopartikiil iizerindeki hedefleme
ligand1 yogunlugunun artirtlmasinin, timdr dokusundaki reseptére ulagsma ve
reseptore baglanma ozelligini artirdigi gosterilmistir (341, 342). Tez kapsaminda
gerceklestirilen konjugasyon deney sonuclari incelendiginde, % 100’e yakin bir
konjugasyon verimliliginin elde edilmesi, tezin devaminda gerceklestirilecek in vivo

deneylerdeki aktif hedefleme basarisi i¢in olumlu bir 6ngdrii niteligi tasimaktadir.
Konjuge Nanopartikiillerin /n Vitro Karakterizasyonlari

Yukarida bahsedilen 6nemli kriterler goz onilinde bulundurularak yiiksek
verimle konjuge edilmis bos ve etkin madde yiiklii nanopartikiillerin hazirlanmasini
takiben in vitro karakterizasyon caligmalari yapilmistir. Tablo 4.10.’daki (s.120)
partikiil boyutu 6l¢iimleri degerlendirildiginde, antikor konjugasyonu yapilmamis bos
nanopartikiillerin ~167 nm, anti-EGFR konjuge edilmis bos nanopartikiillerin ise ~198
nm boyuta sahip oldugu belirlenmistir. Nanopartikiillerdeki boyut artiginin

konjugasyon sebebiyle oldugu tespit edilmis, boyut artig1 literatiirle uyumlu
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bulunmustur (70, 332, 333, 343). Konjuge olan ve olmayan bos NP’ler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir boyut farki bulunmamistir (p>0,05). Antikor konjuge,
kombine etkin madde ylkli nanopartikiillerin partikiil boyutu (~178 nm), aktif
hedeflendirmenin temelini olusturan pasif hedeflendirme (EPR etki) i¢in (<200 nm)
uygun bulunmustur (344). Nihai formiilasyonda, nivolumabin bir bdoliimii
nanopartikiiliin icerisine yiiklenmis, bir boliimii ise nanopartikiiliin yiizeyine adsorbe
ettirilmistir. Sonugta elde edilen partikiil boyutu bos konjuge nanopartikiillere kiyasla
yaklasik 20 nm kiigiik olup, iki formiilasyon arasinda istatistiksel acidan anlamli boyut
farki bulunmamistir. Literatiir incelemesi yapildiginda, tez ¢aligmalarimiza benzer
sekilde, cesitli boyutlardaki (kiicik veya makromolekiil) etkin maddelerin
ylklenmesini takiben partikiil boyutunun benzer kaldig1 (345, 346) veya daha diisiik
oldugu (347, 348) durumlarla karsilagilmistir. Boliim 5.3.1.°de bahsedildigi gibi,
nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemlerin homojen partikiil boyutu dagilimina sahip
olmasi i¢in PDI degerinin 0,2’den kiigiik olmas1 gerekmektedir (243). Konjuge bos
nanopartikiillerde PDI degerinde artis goézlenmis ancak her ii¢c formiilasyon
(PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR
KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP) i¢in PDI degerleri
0,2’nin altinda ve hedefe uygun bulunmustur. PDI degerinin yiikselmesinin bir sebebi,
nanopartikiillere uygulanan ¢oklu santrifiij (6rnegin; konjugasyon igin ek santrifiij
islemi uygulanmasi) ve redispersiyon islemleri nedeniyle olusan agregasyon
problemidir (349-351). Sekil 4.33.°te (s.121) goriildiigii gibi konjuge bos
nanopartikiillerdeki agrege partikiil yilizdesi toplam popiilasyonun % 3,4’linii
olusturmaktadir. Kombine etkin madde yiiklii konjuge nanopartikiiller i¢in PDI degeri
0,04 bulunmustur. Ozetle nihai formiilasyonda monodispers bir dagilim saglandig
diistiniilebilir.

Konjuge olan (Sekil 4.34., s.122) ve olmayan (Sekil 4.32., s.121) bos
nanopartikiiller yaklagik -20 mV zeta potansiyel degerine sahiptir. Yiizey ylikiiniin
mutlak deger olarak 20 mV veya daha yiiksek olmas1 formiilasyonun fiziksel agidan
stabil oldugunun bir gostergesidir (352). Kombine etkin madde yiiklii konjuge
nanopartikiiller icin ise -28,4 mV zeta potansiyel degeri elde edilmistir, bu durum,
formiilasyonun uzun siireli saklama kosullarinda stabilitesini koruyacagina iliskin

bilgi saglamaktadir. Bos konjuge nanopartikiillere kiyasla zeta potansiyelinin daha
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negatif hale gelmesi, negatif yiike (353, 354) sahip olan nivolumabin NP ylizeyine
adsorpsiyonu sebebiyle beklenen bir durumdur. Konjugasyona ve etkin madde
enkapsiilasyonuna bagli zeta potansiyel degisimi kiyaslandigi zaman, istatistiksel
acidan anlamli bir fark goézlenmemis olsa da (p>0,05) zeta potensiyelin nihai
formiilasyonda mutlak olarak en yliksek degere sahip olmasi, ilag tagtyici sistemin hem
in vitro hem de in vivo kosullarda dayanikliligini gostermektedir. Konjugasyonda
antikor kullanilmasina ragmen PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP ile PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP arasinda zeta potansiyel degerleri (~ -20 mV)
benzerdir. Bu durumun bir sebebi, anti-EGFR’nin nivolumaba kiyasla daha diisiik
dozda kullanilmas1 ve bu sebeple nanopartikiiliin yiizey yiikiine daha az etki etmesi
olabilir. Bir diger sebep, anti-EGFR konjugasyonunun kovalan baglarla
ger¢eklesmesine bagli olarak polimer-antikor etkilesimlerinin NP yiizeyinde diizenli
ve seyrek olmasina karsilik (340) nivolumabin adsorpsiyonun zayif etkilesimler ile
gerceklesmesi olabilir. Antikorun NP yiizeyindeki konumlanmasinin rastgele ve
ylizeyi kaplayacak sekilde olmasi, yiizey yiikiinde daha biiyiik bir degisime sebep
olabilir (355).

Tez kapsaminda, anti-EGFR konjuge nanopartikiillerin goriintiilenmesi SEM
analizi ile gergeklestirilmistir. Sekil 4.37. (s.123) incelendiginde, gerceklestirilen
analiz sonucunda, iiziim salkimi benzeri kiimelesmis haldeki nanopartikiillerin
kiiresel, piiriizsiz bir ylizeye sahip oldugu ve homojen dagilim gosterdigi
goriilmektedir. Ek olarak, SEM goriintiilerinin literatiirde PLGA temelli, peptit/antikor
konjuge nanopartikiil goriintiileri ile uyumlu olduklar tespit edilmistir (219, 356, 357).

Konjugasyon igleminin yiikleme etkinligine olan etkisini incelemek amaciyla,
BCA, ELISA ve HPLC yontemleri ile analizler gerceklestirilmistir. Tablo 4.11.
(s.124) incelendiginde, galunisertibin konjuge olmayan nanopartikiillerde % 9,59 olan
EE% degeri konjugasyon sonucu % 7,53’e diismiis, nivolumabin konjuge olmayan
nanopartikiillerde % 59,20 olan EE degeri % 50,26’ya diigmiistiir. Bu durumun
konjugasyon prosediirii sirasinda etkin maddenin salimindan kaynaklandigi
diisiintilmektedir (358, 359). Konjugasyon sirasinda nanopartikiiller bir dipsersiyon
ortaminda belirli bir siire manyetik karistiricidda oldugu i¢in  nanopartikiil
ylizeyinde/yiizeyine yakin bdliimde olan ilacin salimi olmus olabilir. Nivolumabin

nanopartikiillere biitiin halde yliklenmesi amaciyla ¢esitli denemeler gerceklestirilmis,
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ilk denemelerde salim oOzelligi diisitk bulunarak i¢ su fazina ek olarak yiizeye
adsorpsiyon yapilmasi kararlagtirilmistir. Bu sayede, enkapsiilasyon etkinliginin de
sadece i¢ faza yiiklemeye kiyasla artirilmasi saglanarak % 70,89 olarak tespit
edilmistir. /n vitro salim analizi tiimdr mikrogevresini simiile etmek amaciyla pH 5,5
(360) ve fizyolojik pH’y1 simiile etmek amaciyla 7,4 ortamlarinda, konjuge olmayan
nanopartikiillerle ayni yontemle gergeklestirilmistir. Tiimor mikrogevresinin 5,5-7,4
araliginda oldugu bilinmekte olup (361) pH:5,5 tamponu kanserli dokuyu taklit etmek
icin salim caligmalarinda siklikla tercih edilmektedir (362-364). Enkapsiilasyon
etkinliginin artirtlmasi (hem i¢ su fazina yiikleme hem de NP yiizeyine adsorpsiyon
ile) biitlin yapidaki nivolumabin salim profilinin fragmante nivolumab ile
karsilastirilabilir (p>0,05) hale getirilmesini saglamistir. Ek olarak, galunisertib
enkapsiilasyonu % 10,77 degeri ile iyilestirilmistir (p>0,05).

Sekil 4.38.’de (s.125), galunisertib i¢in salim profili incelendiginde, antikor
konjuge NP’lerde tiimor mikrogevresini taklit eden pH 6,8 ortaminda 48 saat sonunda
% 100 salim ger¢eklesmistir. Aymi kosullarda antikor konjugasyonu olmayan
NP’lerden galunisertib salim1 72 saat sonunda % 100’e erismektedir. Antikor konjuge
edilmis NP’lerde galunisertibin ilk 24 saatteki salimi % 60’lardan % 25’lere
gerilemistir. Bu durum, yiizeye adsorbe olan ve/veya nanopartikiillerin yiizeyinin
yakininda bulunan ilacin, konjugasyon amaciyla yapilan yikama ve karigtirma
islemlerinde kaybedilmis olmasi ile iligkilendirilebilir (70). Ek olarak, NP’lerin
ylizeyine makromolekiillerin konjugasyonu ile polimerin yapisal karmasiklig1 arttig
icin etkin maddenin nanosistemden salimi zorlasmis olabilir (295). Fragmante
nivolumabin in vitro salim profili (Sekil 4.38.) incelendiginde antikor
konjugasyonunun ve pH’nin salim iizerindeki etkisinin anlamli olmadigi (p>0,05)
goriilmektedir. Sekil 4.39.”da (s.126) biitiin nivolumab ve galunisertibin yiiklii oldugu
konjuge NP’lerin salim profilleri verilmis olup, pH 5,5 ortaminda nivolumabin 96 saat
sonunda % 100 salima ulastig1 gosterilmistir. Biitlin nivolumabin, fragmante
nivolumab yiiklii NP’lerle benzer salim profiline sahip oldugu (p>0,05) goriilmektedir.
In vitro salim deneyi sonuclar1t KINETDS 3.0 uygulamasi kullanilarak analiz edilmis
ve hem galunisertib hem de nivolumabin tiim kosullarda nanopartikiilden salim
profilinin Weibull salim kinetigine uygun olarak gerceklestigi belirlenmistir. Weibull

modeli, hem ani hem de uzatilmis salim yapan ilag tasiyici sistemlerin salim kinetigini
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inceleme agisindan uygun bir modeldir (365, 366). Sonu¢ olarak, gelistirilen
formiilasyon kapsaminda hazirlanan NP’lerden her iki etkin madde de ani salim

yapmadan kontrollii salim gostermistir.
5.10. In Vitro Sitotoksisite Calismalari

Antikor ¢ozeltisi, konjuge olmayan ve anti-EGFR konjuge bos
nanopartikiillerin A549 hiicreleri {izerindeki sitotoksisiteleri MTT analizi ile
degerlendirilmistir. 24, 48 ve 72 saat sonunda elde edilen hiicre canliliklar
incelendiginde (Sekil 4.40., s.127) tiim zaman noktalar1 ve tiim konsantrasyonlar i¢in
antikor konjuge nanopartikiillerin in vitro antikanser etkinligi daha yiiksek (p<0,05)
bulunmustur. Bu deneyden yola ¢ikarak antikor konjuge edilmis bos nanopartikiillerin
anti-EGFR antikoruna kiyasla KHDAK tiimér hiicrelerini 6ldiirmede daha basarili
oldugu soylenebilir. Bu durum, nanopartikiile yiikli etkin maddelerin yaninda
hedeflendirme ligandindan kaynakli da bir antikanser etkinlik saglandigini
gostermektedir. Calismamiza benzer bir arastirma, Qian ve arkadaglart (248)
tarafindan gercgeklestirilmistir. Setuksimab tek basima ve altin nanopartikiillere
konjuge halde A549 hiicrelerine uygulanmis ve gruplarin sitotoksisitesi CCK-8 (Cell
Counting Kit 8) yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Antikorun tek bagina sitotoksik
etkisinin zay1f kaldig1, altin nanopartikiillere konjuge edildiginde toksisitesinin arttig1
tespit edilmistir. Ayn1 gruplar in vivo olarak da nude farelerde gelistirilen KHDAK
timor modeli ile arastirilmig, setuksimab konjuge nanopartikiiller, setuksimab
cozeltisine kiyasla tiimor boyutunda daha fazla kiigiilme saglamistir (p<0,05).
Tasarlanan immiinoterapdtik nanopartikiil ilag tasiyict sistemin hedeflendirme ligandi
olan anti-EGFR antikorundan antikanser etki elde edilmesi tez Onerisinde de
belirtilmis olup tezin 6zgiin degerleri arasinda yer almaktadir. Bu yoniiyle amaglanan
hedefe basariyla ulasilmistir. Setuksimabin tek bagina KHDAK tedavisinde yetersiz
kalmasi sebebiyle paklitaksel, karboplatin, sisplatin, gemsitabin ve anti-PD-1 gibi
cesitli  kemoterapotik/immiinoterapétiklerle  kombine  kullanimi  gliniimiizde

arastirilmaya devam etmektedir (367, 368).
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5.11. PD-1 ve TGF-p inhibisyonunun T Hiicre Immiin Yanitlarina Olan

Etkisinin Degerlendirilmesi

PD-1/PD-L1 etkilesimi, bagisiklik hiicrelerinin kanser hiicrelerine karsi
savunma yapmasini 6nleyen bir kontrol mekanizmas1 oldugu i¢in, bu etkilesimi bloke
eden antikorlar (tez kapsaminda, nivolumab), tiimér mikrogevresindeki tiikenmis T
hiicrelerini yeniden canlandirmaktadir (369). Ancak, yakin zamanda gergeklestirilen
caligmalar, TGF-B’nin tiimoérle iligkili fibroblast aktivitesini modiile ederek timor
stromasindaki kolajen liflerin miktarinm1 artirdigini; yogun lifli tabakanin ise lenfosit
infiltrasyonunu (tiimor dokusuna T lenfositlerin giris kabiliyeti) azaltarak immiin
gbzetimden kagmaya neden oldugunu gostermistir. Bu durumda tiimér anti-PD-1/PD-
L1 tedavisine yanit vermemekte, ¢oziim olarak TGF-B sinyal yolunun antagonize
edilmesi anti-PD-1/PD-L1 terapdtik direncini 6nemli Olgiide kirarak antitimor
immiinoterapinin etkinligini artirmaktadir (370). Dolayisiyla bu deneylerde kombine
ilag ¢ozeltisi/nanopartikiilerde artmis bir immiin yanit saglamasi beklenmektedir.
Immiin yanitin nemli gdstergelerinden biri sitokin seviyelerinde gdzlenen
degisimlerdir. Kanser patofizyolojisi henliz tam aydinlatilamadigi i¢in sitokinlerin
immiin yanittaki aktive/inhibe edici etkileri heniiz netlesmemistir. Ornegin, IL-10
kanserde T hiicreleri lizerinde hem aktive edici hem de inhibe edici bir role sahiptir
(371). Yine de yapilan bazi ¢alismalarda ortak goriisler mevcuttur. Ornegin, Andorsky
ve arkadaslar1 (372) tarafindan lenfoma hiicre hatlarinda anti-PD-L1’in immiin
yanitlara olan etkisi akim sitometri ve ELISA ile analiz edilmistir. PD-L1 blokajinin
inflamatuar sitokinler olan IFN-y, graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor, IL-1, IL-
6, IL-8, IL-13, TNF-a seviyelerini artirdigi belirlenmistir. Niu ve grubu (373)
tarafindan karaciger kanseri gelistirilen farelerde anti-TGF-B/VEGF bispesifik antikor
ile kombine olarak anti-PD-1 uygulanmasini takiben T hiicre immiin yanitlar1 akim
sitometri ile analiz edilmistir. Tiimore infiltre olan CD8+ T hiicrelerinin miktarinda
artis gozlendigi, bu hiicrelerdeki IFN-y, CD25+, CD69+ ve granzim B seviyelerinin
toplam T hiicre popiilasyonuna oranla arttig1 belirlenmistir.

Bu kapsamda PKMH canlilik, T hiicre proliferasyon ve sitokin analiz
sonuglar1 tartigilmistir. Sitokin analizlerinin yiiksek maliyetli olmas1 sebebiyle 6n
denemeler yapilarak etkin madde ve polimer konsantrasyonlarinin deneye uygunluk

durumlar1 degerlendirilmistir.
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Tez kapsaminda, immiin sistem hiicrelerinin yeniden aktive edilerek bagisiklik
yanitinin gii¢lendirilmesi amaclandig1 i¢in calisilan etkin madde ve polimerlerin
PKMH hiicreleri iizerinde toksik etki gostermeyen dozda kullanilmasi gerekmektedir.
Bu sebeple 6n denemeler gerceklestirilerek PKMH’lere uygulanabilecek polimer ve
etkin madde konsantrasyonunun belirlenmesi amagclanmigtir. Immiin  yant
deneylerinde kullanilacak PKMH’lerde 6liim oraninin en fazla % 15 olmasi tolere
edilmektedir (250, 374). T hiicre immiin yanit deneyinin 72 saatlik inkiibasyon ile
yapilmasi planlanmistir, dolayisiyla bu deneyin 6n kosulu, PKMH canliliklarinin 72.
saatte % 85’ten yliksek olmasidir. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda galunisertib
cozeltileri PKMH hiicrelerine uygulanmis ve Sekil 4.41. (s.129) incelendiginde,
galunisertibin sitotoksik etki gdstermeyen (72 saatte en yliksek konsantrasyonda
canlilik % 40’a kadar diigmekte), giivenli aralikta calisilabilecek en yiiksek
konsantrasyonu (24, 48 ve 72 saat i¢in % 80 iizerinde canlilik saglayan konsantrasyon)
50 uM olarak belirlenmistir.

Galunisertibin i.v. uygulamalar1 yakin zamanda denenmistir, ancak literatiirde
farkli etkin madde ve polimerlerle hazirlanan kombinasyonlarin uygulamasinda
kullanilan dozun dogrudan teze uyarlanmasi miimkiin olmamistir. Dolayisiyla tez
kapsaminda in vivo dozun belirlenmesinde 6zellikle hiicre kiiltiirli ¢aligmalar1 dikkate
alimmustir. Yine de galunisertib i¢in literatiirde kullanilan i.v. dozu (5-50 mg/kg) (274,
275) dikkate alinarak, bu konsantrasyonlarin nanopartikiil igerisinde sunulabilmesi
icin daha fazla nanopartikiile ihtiya¢ duyulacag: tespit edilmis olup, daha yiiksek
polimer konsantrasyonlarda (275-2200 ug/mL) deney tekrar1 yapilmistir (Sekil 4.42.).
Sekil 4.42. (s.129) incelendiginde diisiik konsantrasyonlarda (275-1100 pg/mL)
nanopartikiiller i¢in kontrol grubuna kiyasla PKMH canliliginda 6nemli bir diisiis
gozlenmemistir (p>0,05). 2200 pg/mL konsantrasyonunda PLGA/PLGA-His/PLGA-
PEG-anti-EGFR KNP’nin canlilik degerlerinde keskin bir diislis gozlenirken (%
93’ten % 70,5’°a) nivolumab yiiklii konjuge nanopartikiiller en yiliksek
konsantrasyonda dahi % 82 gibi kabul edilebilir bir hiicre canlilig1 saglamistir.

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP ve PLGA/PLGA-His/PLGA-
PEG-anti-EGFR-N KNP, T hiicre proliferasyonu acisindan degerlendirilmis (Sekil
4.43.,5.130), 2200 pg/mL konsantrasyonda her iki grubun T hiicre cogalma yiizdeleri

% 70’in altinda kalirken, daha diisiik konsantrasyonlardaki proliferasyon degerleri,
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kontrol grubuna yakin (p>0,05) ve sonraki deneyler i¢in uygun bulunmustur. Canlilik
ve proliferasyon deneyleri birlikte yorumlandiginda 1100 pg/mL ve daha disiik
konsantrasyonlarda NP’lerin in vivo deneylerde gilivenle kullanilabilecegi

belirlenmistir.
5.11.1. PD-1 Bloklama Deneyleri

T hiicreleri iizerinde bulunan PD-1 reseptérlerinin IKNI aracili bloke edilmesi
ile PD-1/PD-L1 sinyalizasyonu engellenmekte ve baskilanmis efektor T hiicre
yanitlar1 yeniden saglamaktadir (375). Dolayisiyla tez kapsaminda biitiin haldeki
nivolumabtan hareketle IdeS enzimi kullanilarak iiretilen F(ab’), fragmaninin da PD-
1 reseptoriinii basartyla inhibe etmesi, tedavi etkinligi igin gereklidir. On denemelerde
fragmante antikorla immiin yanit alinamadigi tespit edilmis olup anti CD3/CD28
boncuklari ile uyarilan T hiicrelerine biitiin ve fragmante nivolumab uygulanarak PD-
1 bloklama deneyleri gergeklestirilmistir. Deneyin ilk boliimiinde nivolumab (biitiin
veya fragmante) ile bloke olmayan reseptorler, ortama floresan isaretli anti-PD-1
antikoru eklenmesini takiben akim sitometri analizinde daha yiiksek MFI degerleri
gozlenmesine neden olmaktadir. Sonugta, bloke olmayan PD-1 reseptor seviyeleri
(Sekil 4.44., 5.130) incelendiginde, fragmante nivolumabin CD3+ T hiicreleri tizerinde
kontrol grubu ile benzer bir etkisi mevcut olup PD-1 reseptorlerini bloke edemedigi,
aksine biitiin haldeki nivolumab ile PD-1 reseptorlerinde blokaj oldugu tespit
edilmistir. Bu sebeple, biitiin nivolumab nanopartikiillere yiiklenerek yeniden PD-1
blokaj seviyeleri degerlendirilmistir. Nivolumab yiiklii nanopartikiillerin, ¢ozelti ile
benzer etki gosterme durumlari incelendiginde (Sekil 4.45., s.131), kontrol ve bos
nanopartikiil grubuna kiyasla hem nivolumab c¢ozeltisi hem de nivolumab yiiklii
nanopartikiillerde PD-1 blokaji oldugu belirlenmistir. Nivolumabin nanopartikiile
ylklenmesi durumunda PD-1 bloklama kapasitesinde c¢ozelti grubuna kiyasla bir
miktar azalma go6zlenmesine ragmen devam ettigi tespit edilmistir. Bos
nanopartikiillerde ise kontrol grubuna benzer sonug¢ elde edilmis olup bloklama
olmadig1r sdylenebilir. Sonug¢ olarak nivolumabin biitiin halde yiikli oldugu
nanopartikiiller, in vivo deneylerde terapdtik amach kullanilmak iizere uygun

bulunmustur.
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PD-1 bloklama deneyindeki gruplar (nivolumab c¢dozeltisi, PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-N KNP) i¢in T hiicre
proliferasyon deneyleri yapilmis (Sekil 4.46., s.132) ve sonugta kontrol grubu ve bos
NP’ye kiyasla nivolumab iceren gruplarda (¢cozelti ve etkin madde yiiklii NP) reseptor
blokaj1 sonrasi beklenen sekilde proliferasyonun daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Bu durum biitiin nivolumabin immiin yanit iizerindeki etkinligini dogrulamaktadir.
Sonug olarak, biitiin antikor yiiklenerek revize edilen formiilasyon, in vivo deneyler
i¢cin uygun bulunmustur.

Bu deneyin anlamliligiin bir 6l¢iisii, ¢aligilan hiicre hattinin (A549-Luc) PD-
L1 ekspresyon seviyesidir. Yapilan klinik arastirmalarda KHDAK teshisi konulan
hastalarin % 24-60’mnda PD-L1 reseptoriiniin eksprese oldugu belirlenmistir.
Nivolumabla tedaviye ragmen, hastalardan diistik yanit alinmasinin bir sebebi olarak
diisiik reseptor seviyeleri gosterilmektedir (376). Tez kapsaminda ¢aligilan hiicrelerin
elde edildigi kaynaga baghh olarak PD-1 ve PD-L1 ekspresyon seviyesi
degisebilmektedir. Yan ve arkadaslar1 (377) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada,
saglikll ve akciger kanseri tanisi almis hastalarin immiin yanitla iliskili reseptor (PD-
1 ve PD-L1) seviyeleri incelenmistir. Saglikli kisilere kiyasla akciger kanseri
hastalarinda hem PD-1 hem de PD-L1 reseptorlerinin anlamli derecede arttig1 tespit
edilmistir. Yine ayni calismada, cesitli akciger kanseri hiicre hatlarmin reseptor
seviyeleri ayr1 ayri incelenmis; sonugta A549 hiicrelerinin PD-1 ve PD-L1 reseptor
ekspresyon seviyeleri normal akciger fibroblast hiicreleri (MRC-5) ile kiyaslandiginda
daha yiiksek bulunmustur (p>0,05) (377). Yan ve grubunun yapmis oldugu ¢alismalari
destekler nitelikte, yapilan son arastirmalarda KHDAK de dahil melanoma, karaciger,
tiroit gibi cesitli kanser hiicreleri lizerinde de PD-1 reseptor ekspresyonu olabildigi
ancak bu reseptorlerin T hiicrelerde olan davranisin aksine tiimor baskilayici
fonksiyonu oldugu tespit edilmistir. Bu durumun, iIKNI’lerle tedaviye yonelik direng
gelisiminin bir sebebi oldugu diisiiniilmektedir (375, 378).

5.11.2. PKMH Canhlik Deneyi (In Vivo Deney Gruplarina iliskin)

Bu deneyler kapsaminda, in vivo deneylerde calisilacak tiim deney gruplarinin
in vitro ortamda PKMH hiicreleri iizerine toksik etki gosterip gostermedigi

incelenmistir. PKMH canlilik sonuglar1 incelendiginde (Sekil 4.48., s.133), deneyden
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beklenen sonug nanopartikiillerin saglikli hiicreler iizerine toksik etki yapmamasidir.
PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP (turuncu) hari¢ tiim gruplarda % 80
ve lizeri canlilik gézlenmistir. Canliligin yiiksek olmasi (>% 80 (379)), planlanan T
hiicre immiin yanit deneyleri i¢in bir 6n sart olusturmakta olup, ilag ¢ozeltisi ve asil

tedavi grubu olan (kirmiz1) nanopartikiillerde bu kosul beklendigi sekilde saglanmustir.
5.11.3. T Hiicre Proliferasyon Deneyi (in Vivo Deney Gruplarina iliskin)

Bu deneyler kapsaminda in vivo deney gruplarinin in vitro kosullarda T hiicre
proliferasyonu iizerinde beklenen etkilerinin gézlenip gozlenmedigi kontrol edilmistir.
Nivolumab, T hiicre yiizeyindeki PD-L1 ve PD-L2 reseptorlerine baglanarak sitokin
tiretimini artirmakta ve dolayisiyla T hiicresinin ¢ogalmasini (proliferasyonunu)
desteklemektedir (147). Galunisertib ise TGF-B1 reseptoriinii inhibe ederek CD8+ T
hiicrelerinin  baskilanan proliferasyon 0zelligini geri kazandirmaktadir (154).
Dolayistyla nivolumab ve galunisertibin oldugu gruplarda
(Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR ¢dzeltisi (lacivert), PLGA/PLGA-His/PLGA-
PEG-G-N KNP (yesil), PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP
(kirmiz1) proliferasyonda artis beklenmektedir. [n vivo deneyde kullanilacak
nanopartikiil ve ¢ozelti gruplarina iliskin T hiicre proliferasyon yiizdeleri (Sekil 4.48.)
incelendiginde, asil tedavi grubunda (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N
KNP) ilag ¢ozeltisine (Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR) benzer bir yiizdede T
hiicre proliferasyonu gozlenmis olup, formiilasyon in vivo deneyler i¢in uygun
bulunmustur. Bu grafikte dikkat ¢eken onemli bir detay, iiretilen nanopartikiillerin
hedefli ve hedefsiz olma durumunun proliferasyon iizerine olan etkisidir. Anti-EGFR
ile hedefleme yapilan kombine etkin madde yiiklii nanopartikiil grubunda T hiicre
proliferasyonu yaklasik % 110 iken hedefsiz kombine etkin madde yiiklii nanopartikiil
grubunda % 43’tiir. Deney gruplarinin in vivo kosullardaki yanitinin benzerligi,
tartisma boliimii 5.12.”de incelenmis ve hedeflemenin immiin yanit tizerindeki olumlu
etkisi kanitlanmistir. Anti-EGFR ile hedeflendirilmis nanopartikiillerde (bos veya
etkin madde igeren) proliferasyonun hedefli olmayan kombine etkin madde yiikli
gruba kiyasla yiliksek olmasi (p>0,05) anti-EGFR’nin T hiicre proliferasyonunda
olumlu etkisi olabilecegini gostermektedir (380) ancak bos ve hedeflendirilmemis

nanopartikiillerde (siyah) de proliferasyonun yiiksek olmasi proliferasyona etki eden
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tek parametrenin yalnizca anti-EGFR antikoruna bagli olmayabilecegini
gostermektedir. Bulgularimiz1 destekler nitelikte bir ¢alisma, Yang ve grubu (381)
tarafindan anti-EGFR’1n T hiicre proliferasyonu iizerindeki etkinliginin incelenmesine
yonelik gerceklestirilmistir. Calismada, meme kanseri tiimor modeli gelistirilmis
farelerde setuksimab tedavisini takiben tiimor antijenine 6zgli T hiicrelerinden IFN-y
iretiminin artt1g1, ayrica tiimore 6zgii T hiicresi popiilasyonunun setuksimab ile aktive
edildigi ve anti-EGFR’1n antitiimor etkiye aracilik ettigi sonucuna ulagmistir. Sonugta,
tez kapsaminda gergeklestirilen T hiicre proliferasyon deneylerinin sonucunda timor
mikrogevresine hedeflendirilmis nivolumab ve galunisertib yiiklii nanopartikiil
grubunda elde edilen yiiksek (% 110) proliferasyon sonuclari in vivo deneyler icin

uygun bulunmustur.

5.11.4. CD8/NK Boncuk Temelli Coklu Analiz Kiti ile Yapilan in Vitro

Sitokin Analizi

Sitokinler ¢ogunlukla bir uyarana yanit olarak belirli bir siire boyunca
salgilanan ve dolasimdaki yar1 dmiirleri kisa olan, giiclii ve karmasik immiin araci
polipeptit yapili molekiillerdir (382). Bagisik yanitta 6nemli rol oynayan CD8+ T ve
NK hiicreleri; IL-2, IL-6, IL-10, IFN-y vb. sitokinleri iiretmekte, tliimor hiicrelerini yok
etmek icin ayrica FasL, granzimler ve perforin gibi proteinlerden de
faydalanmaktadirlar (383). Bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerini tanima ve yok
etme yetenegi goz Oniine alindiginda, son yillarda sitokinlerin kanser tedavisi amaciyla
kullanilmasina ilgi artmaktadir (382, 384). Sitokinlerin, kanser hiicreleri, antijen
sunucu hiicreler gibi sitokin reseptorlerini tasiyan c¢esitli hiicrelerin hedef reseptore
baglanmasini takiben, hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyalizasyon tetiklenmekte ve
boylece proliferasyon veya farklilasma gibi belirli hiicre fonksiyonlarinda
degisiklikler meydana gelmektedir. Hedef hiicrelerin farkli sitokinlere farkli siire ve
konsantrasyonlarda maruz kalma durumunda sinerji veya antagonizma
gozlenebilmektedir. Bu sebeple nihai immiin yanitin ne olacagi yiliksek derecede
karmasiklik igermektedir (382, 385). Cesitli sitokinler (6rnegin; IFN-y), dogrudan
antiproliferatif veya proapoptotik aktivite yoluyla veya dolayli olarak bagisiklik
hiicrelerinin tiimor hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesini uyararak tiimor hiicresi

biiylimesini siirlandirmaktadir. Bu biyobelirteglerin seviyelerinin dogru 6l¢iimii,
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bagisiklik tepkilerinin ve bir¢cok hastalik siirecinin derinlemesine anlasilmasi igin
kritik dneme sahiptir. T hiicresi aktivasyonunun giicli ve siiresi, esas olarak antijen
sunan hiicrelerden kaynakli ko-stimiilasyon, ko-inhibisyon molekiilleri ve sitokinlerle
belirlenmektedir (386).

PKMH hiicre kiiltlirline uygulanan formiilasyon ve ¢ozeltilerin 72 saat
inkiibasyon sonras1 toplanan siipernatanlar ile gergeklestirilen boncuk temelli sitokin
analizlerine iliskin grafikler Sekil 4.49.’da (s.134) verilmis olup, sitokin seviyelerine
iliskin ayrintili inceleme asagida yapilmistir:

Sekil 4.49.-A (IL-2): IL-2, ¢ogunlukla yardimci T hiicreleri (CD4+) tarafindan
tiretilmekte olup daha diisiik diizeyde sitotoksik T hiicreleri (CD8+) tarafindan da

tiretilmektedir. Bu sitokin, T hiicreleri i¢in ana biiylime faktoriidiir. Ayrica B
hiicrelerinin biiyiimesini tesvik edebilir, NK hiicreleri ve monositleri aktive edebilir.
IL-2, T hiicreleri lizerinde otokrin etkilidir. Dolayistyla T hiicrelerin aktivasyonu, yine
T hiicreleri ylizeyinde bulunan IL-2 reseptor ekspresyonu ve IL-2 iiretimi ile
sonuglanir. Sonucta hiicrelerden salimi artan IL-2, IL-2 reseptoriine baglanarak T
hiicre proliferasyonunu tesvik etmektedir (387). Bu bilgiler 1s18inda T hiicre
aktivasyonundan sonra IL-2 sekresyonunun artmasi istenen bir durumdur. Tiim deney
gruplarinda benzer bir IL-2 seviyesi mevcut olup, asil tedavi grubu ve ¢ozelti grubunda
da benzer sonuglarin alinmasi olumlu olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.49.-B (TNF-a): Tiimoér nekroz faktéri-a (TNF-a), makrofajlar ve T

hiicreleri tarafindan iiretilen bir sitokindir. Inflamasyonda, immiin yanitta ve kanserde
merkezi rol oynamaktadir (388). TNF, naif (antijen ile heniiz etkilesime girmemis) ve
efektéor T hiicrelerin (CD4+, CDS8+, Treg) aktivasyonunu ve proliferasyonunu
destekleyebilirken, yiiksek diizeyde aktive olan efektér T hiicrelerinin apoptozunu
indiikleyerek immiinsiipresif bir molekiil gibi davranabilmektedir (389, 390). TNF,
immiinoterapinin toksik yan etkilerine aracilik edebilir ayrica immiin kontrol noktasi
inhibitorlerine karsi dirence neden olabilir (388). TNF’nin, aktive CD8+ T
lenfositlerin hiicre 6liimiinii indiikleyerek CD8+ T hiicrelerine kars1 dogrudan olumsuz
bir etki gosterdigini ortaya koyan ¢alismalar mevcuttur (388, 390). Kanser Genomu
Atlas1 veri tabanindan elde edilen veriler, TNF’'nin KHDAK’de bir biyobelirteg
olabilecegini, TNF sitokini ve reseptorlerinin KHDAK’de karmasik bir role (¢ift
yonlii) sahip olabilecegini gostermektedir (388). Grafik incelendiginde, kontrol
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grubundaki farelerde TNF-a sekresyon seviyeleri 0,9 ng/mL olarak hesaplanmaistir.
Hedeflendirilmis kombine etkin madde yiiklii nanopartikiillerin (PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP, kirmizi) kontrol grubuna kiyasla TNF-a
sekresyonunun (14,7 ng/mL) arttif1 tespit edilmis, kombine ilag ¢dzeltisi grubunda
(Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR, lacivert) bu sekresyonun daha da artarak 29,8
ng/mL seviyelerine geldigi belirlenmistir. LGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-
G-N KNP grubundaki farelerde TNF seviyelerinin ¢bzelti grubuna kiyasla diistik
olmasi, hedefli kombine etkin madde yiiklii nanopartikiillerin immiin yanitta daha
etkin rol almig olabilecegine isaret etmektedir.

Sekil 4.49.- C ve I (Perforin ve Granzim A): Kanser hiicrelerinin CD8+ T

hiicreler tarafindan 6ldiiriilmesi, granzimlerin salinmasi ile gergceklesmektedir (391).
Perforin ve granzimler NK hiicre sitotoksisitesi acisindan da énemlidir (392). TGF-
B’nin, perforin ve granzimlerin {iretimini azaltarak CD8+ T hiicrelerinin sitotoksik
fonksiyonunu belirgin sekilde baskiladigi bildirilmistir (170, 393). Sonug olarak
ylksek perforin ve granzim seviyeleri, daha hizli sitotoksik aktivite saglamaktadir
(394). Kombine etkin madde igeren gruplardaki (Nivolumab-+galunisertib+anti-EGFR
cozeltisi, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP ve PLGA/PLGA-His/PLGA-
PEG-anti-EGFR-G-N KNP) kontrol grubuna kiyasla artmig granzim A ve perforin
seviyeleri galunisertibin tiimér mikrogevresinde etkili oldugunu gosterebilir.
Galunisertib varliginda bu sitokin seviyelerinin arttigini gosteren ¢calismalar mevcuttur
(392, 395).

Sekil 4.49.-D (IL-10): interlokin-10 (IL-10), bagisiklik yanitlarim diizenleyen,

T ve B lenfositleri tarafindan iiretilen giiclii bir antiinflamatuar sitokindir. Ayrica
antitimor CD8+ T hiicresi yanitlarini artirdigi da preklinik ¢caligmalarla gosterilmistir.
IL-10’un antiinflamatuar etkisi 1yl tanimlanmis olmasma ragmen, timor
immiinitesindeki rolii hakkindaki bildirimler tartismalidir. Yapilan aragtirmalarin bir
boliimii, artan IL-10 seviyelerinin immiin yanitt artirdigin1 gosterirken, diger
caligmalarda immiin yanit1 baskilayict etki gozlenmistir (396). IL-10’un, CD4+ T
hiicrelerinin aktivasyonunu ve sitokin sekresyonunu dogrudan inhibe ettigi bilgisinin
yaninda, in vitro kosullarda CD8+ T hiicrelerinin gogalmasini ve sitotoksik aktivitesini
indiikledigi de bilinmektedir. Bununla birlikte, IL-10’un in vivo olarak IL-10 aracili

tiimor reddi sirasinda CD8+ T hiicreleri lizerinde dogrudan etki edip etmedigi veya
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CD8+ T hiicrelerinin aktivasyonunun diger hiicrelerin aracilik ettigi ikincil bir olay
olup olmadig1 bilinmemektedir (397). Sonug olarak, in vitro kosullarda antitimor
yanitta olumlu etkisi oldugu diisiintilen IL-10 i¢in grafik D incelendiginde, kontrol
gurubunda 15 pg/mL olarak gozlenen sitokin sekresyonunun, beklendigi sekilde,
nivolumab+galunisertib+anti-EGFR ¢ozeltisi grubu (125 pg/mL) ve PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP grubunda (84,5 pg/mL) arttig1 ve bu artisin
PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP grubuna (36,2 pg/mL) kiyasla daha
fazla oldugu (p>0,05) gozlenmistir. Bu durum nivolumab ve galunisertibin immiin
yanit lizerinde destekleyici bir fonksiyonu olabilecegine isaret etmektedir.

Sekil 4.49.-E (FasL): Fas’in (APO-1 veya CD95 olarak da bilinir) da dahil
oldugu cesitli 6liim reseptorleri (DR3, DR4, DRS, TNFR1), ilgili ligandlar tarafindan

(Fas i¢in FasL) aktive edildiginde apoptozu tetikleyebilir. FasL agirlikli olarak aktive
T lenfositlerde ve NK hiicrelerinde eksprese edilmektedir. FasL ve Fas’in
ekspresyonunun IL-1, IL-6, TNF-a veya IFN-y varlifinda arttig1 bilinmektedir.
FasL.’nin membrana bagli formu (mFasL) proteinazlar tarafindan pargalandiktan sonra
¢Oziinlir form olan sFasL.’ye doniiserek hiicre yiizeyinden salinabilir (398). FasL ayni1
zamanda timor hiicrelerinin ylizeyinde de bulunabilir ancak incelenen numuneler
sadece PKMH’leri icerdigi i¢in bu deney kapsaminda FasL artig1 istenen bir durumdur,
¢linkii bu ligandin timoér hiicresi iizerindeki Fas reseptorii ile etkilesmesi ile timor
hiicrelerinin apoptozunun tetiklenmesini saglayacaktir. Kit ile T hiicre ylizeyinden
salinan FasL seviyeleri (sFasL) incelenmistir. Grafik E ve F kiyaslandiginda IFN-y
seviyeleri ile paralel FasL seviyeleri oldugu gozlenmistir. PLGA/PLGA-His/PLGA-
PEG-anti-EGFR-G-N KNP grubunda sFasL seviyesi 15,8 ng/mL olarak 6l¢iilmiis,
beklendigi sekilde kontrol grubuna (6,5 ng/mL) kiyasla en fazla sekresyon artisi bu
grupta olmustur. Ayrica, etkin madde veya hedefleme ligandi igeren tiim gruplarda
(ivolumab+galunisertib+anti-EGFR  ¢ozeltisi, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N
KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP, = PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP) kontrol ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP
gruplarina kiyasla artmis FasL sekresyonlar1 gozlenmistir.

Sekil 4.49.-F (IFN-y): IFN-y, ¢ogunlukla sitotoksik T, yardimct T hiicreleri 1

(Th-1) ve NK hiicreleri tarafindan iiretilen 6nemli bir sitokindir. Hem dogal hem de

adaptif bagisiklik yanitinda énemli fonksiyonlari bulunmaktadir (387). Ornegin en
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temel fagosite edici hiicre olan makrofajlar, basta IFN-y olmak {izere T lenfosit
kaynakli sitokinlerle karsilaginca aktive olmaktadir (399). IFN-y seviyesinin artmasi
bagisik yanit igin istenen bir durumdur. TGF-f, CD8+ T hiicrelerinde IFN-y
ekspresyonunu baskilamaktadir (170, 400). Dolayisiyla galunisertib igeren gruplarda
IFN-y seviyesinin artmasi beklenmektedir. PD-1’in blokaji, interferon-y (IFN-y)
salgilanmasiyla birlikte T hiicrelerini aktive etmektedir. Bu durumda nivolumab
igeren nivolumab+galunisertib+anti-EGFR ¢o6zeltisi, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
G-N KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP gruplarinda artmis
IFN-y seviyeleri beklenmektedir. Deney sonuglari incelendiginde, kontrol grubunda
3,5 ng/mL seviyesinde IFN-y sekresyonu tespit edilmistir.
Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR  ¢ozeltisi (6,3 ng/mL) ve PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP gruplarinda (6,9 ng/mL) artmis IFN-y
sekresyonu gozlenmistir. Ek olarak PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP grubuna
(4,9 ng/mL) kiyasla PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP grubunda
artmis IFN-y sekresyonu oldugu goriilmektedir. Bu durum tiimor mikrogevresine
hedeflemenin immiin yanita olumlu bir etkisi oldugunu gosterebilir.

Kanser onciisii (premalign) hiicrelerin proliferasyonunu ve anjiyogenezini
indiikleyen, metastaz i¢in elverigli bir ortam saglayan inflamasyon, kanserin
gelisiminde gorev yapmaktadir. Kanser tiplerinin yaklasik % 25°1 bir tiir enfeksiyon
veya inflamatuar reaksiyonla iligkilendirilmistir. Timor mikrogevresindeki
proinflamatuar sitokinler (IL-1, IL-6, IL-11, IL-15, IL-17, IL-23, TNF-a), timor
hiicresi cogalmasmin ve farklilasmasimi desteklemektedir (177). Inflamatuvar
sitokinler yalnizca tiimore infiltre olan bagisiklik hiicreleri tarafindan iiretilmez, ayni
zamanda tiimor hiicreleri de 16kositleri tiimor bolgesine ¢cekmek i¢in bu sitokinleri agiri
eksprese edebilmektedir (177).

Sekil 4.49.-G (IL-6): IL-6, inflamasyonu ve inflamasyonun aracilik ettigi

hastaliklar1 (6rnegin; kanser) yonlendirmedeki rolii iyi bilinen bir proinflamatuar
sitokindir (177). IL-6 sinyalizasyonu saglikli dokularda T hiicre proliferasyonunu
destekleyici etki gostermesine ragmen (401), kanserde immiin yanit1 baskilayici etki
gostermektedir (402). Ornegin, Huseni ve arkadaslari (403) tarafindan yiiriitiilen klinik
calismada renal hiicreli karsinoma olan hastalardan tedavi 6ncesi ve PD-L1 ve IL-6

reseptOriiniin kombine blokaji sonrasi alinan tiimér 6rnekleri incelenmistir. Kombine
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blokaj tedavisinin tiimoriin sinerjistik gerilemesini sagladigi ve tek basina anti-PD-
L1’e kiyasla anti-tiimér CD8+ sitotoksik T lenfosit yanitlarini 6nemli Olciide
tyilestirdigi belirlenmistir. Dolayisiyla IL-6 seviyelerinin diisiik olmas1 immiin yanit
icin istenen bir durum olarak disiiniilmektedir. G grafigi incelendiginde, IL-6
seviyeleri kontrol grubu (serum fizyolojik) ve bos hedefli nanopartikiil (PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP) grubu haricinde benzer ve nispeten yiiksek
cikmistir. Bu durum, bes ve altinci doz NP/¢ozelti uygulamasinda gozlenen tiimor
dokusunun biiyiime egilimi ve ila¢ direnci gelisimi ihtimali ile iliskilendirilebilir.

Sekil 4.49.-H (IL-17A): IL-17A, CD4+ T yardimct hiicreleri, CD8+ sitotoksik

T hiicreleri tarafindan salgilanan inflamatuar bir sitokindir. Bu sitokin, CD4+ ve CD8+
T hiicre infiltrasyonunu baskilayarak timor biliylimesini tesvik edebilir. Ancak son
zamanlarda yapilan bazi calismalarda, IL-17A’nin bagisiklik hiicreleri yoluyla
antitimor etkinlik gosterdigi de tespit edilmistir. Dolayisiyla IL-17A’nin timdr
progresyonu iizerindeki rolii heniiz net bir sekilde belirlenmemistir (404).

Genel olarak in vitro PKMH numunelerine iliskin sitokin seviyeleri
degerlendirildiginde, immiin yanitin kombine ¢6zelti ve aktif hedefli kombine etkin
madde yiiklii nanopartikiillerle artirilmis olabilecegi sdylenebilir. In vitro analiz bir
ongori niteliginde olup in vivo deneylere iliskin kestirim yapilmasini saglamaktadir.
Nanopartikiillerin canli sistemlerdeki davranmisi (Bolim 5.11.7., 5.11.8. ve 5.12.),

klinige gecis i¢in daha kiyaslanabilir sonuglar elde edilmesini saglayacaktir.

5.11.5. CD8/NK Boncuk Temelli Coklu Analiz Kiti ile Yapilan In Vivo

Sitokin Analizi

Sitokin seviyelerinin immiin yanit1 degerlendirmedeki roliine iligkin preklinik
ve klinik ¢alismalar mevcuttur. Ornegin, Su ve grubu (405) tarafindan kolon kanseri
gelistirilmis BALB/C farelere tedavi amaciyla tekli veya kombine halde uygulanan
PD-1v, IL-2/15, IL-12 ve GM-CSF rekombinant plazmidlerinin takibinde hem tiimor
caplart hem de boncuk temelli analiz ile sitokin seviyeleri degerlendirilmistir.
Kombine tedavide tiimor ¢apinda en az biiyliime gozlenmistir. Benzer yanitlar sitokin
analizleri ile de desteklenmistir, 6rnegin IFN-y, TNF-a, IL-4 ve IL-5 sitokin seviyeleri
kontrol grubuna kiyasla kombine tedavi alan grupta anlamli derecede (p<0,0001)

artmistir. Lao ve grubu (399) tarafindan anti-PD-1 tedavisi alan KHDAK hastalarla
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gerceklestirilen bir klinik aragtirmada, tedaviye yanit veren hastalarin hem CD4+ hem
de CDS8+ hiicrelerinde tedavi oncesine kiyasla IL-2, IFN-y, TNF-a ve CD69
seviyelerinin arttig1 belirlenmistir (p<0,05).

Sitokin analizlerde kiyaslamalar genellikle, kontrol grubu veya tedavi gruplari
arasinda ikili olarak yapilmaktadir. Ek olarak sitokinin ortamdaki varliginin yaninda
bagisiklik hiicrelerinin sitokine ne kadar siire boyunca maruz kaldig1 da immiin yanitin
degerlendirilmesi i¢in &nemlidir. Ornegin, TNF-a gibi baz1 sitokinlerin kisa siireli
maruziyeti antiproliferatif etki saglarken, bu sitokinlerin siirekli maruziyetinde
beklenenin aksi yanitlar gdzlenebilmektedir (382).

Sitokinler hakkinda genel bilgi, bir 6nceki basgligin (5.11.6.) agiklamalarinda
verilmistir. Dolayisiyla bu boliimde sadece sitokinler ile tedavi etkinligi arasindaki
iliski incelenmis ve in vitro analiz sonuglari ile karsilagtirma yapilmistir.

Sekil 4.50.-A (IL-2): T hiicre aktivasyonundan sonra IL-2 sekresyonunun

artmasi istenen bir durumdur. Kontrol grubuna (serum fizyolojik) kiyasla, tiim deney
gruplarinda benzer ve artmig bir IL-2 seviyesi mevcut olup, etkin madde
kombinasyonu iceren gruplarda en yiiksek IL-2 seviyelerinin gozlenmesi olumlu
olarak degerlendirilmistir. /n vitro analize kiyasla kontrol grubu ve PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG KNP grubu hari¢ tiim gruplarin IL-2 seviyesi yaklagik iki kat
artmistir.

Sekil 4.50.-B  (TNF-0): [n vitro deneylere kiyasla ozellikle
nivolumab-+galunisertib+anti-EGFR ¢ozeltisi ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-
EGFR-G-N KNP gruplarinda TNF-o degerlerinde diisiis gozlenmesi, kullanilan

¢ozelti ve nanoformiilasyonlarin in vivo kosullarda daha farkli ve immiin yanit1 artiric
etki gosterebilecegine isaret etmektedir. Bu sitokin seviyesinin azalmasi immiin yanit
acisindan olumlu olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.50.-C ve I (Perforin ve Granzim A): TGF-B’nin, perforin, granzimlerin

tiretimini azaltarak CD8+ T hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonunu belirgin sekilde
baskiladig bildirilmistir (393). Kontrol grubu ve bos nanopartikiil grubu, etkin madde
veya hedefleme ligandi igeren nanopartikiiller kiyaslandiginda, gruplarda ¢ok yakin
sitokin seviyeleri elde edilmis, dolayisiyla sonuclar kiyaslanamamistir.

Sekil 4.50.-D (IL-10): Interlokin-10 (IL-10), bagisiklik yanitlarini diizenleyen,

T ve B lenfositleri tarafindan iiretilen giiclii bir antiinflamatuar sitokindir. Kontrol
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grubunda 1,7 pg/mL seviyesinde IL-10 sekresyonu gozlenmistir. Nivolumab tedavisi
alan hastalarin serum numuneleri ile yapilan analizlerde antitiimor yanitta olumlu
etkisi oldugu tespit edilen IL-10’un (371, 406) D grafigindeki seviyeleri
incelendiginde, ¢ozelti grubunda IL-10 sekresyonunda azalma gozlenirken (0,75
pg/mL),PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP (1,6 pg/mL) ve PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP (1,9 pg/mL) gruplarindaki artmis IL-10
seviyeleri, nanopartikiillerin ¢ozeltiye kiyasla daha gii¢lii bir immiin yanit saglamis
olabilecegine isaret edebilir.

Sekil 4.50.-E (FasL): FasL ve Fas’in ekspresyonunun IL-1, IL-6, TNF-a veya

IFN-y varliginda arttig1 bilinmektedir (398). Tiimoér mikrogevresinde FasL artist
istenen bir durumdur, ¢ilinkii bu ligandin tiimor hiicresi lizerindeki Fas reseptorii ile
etkilesmesi ile tiimor hiicrelerinin apoptozunun tetiklenmesini saglanmaktadir.
Kontrol grubunda 1,4 ng/mL olarak 6l¢iilen sitokin sekresyonu, asil tedavi grubunda
(PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP, kirmizi) beklenen sekilde
artmistir (1,8 ng/mL) ve diger tim gruplara kiyasla en yiiksek FasL seviyesi
gozlenmistir (p>0,05).

Sekil 4.50.-F (IFN-y): TGF-B, CD8+ T hiicrelerinde IFN-y ekspresyonunu

baskilamaktadir (400). Dolayisiyla galunisertib igeren gruplarda IFN-y seviyesinin
artmast beklenmektedir. Kontrol grubundaki farelerde 5,3 ng/mL IFN- y iiretimi
gozlenmistir. Galunisertib ve nivolumabin kombine oldugu ¢o6zelti grubunda diger
gruplara kiyasla daha yiiksek IFN-y seviyeleri (12,3 ng/mL) gozlenmistir. Kontrol ve
bos NP gruplarina kiyasla; PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP (yesil),
PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP (kirmizi) ve PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP (turuncu) gruplarinda da IFN-y sekresyonunun
arttig1 belirlenmistir. Bu durum immiin yanitta etkin madde ve hedefleme ligandinin
pozitif rolii olabilecegine isaret etmektedir.

Sekil 4.50.-G (IL-6): IL-6 sinyalizasyonu, immiin yanit1 baskilayici etki

gostermektedir. Kontrol grubunda 0,6 ng/mL seviyelerinde IL-6 sitokini sekresyonu
Olclilmiistiir. Cozelti grubunda artmis IL-6 seviyeleri (2,9 ng/mL), ¢ozelti grubuna
kars1 ilag direnci gelismis olabilecegine isaret edebilir. PLGA/PLGA-His/PLGA-
PEG-G-N KNP (yesil), PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP

(kirmiz1) gruplarinda benzer ve diisiik IL-6 seviyeleri kontrollii salim sayesinde ilag
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direnci gelisiminin dnlenmesine ve bu sayede etkin immiin yanita isaret edebilir.

Sekil 4.50.-H (IL-17A): IL-17A, CD4+ T yardimct hiicreleri, CD8+ sitotoksik

T hiicreleri tarafindan salgilanan inflamatuar bir sitokindir. Bu sitokin, CD4+ ve CD8+
T hiicre infiltrasyonunu baskilayarak timor biliylimesini tesvik edebilir. Ancak son
zamanlarda yapilan bazi c¢aligmalarda, IL-17A’nin bagisiklik hiicreleri yoluyla
antitimor etkinlik gosterdigi de tespit edilmistir. Dolayisiyla IL17A’nin tiimor
progresyonu iizerindeki rolii heniiz net bir sekilde belirlenmemistir (404).

Sonug¢ olarak, sitokin seviyeleri degerlendirildiginde, immiin yanitin
nivolumab+galunisertib+anti-EGFR ¢ozeltisi ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-
EGFR-G-N KNP grubunda artirilmis olabilecegi sdylenebilmekte, yanitlar in vitro

deneyleri cogunlukla destekler niteliktedir.

5.11.6. In Vivo Tiimér Numunelerindeki Yiizey Farkhlasma

Antijenlerinin Akim Sitometri ile Analizi

Yiizey farklilagma antijenleri, bagisik yanit sinyalizasyonunda kritik rollere
sahiptir ve bu molekiillerin bircogu 16kosit tipine 6zgii farklilasmalar1 saglamaktadir.
Ornegin yardime1 T hiicreleri yiizeylerinde CD4, sitotoksik T hiicreleri CD8
molekiillerini bulundurmakta ve bu sayede immiin fenotiplemede birbirlerinden
kolaylikla ayirt edilebilmektedirler (407). CD8+ T hiicrelerinde aktivasyonu, bir dizi
etkilesimin gerekliligini i¢eren karmasik bir yapidir. T hiicresi reseptorii, antijen
sunucu hiicre ile karsilastifi zaman MHC tarafindan sunulan antijenle baglanmay1
takiben hiicre i¢i sinyalizasyon CD3 kompleksi tarafindan gercgeklestirilmektedir,
ancak yanitin baslatilmas1 ve artirllmast icin CDS8 ko-reseptoriine ihtiyag
duyulmaktadir. T hiicresinin anerjiye (antijene karsi tepkisizlik) veya apoptoza
yonelmemesi ve aktivasyonun giiglenmesi i¢in, TCR sinyalinden gelen ilk aktive edici
sinyalin, bagimsiz, ortak bir uyarici sinyal tarafindan takip edilmesi gereklidir. Bu
ikinci sinyale, CD8+ T hiicreleri iizerinde bulunan CD28 reseptorlerinin antijen
sunucu hiicrelerde bulunan CD80 veya CD86 ile etkilesimi aracilik etmektedir (132).
Asagida analiz sonuglari tartisilan diger CD molekiilleri de T hiicrelerin yeniden aktive
olup olmadigina iligkin bir 6ngorii saglamaktadir.

CD45, T hiicrelerinde en bol bulunan hiicre yiizeyi glikoproteinlerinden

birisidir (132), bu 6zelligi sayesinde timor ve dalak dokularindan boyama ile ayirt
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edilerek CD molekiil analizleri gergeklestirilmistir. immiinoterapi etkinligi sitokin
analizi disinda ayrica akim sitometri analizi ile degerlendirilmis ve potansiyel
biyobelirteglerin (CD) seviyelerine iliskin grafikler (Sekil 4.51., s.136) asagida
tartisilmastir:

Sekil 4.51.-A ve B: PD-1, CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin aktivasyonu

sonucunda eksprese edilmektedir (386, 408). PD-1’in tiimorli hastalarin T
hiicrelerinde daha yiiksek diizeyde eksprese edildigi ¢alismalarla gdsterilmistir (386).
T hiicreleri lizerindeki PD-1'in aktivasyonunun, T hiicresi tiikenmesine ve sonugta
tiimdr biliylimesine yol agtig1 bilinmektedir. Klinik calismalarda, PD-1’in CD4+ T
hiicreleri iizerindeki yiizey ekspresyonunun, KHDAK hastalarinda diisiik klinik
yanitla iliskili oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla bu biyobelirteg, tedaviye yanit
hakkinda potansiyel bir 6ngorii saglamaktadir (409). Nivolumab PD-1 blokorii oldugu
icin, sonuclardan beklenen, nivolumab uygulanan gruplarda
(Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR ¢ozeltisi, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N
KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP) en disik PD-1+
ylzdelerinin gozlenmesidir. A grafigi incelendiginde kontrol grubu hari¢ tiim
gruplarda PD-1+ yiizdesi azalmistir. Nivolumab igcermeyen (PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP)
gruplardaki diisiisiin sebebinin ek deneylerle arastirilmasi planlanmaktadir. CD8+ T
lenfositlerde daha yiiksek PD-1 ekspresyonu, T hiicresi yanitlarinin inhibisyonu ve
azalan antitiimér aktivite ile iliskilidir (386). Ornegin, A grafiginde kontrol grubunun
PD-1 seviyesi % 40 civarinda iken, B grafiginde bu yiizde 50’lere ulagmistir. PD-1
yolunun inhibe edilmesinin, sitotoksik T hiicrelerinin (CD8+ T) anti-tiimdr aktivitesini
artirdigin1 gosteren caligmalar mevcuttur (409). B grafigi incelendiginde, CD8+ T
hiicrelerin PD-1 ekspresyonu, anti-PD-1 antikoru ile tedavi edilen gruplarda
(Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR ¢ozeltisi ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
anti-EGFR-G-N KNP) beklendigi sekilde azalmistir. Asil tedavi grubunda (kirmizi),
ilag ¢ozeltisine (lacivert) kiyasla daha etkili bir reseptér blokasyonu oldugu
gozlenmistir. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP ve PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG KNP grubunda nivolumab bulunmamasina ragmen PD-1 degerinin
kontrol grubuna kiyasla diisiik olmasi yorumu zorlastirmaktadir. PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-G-N KNP grubunda hedefleme ligand1 bulunmamas1 6nceki in vitro
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ve in vivo deney sonuclart ile baglantili olarak immiin yanitta istenen etkinin
alinamamasina neden olmustur.

Sekil 4.51.-C ve D: CD25 ge¢ aktivasyon biyobelirtecidir. CD25, IL-2

reseptOriintin bir pargasidir ve aktif T lenfositlerde ve Treg ylizeyinde yiiksek
miktarlarda eksprese edilmektedir (410). Bu belirtece iliskin grafikler incelendiginde
beklenen yanitlarin alinmadigi tespit edilmistir. Her biyobelirtecin ekspresyon kinetigi
birbirinden farklidir. Ornegin, CD69 ekspresyonu CD25'ten daha 6nce olmaktadir, bu
durum deneyin hangi asamada sonlandirildigina bagl olarak degisiklik gosterebilir.
Lee ve arkadaslarinin (411) T hiicresine bagimli bispesifik antikorlarla T hiicre
aktivasyonunu degerlendirdikleri bir calismada CD25 ve CD69 pozitiflik diizeylerinin
antikorun konsantrasyonuna bagli degisimini incelemislerdir. Her iki biyobelirtecin
ylksek ekspresyonu T hiicre aktivasyonunda istenen bir durumdur. CD69’un
konsantrasyon artistyla korele olarak deney siiresince CD25’e kiyasla daha fazla
eksprese edildigi tespit edildigi ve bu durumun testin zaman 6lgeginden kaynaklandigi
belirtilmistir.

Sekil 4.51.-E ve F: CDA45, T hiicrelerinde bol bulunan bir transmebran

proteindir. T hiicreleri, antijeni tespit etmek ve yanit vermek i¢cin CD45’¢e ihtiya¢ duyar
clinkii CD45, TCR kompleksinin fosforilasyonu i¢in gerekli olan lenfosite 6zgii
protein tirozin kinazi, kisa adiyla Lck’y1, aktive eder. Dolayisiyla CD45 pozitiflik
immiin yanit i¢in istenen bir durum oldugu diisiiniilebilir. T hiicresi fonksiyonu i¢in
CD45’in gerekli oldugu kabul edilmektedir; ancak farkli deneysel gézlemler bunun
TCR sinyalini olumlu veya olumsuz etkileyebilecegini gostermektedir. Bu karmagsik
durumun nedeni, CD45’in farkli yolaklar etkileyen substratlara sahip olmasidir (412).

Sekil 4.51.-G ve H: CD69 erken aktivasyon biyobelirtecidir yani T hiicrelerin

aktive olmasi durumunda bu belirtecin yiiksek olmasi beklenmektedir (413). Yue ve
arkadaslar1 (413) tarafindan yapilan bir in vitro arastirmada PBMC’lerden elde edilen
ve CD3/CD28 uyarimi yapilmis T hiicrelerine nivolumab (10 pg/mL) uygulamasi ile
hem CD4 hem de CDS hiicrelerinde CD69 seviyelerinde artis gézlenmistir. Tez
kapsaminda CD-1 nude farelerden c¢ikarilan tiimor dokularindan elde edilen T
hiicreleri ile yapilan akis sitometri sonuglari incelendiginde hem CD4+ hem de CD8+
T hiicreleri i¢in ¢ozelti grubundaki (Nivolumab-+galunisertib+anti-EGFR) CD69
pozitifligi diger gruplara kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Bu durum c¢ozelti
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grubunda nivolumabin nanopartikiil gruplarina kiyasla daha etkin bir sekilde T hiicre
proliferasyonu saglamig olabilecegini gostermektedir, ancak tek bir biyobelirte¢
tizerinden bu yorumu yapmak miimkiin olmamaktadir.

Sekil 4.51.-1 ve J: CD38 aktivasyon biyobelirtecidir. Hem CD4+ hem de CD8+

T  hiicrelerinde  artmis  olmast  beklenmektedir. ~ Nivolumab  igeren;
nivolumab+galunisertib+anti-EGFR  ¢ozeltisi, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N
KNP, ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP gruplarinda CD4+ T
hiicrelerinde beklenen sonu¢ alinmis olmasina ve en iyi sonuglarin hedefli kombine
etkin madde yiiklii nanopartikiillerde alinmis olmasina ragmen, CD8+ T hiicrelerinde
CD38+’liginin azalma egilimine iliskin gerekge; literatiirde CD38’in T hiicreleri i¢in
PD-1 gibi bir bagisiklik kontrol noktas1 gorevi gorebilecegine iliskin bulgular olarak
gosterilebilir (414).

Sekil 4.51.-K: CD45, esas olarak bagisik hiicrelerine eksprese edilmektedir.
CD45+’1ik T hiicrelerini timdr hiicrelerinden ayirt etmek amaciyla kullanilmaktadir.
CD45+ hiicrelerinin  tiimorde birikimi  beklenen sekilde en ¢ok ¢o6zelti
(Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR) grubundadir.

Sonug olarak, in vivo deneylerden elde edilen tiimor dokular ile hem boncuk
temelli sitokin analizleri hem de akim sitometri analizleri gerceklestirilmistir.
Analizler ile KHDAK tedavisinin immiin yanit tizerindeki etkinligi incelenmis ve
ozellikle ilag ¢ozeltisi ile hedefli kombine etkin madde yiiklii nanopartikiil gruplarinin
immiin yanit {izerine olumlu etkisi tespit edilmis olup, bu durum tez ¢alismasinda
secilen kombinasyonun fayda sagladigini gdstermistir. /n vivo boncuk temelli analiz

bulgular1 genel olarak in vitro bulgularla uyumlu bulunmustur.
5.12. In Vivo Calismalar Sonrasi Tiimériin Degerlendirmesi

Tez kapsaminda ilk olarak A549-Luc2 insan KHDAK hiicrelerinin CD-1 nude
farelere enjeksiyonu ile heterotopik olarak tiimér modeli gelistirilmis, ardindan
farelere saglikli goniillillerden alinan PKMH’lerin enjeksiyonu ile humanizasyon
islemi yapilmistir. Nanopartikiiller, gerekli tedavi dozunu saglayacak sekilde (3 mg/kg
nivolumab, 1,4 mg/kg galunisertib) literatiire uyumlu olarak hazirlanmis ve tedavi
stiresince farelere kuyruk veninden uygulanmaistir.

Timor capr degisimi grafiginde (Sekil 4.55., s.139), kombine etkin madde
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yiiklii hedefsiz nanopartikiil (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP) ve hedefsiz
bos nanopartikiill (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP) gruplarinda tiimor
biiytikliigiiniin baslangi¢ (0,5 cm) boyutlarina gore yaklasik % 35-40 artmis oldugu,
tedavi siiresince tiimor boyutunda kiiclilmenin sadece kombine ila¢ c¢ozeltisi
(nivolumab+galunisertib+anti-EGFR) ve hedeflendirilmis kombine etkin madde
yiiklii nanopartikiill (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP) (6. doz
uygulmasi  hari¢) gruplarinda oldugu gozlenmistir. 4. dozdan sonra
nivolumab-+galunisertib+anti-EGFR ¢ozeltisi ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-
EGFR-G-N KNP gruplarindaki  tiimor ¢ap artisinin  ilag  direncinden
kaynaklanabilecegi ya da fareleri tedavi siiresince humanize etmek amaciyla
uygulanan PKMH dozunun yetersiz gelmis olabilecegi diisiiniilmektedir (415). Timor
capinda kii¢iilmenin goriliigii ¢6zelti (nivolumab, galunisertib, anti-EGFR antikoru)
ve hedeflendirilmis kombine etkin madde yiiklii nanopartikiil grubu, tez kapsaminda
secilen kombinasyonun basarili oldugunu net bir sekilde ortaya koymaktadir. Ancak,
hedeflendirilmis kombine etkin madde yiiklii nanopartikiil grubunun ¢ozeltiye kiyasla
tiimor ¢apini daha az kiigiiltmesi (p>0,05) polimerik nanopartikiillerin farenin kuyruk
veninden verilmesi sirasinda, bilhassa iist iiste uygulama sonrasinda venin deforme
olmas1 ve nanopartikiil formiilasyonlarinin uygulanmasinda yasanan zorluklar olarak
distiniilmektedir.

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
anti-EGFR-G-N KNP gruplarin1 kiyaslamak da literatiire katki acisindan oldukga
onemlidir. Bu kiyaslama aktif hedeflemenin tedavideki roliinii agik bir sekilde
gostermektedir. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP ve PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP gruplarindaki tiimor ¢aplar1 19 giinliik tedavi
sonrast incelendiginde, hedefli NP’lerde % 4 cap artisina ragmen hedefsiz NP’lerde
~% 40 cap artis1 gdzlenmistir (p<0,01). Iki grup arasindaki tek farkin hedefleme
oldugu dikkate alinirsa, anti-EGFR ile yapilan hedeflemenin basarili oldugu acik bir
sekilde gozlenmektedir. Bu sonuglar, KHDAK gibi agresif timorlerde tek basina pasif
hedeflemenin yetersiz olabilecegini diisiindiirmektedir (43, 415, 416). Ayrica, in vivo
sonuglar, Sekil 4.49.’daki (s.134) in vitro T hiicre proliferasyon deneyinde gozlenen
sonuglar1 destekler niteliktedir.

Kontrol grubu (serum fizyolojik) incelendiginde, PLGA/PLGA-His/PLGA-
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PEG-G-N KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP ve PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG KNP gruplarina kiyasla tiimér ¢aplarindaki artis daha diisiiktiir ve
farelerin genel anlamda deney siiresi boyunca refah seviyeleri iyi diizeyde
bulunmustur. Bu durumun temel sebebinin kuyruk venine yapilan serum fizyolojik
uygulamasinin nanopartikiillerde oldugu gibi vende deformasyona yol agmamasi, bu
sebeple PKMH’nin farelere daha etkin bir sekilde uygulanmast oldugu
diisiiniilmektedir. PKMH sayesinde etkin madde uygulanmaksizin bagisik yanitin tek
basina da bir miktar giiclendirildigi diisiiniilmektedir. Literatiirde bu goriisi
destekleyen arastirmalar bulunmaktadir. Ornegin, Liu ve ark. (417) tarafindan
gerceklestirilen bir calismada tek basina insan akciger adenokarsinoma hiicreleri
(Am1010) ve akciger kanseri hiicreleri + PKMH kombinasyonu seklinde NOD/SCID
farelere intraperitoneal yolla enjekte edilmis, ii¢ haftanin sonunda timdr boyutlar
incelendiginde PKMH kombine olan grupta, sadece kanser hiicreleri verilen gruba
kiyasla tlimor boyutlar1 daha kii¢iik bulunmustur (p<0,05). Bu durum PKMH’nin tek
basina timoér gelisimi iizerinde inhibitér etkisi oldugunu gostermektedir.
PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR
KNP ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP grubunda kuyruk veninden yapilan
nanopartikiil uygulamalarinin viicutta homojen dagilmamis olmasi ihtimali ve son
uygulamalarda venin deforme olmasi sebebiyle etkili sonu¢ alinamamis olabilecegi
diistiniilmektedir.

Farelerin tedavi siiresince dlgiilen agirliklar1 temel alinarak hazirlanmis olan
zamana kars1 % agirlik degisim grafigi, Sekil 4.54.te (s.139) verilmistir. Sonuglar
incelendiginde, tiim gruplarda farelerin agirliklarin baglangica gore azaldigi, kilo
kayb1 yasandig1r gozlenmistir. Agirliktaki azalmanin asil tedavi grubu (kirmizi) ve
kontrol grubunda (gri) en az oldugu goézlenmistir. Kontrol grubundaki agirlik
diisiislinlin az olmas1 hem serum fizyolojik uygulamas: hem de PKMH ile bagisik
yanitin desteklenmesi ile iligkilendirilmistir. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N
KNP ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP grubunda gézlenen yan
etkilerin az olmasi, ilaglarin dogrudan ¢6zelti halinde degil bir nanosisteme enkapsiile
edilerek verilmesi ile iligkilendirilmistir. Sadece hedef bolgesinde ve kontrollii salim
ile ani toksisite belirtilerinin 6nlenmesi literatiirle uyumludur (43, 418). Cozelti

grubunda gozlenen % 5 agirlik degisiminin en 6nemli sebebinin farelerde tedavinin ilk
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dozundan itibaren baslayan ishal oldugu diisiiniilmektedir. Hem kemoterapdtiklerin
hem de immiinoterapétiklerin ortak yan etkilerinden olan ishal, ¢aligmalarda farelerde
gozlenmekte ve agirlik kaybina sebep olmaktadir (419, 420). PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-G-N KNP ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP
grubunda bu yan etki gbzlenmezken ¢6zelti grubunda ishalin gézlenmesi, antikanser
ilaclarin giincel tedavi yaklagimi olan ila¢ tasiyici sistemlere yiiklenmesinin
istiinliiklerine 6rnek olarak verilebilir.

Tiimor c¢apindaki degisim agisindan tiimore hedefli nanopartikiillerle
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmayan galunisertib, nivolumab ve
anti-EGFR ¢o6zeltisi uygulanan grup da tez kapsaminda literatiirde ilk kez kombine
halde nanosisteme enkapsiile edilen bu iki maddenin 6nerildigi gibi etkili oldugunu
dogrulamaktadir. Bu noktada nanotasiyici sistemin {istiinliigli kombine ¢dzelti
grubuna gore yan etki profilinin iyilestirilmesi yoniinde olmustur. Tez kapsaminda
elde edilen bulgularin hedefli kombinasyon tedavisinin akciger kanserinde
kullanimina iligkin etkinligi artirilmis, yenilik¢i ve 6zglin immiinoterapotik yaklagim
bir yaklasim ortaya koydugu ve klinik kullanim i¢in umut vaat edecegi
distiniilmektedir.

Sonu¢  olarak, tez kapsaminda Onerilen  galunisertib+nivolumab
kombinasyonunun, ongdriilerimiz ile uyumlu olarak, nanopartikiile yiiklenmesi ile
etkin ve giivenli bir yaklasim olabilecegi gosterilmistir. Anti-EGFR antikoru ile
konjuge nanopartikiillerin hedefsiz nanopartikiillere kiyasla tedavi etkinligini anlamli
derecede artirmasi, aktif hedeflemenin nanosistemlerin tedavi etkinliginde 6nemli bir

faktor oldugunun gdstergesi oldugu seklinde degerlendirilmistir.
5.13. Biyodagilimin Degerlendirilmesi

Biyodagilim c¢alismalar1 floresan isaretli izotip veya anti-EGFR antikoru
konjuge nanopartikiillerin farelerin kuyruk venine uygulanmasini takiben 14. saatte
organ ve timor dokularinin goriintiilenmesi ile gergeklestirilmistir. Antikor konjuge
floresan 6zellikli nanopartikiillerin biyodagilimi (Sekil 4.58., s.141) incelendiginde,
nanopartikiillerin yaklagik 200 nm boyutlara sahip olmas1 ve i.v. uygulamanin bir
sonucu olarak Oncelikli olarak retikiiloendotelyal sistem organlarinda (karaciger ve

dalak) birikime ugradigi tespit edilmistir (313, 421). Cai ve arkadaslarinin (422)
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osteosarkom tedavisinde kullanilmak {izere hazirladiklari 249 nm partikiil boyutuna
sahip PLGA nanopartikiiller i¢in, 24 saatlik biyodagilim ¢aligmalar1 sonucunda
caligmalarimiza benzer sekilde en yiiksek birikimin karaciger ve dalakta oldugu
gozlenmistir. Ek olarak, hedefli nanopartikiillerin karacigerde ve bobrekte birikmesi,
nanopartikiillerin viicuttan atilim yolaklar1 nedeniyle, beklenen bir durumdur (423).
PLGA-FPI749/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP’nin uygulandig1 gruptan
beklenti, PLGA-FP1749/PLGA-His/PLGA-PEG-izo KNP’nin uygulandig1 gruba
kiyasla EGFR ekspresyonunun yogun oldugu tiimér dokusunda artmais bir birikimdir.
Sonuglar bu beklentiyi destekler niteliktedir ve aktif hedeflendirilmis
nanopartikiillerin tiimér dokusunda daha fazla birikime ugradigi goriilmektedir
(p>0.05). Sun ve arkadaglar1 (424) tarafindan floresan 6zellikli kumarin 6 yiikli,
hedefsiz veya CD konjuge pegile polikaprolakton nanopartikiilleri iiretilmis ve glioma
timorii gelistirilen farelere uygulanmistir. 24 saatin sonunda viicuttaki birikim
incelendiginde hedefsiz nanopartikiillere kiyasla hedefli nanopartikiiller tiimor
dokusunda daha fazla birikim gostermistir. Tez sonuglarimiza benzer sonuclar elde
edilen bir diger biyodagilim ¢alismasinda, Venugopal ve arkadaslari (425) tarafindan
floresein izotiyosinat yiiklii, hedefsiz ve anti-EGFR hedefli PLGA nanopartikiilleri
nanogOktiirme yontemi ile iiretilmis ve heterotopik olarak {i¢lii negatif meme kanseri
gelistirilen farelere uygulanmistir. 24 saatin sonunda hedefsiz nanopartikiillerden
gelen floresan 1s1ma tiim viicutta gozlenirken hedefli nanopartikiillere iliskin sinyaller
en fazla tiimor dokusundan alinmuistir.

Bunun yani sira, hedeflendirmeden bagimsiz olarak nanopartikiillerin boyutu,
zeta potansiyel degeri ve bilesimindeki polimer oOzelliklerinden dolayr her iki
nanopartikiilin de (izotip antikor ve anti-EGFR konjuge) akcigerde biriktigi
gozlemlenmistir. Bu durum, s6z konusu nanopartikiillerin KHDAK tedavisi i¢in
gelistirilmis olmasi nedeniyle, olumlu ve {imit vadeden bir gelisme olarak
degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak, tezin hipotezinde nanopartikiillerin tiimor
mikrogevresine hedeflendirilmesi planlanmistir. Bu baglamda sonuglar, hedefleme

ligandinin basarili bir sekilde calistigini géstermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalar ile elde edilen sonuglar 6zetlenecek

Giincel olarak KHDAK’nin tedavisinde immiinoterapétik olarak kullanilan
nivolumab, etkinliginin artirilmas1 amaciyla tez kapsaminda TGF-f inhibitorii
galunisertib ile kombine edilmistir. Bu kombinasyonun tiimdr mikrogevresine
hedeflendirilerek etkinliginin artirilmas1 ve olast yan etkilerin azaltilmasi
amaciyla nanopartikiiler bir ilag tasiyici sistem gelistirilmistir. Kanda kalis
stiresinin optimizasyonu ve tiimor hiicreleri ile etkilesimlerinin iyilestirilmesi
fikri ile tez kapsaminda, farkli geometrik sekillere sahip PLGA
nanopartikiilleri tretilmis ve in vitro/in vivo Kkarakterizasyonlari
gergeklestirilmistir. Elde edilen deneysel sonuglar, kullanilan etkin maddeler,
nanosistemin kompozisyonu, ¢alisilan hiicre hatt1 ve gelistirilen tiimor modeli
i¢in optimum nanopartikiil sekli kiire olarak belirlenmistir. Ideal nanopartikiil
seklinin formiilasyon bilesenleri ve test edilecek hastalik modeline gore
degiskenlik gosterebilecegi goriilmiistiir.

Immiinoterapotik olarak kullamilan anti-PD-1, boyutunun kiigiiltiilmesi
amaciyla fragmante edilmistir. Ancak, biitlin antikor ile karsilagtirmali olarak
elde edilen deneysel bulgulara gore fragmante antikorun immiin yanit1 yetersiz
bulunmustur. Antikorlarin fragmantasyonuna yonelik cok sayida g¢aligma
yapiliyor olsa da fragmantasyonun dogrulanmasi, fragmante antikorun
stabilitesi ve etkinligi kapsamli bir sekilde arastirilmalidir.

Tez kapsaminda iki asamada gerceklestirilen in vivo deneylerin ortotopik
tiimor modeli ile gergeklestirilmesi planlanmistir. Ancak, akcigerde timor
gelistirilmesinde % 50 basariya ulasilabilmistir. Bu nedenle timdr modeli
heterotopik olarak sirt bolgesinde gelistirilmistir. Bu durumun iistesinden
gelebilmek icin ortotopik tiimdr modeli gelistirilmesine yonelik daha basarilt
yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyuldugu goriilmiistiir.

Tez kapsaminda Onerilen galunisertib+nivolumab kombinasyonunun,

onerildigi iizere etkili bir kombinasyon segenegi oldugu in vitro ve in vivo
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calismalar ile gosterilmistir. Yapilan ¢aligsmalar ile, bu kombinasyonun hem
¢ozelti formunda hem de nanopartikiil formunda etkili bir kombinasyon oldugu
sonucuna ulasilmistir. Etkin maddeler ¢6zelti formunda farelerde ishale yol
acarken aktif hedeflendirilmis nanopartikiil formunda ishal gézlenmemistir.
Bu durum, bilhassa kronik kullanimin yaratacagi yan etkilerin iistesinden
gelebilmek i¢in tiimore hedeflendirilmis nanopartikiil formiilasyonlarinin daha

giivenilir olabilecegini gostermektedir.

Tezin ilk asamalarinda farkli sekillerin kiyaslanmasi amaciyla yapilan
caligmalar Farmasotik Teknoloji alaninda uluslararast oneme sahip 20.
International Pharmaceutical Technology Symposium’unda so6zli bildiri
olarak sunulmustur. Farkli sekillerdeki nanopartikiillerin iiretimi ve
karakterizasyonuna iliskin “Effects of Particle Geometry for PLGA-Based
Nanoparticles: Preparation and In Vitro/In Vivo Evaluation” baslikl1 bilimsel
arastirma makalesi, eczacilik alaninin 6nde gelen, prestijli dergilerinden biri
olan Pharmaceutics’te (impact faktorii: 6,53) 03.01.2023 tarihinde

yaymlanmustir.

Sonug olarak, konvansiyonel dozaj sekillerine gore formiilasyonu ve iiretim
prosesi olduk¢a kompleks olan aktif hedeflendirilmis polimerik
nanopartikiillerin planlanan yiiksek etkinlik ve diisiik yan etki profilini
gosterebilmeleri ve endiistriyel boyutta iiretilerek klinikte kullanim onay1
alabilmeleri i¢in yapilan her bir ¢alisma bilime katki agisindan biiyiik 6nem
tagimaktadir. Yapilan aragtirmalarin sonucunda elde edilen bulgularin
olusturdugu bilgi havuzu formiilasyondan tiretime her bir parametrenin 6nemli
oldugu nanoteknolojik ilaglarda arastirmacilara yon vermektedir. Yiiksek
maliyet ve yogun emek gerektiren bu c¢aligmalardan elde edilen degerli
bulgular, spesifik hasta gruplart icin kisisellestirilmis tedavi segenegi

olusturabilecek formiilasyonlar i¢in biiyiik onem tasimaktadir.
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Deney hayvanlarinin beslenmesi

Hayvan hastaliklar1

a) mikrobiyolojik, virolojik, parazitolojik, mikolojik
b) klinik diga vurumlar

c) saglik tarama programlar

Biyoistatistik (miimkiin olan en diisiik hayvan
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Abstrack The physicochemical properties (size, shape, zeta potential, porosity, elasticity, etc) of
nanocarriers influence their biological behavior dimctly, which may mesult in alterations of the
therapeutic muteome. Undemstanding the effect of shipe on the celhilar inferaction and biodistribution
of intravenously injected partickes could have fundamental importance for the rational design of drug
delivery systems. In the present study, spherical, rod and elliptical disk-shaped FLGA nanoparticles
wene developed for examining systematically their behavior in vitro and invivo, An important
finding is that the mlease of the encapsulated human seram albumin (HSA) was significantly higher
in spherical particks compared to rod and elliptical disks, indicating that the shape can make a
differance. Safety studies showed that the toxicity of PLGA nanoparticles is not shape dependent in
the studied concentration range. TI'u:tha:i\r has pioneering findings om comparing :pheﬁ:al rod and
e[li.pl:in:a] di:k—shapud PLCGA na.nupa.rticl:bin I:Eruudparﬁ:le SLre, partidu sire dstribution, colloidal
:Ia'bi]i.{'_\l:. lel.'PhLlli.‘-g_\l:, dmg encap:uhﬁun, dl‘l.‘l“ rolaase, sa.E{'_\r of nm'.l.rpnﬂicbb_. cellular up{ah: and
bidistribution. Nude mice bearing non-small cell hing cancer were treated with 3 differently shoped
nanoparticles, and the sccumulation of nanoparticles in tumor tissue and other ongans was not
statistically different (7> 0,05). Itwas found that PLGA nanoparticles with LO0, 4.0 = 05,75 =05
aspect ratios did not differ on total tumer sccumulation in nore-smiall cell lumg cancer.

K.e}rwm:ch'. nanupnrt'u:]eb_: 'Pa:rt.ic|e shape; anisotrop; human senem albumin; cellular upta.lu_-_:
biodistribution; drug delive Ty; PLGA

1. Introduction

The Mational Nanoechnology Initiative (MNI, 2010) describes nanotechnology as “the
understanding and control of matter at dimensions between approximately 1 and 100 nm,
whem unique phenomena enable novel applications™ [1]. Ower the past three decades,
nantechnology has emerged as a promising strategy to resolve the echnological impasses
incurred in variows branches of science. Nanotechnology provides improvements of teat-
ment efficiency by increasing the stability and solubility of encapsulated pharmaceuticals,
contributing to transport across membranes, prolonging blood residence time, localizing
drmgs at the therapeutic site and echibiting endosomal escape [2-4]. Momover, targeting
by affinity ligands facilitates the uptake of nanoparticles by the tumor @lls themselves,
allowing for prolonged tissue etention and increased cellular uptake [2] It is also possible
to design these systems so that controlled drug release can take place from the matrix,
which may include both organic and inorganic materials [5]. It is important to note that
nanoparticles clear rapidly from the systemic circulation via phagooy ic uptake, mainly by
the macrophages in the liver and spleen. A surfactant such as PEG or polovamer can be
used tomodify the surface of nanoparticles to increase their stability invivo [6-8]. Despite
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