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ÖZET 

 

Kaplan, M., Farklı Şekilli Nanopartiküllerin Geliştirilmesi, İmmünoterapötik ve 

Kemoterapötik Madde Yüklü Optimum Şekilli Nanopartiküllerin Küçük Hücreli 

Dışı Akciğer Kanseri Üzerine Antikanser Etkinliğinin Değerlendirilmesi, 

Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Farmasötik Teknoloji 

Programı Doktora Tezi, Ankara, 2024. Küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK), tüm 

akciğer kanserlerinin % 85’sini oluşturmaktadır. Kanser immünoterapisi ölümcül akciğer 

kanserinin tedavisi için yeni fırsatlar sunmakla birlikte, KHDAK’nin tedavisinde kullanılan 

immün kontrol noktası inhibitörleri ile hastaların % 15-25’inde olumlu yanıt sağlanmıştır. 

İmmünoterapötiklerin KHDAK tedavisindeki etkinliğinin artırılması amacıyla tez kapsamında, 

FDA ve EMA onaylı PLGA’nın çeşitli türevlerinden oluşan nanopartiküler sisteme, TGF-β 

inhibitörü galunisertib ve immün kontrol noktası inhibitörü nivolumab kombine halde yüklenmiş 

ve tümöre hedeflendirme amacıyla nanopartiküller anti-EGFR ile konjuge edilmiştir. Tez 

kapsamında küresel nanopartiküllere ek olarak, modifiye edilen film germe yöntemi ile çubuk ve 

eliptik disk şeklinde nanopartiküller üretilmiş ve şeklin çeşitli parametreler üzerine etkisi 

incelenmiştir.  Nanopartiküllerin in vitro ve in vivo karakterizasyon çalışmalarından sonra 

optimum özelliklere sahip nanopartikül şekli belirlenmiştir. Hedeflendirilmiş küresel 

nanopartiküllerin (optimum şekilli) sağlıklı ve tümör hücreleri üzerindeki toksisiteleri, T hücre 

immün yanıtları gibi in vitro karakterizasyon çalışmaları gerçekleştirilmiş ardından tümör 

geliştirilmiş farelerde in vivo değerlendirme yapılmıştır. Biyodağılım çalışması ile antikor 

konjuge nanopartiküllerin tümör çevresindeki birikimi, kontrol grubuna kıyasla daha yüksek 

bulunmuştur (p>0,05). İn vivo deneyler sonucunda, tümöre hedeflendirilen kombine etkin madde 

yüklü nanopartiküllerin tümörün küçültülmesinde, hedeflendirilmemiş nanopartiküllere göre 

daha etkili olduğu, etkin madde çözeltisi ile benzer etki gösterdiği belirlenmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Akciğer kanseri, nivolumab, galunisertib, nanopartikül, aktif 

hedeflendirme. 

Söz konusu tez TÜBİTAK tarafından 119R055 numaralı 1001 projesi ve 2211-A Genel Yurt 

İçi Doktora Burs Programı ile desteklenmiştir. Doktora öğrencisi YÖK 100- 2000 Burs 

Programı kapsamında da desteklenmiştir. 
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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-β 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. In 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 
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1. GİRİŞ 

 

Kanser, son yıllarda yeni terapötiklerin geliştirilmesindeki ilerlemelere 

rağmen, artan prevalans, morbidite ve mortalite nedeniyle, dünya genelinde hala en 

yaygın ölüm nedenleri arasında yer almaktadır. Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) verilerine 

göre akciğer kanseri en sık teşhis edilen ikinci ve ölüm oranı en yüksek kanser tipidir. 

Temel olarak, küçük hücreli (% 15) ve küçük hücreli dışı (% 85) olarak ikiye ayrılan 

akciğer kanserinin tedavi yaklaşımları, bu tiplerin özelliklerine göre belirlenmektedir. 

Küçük hücreli dışı akciğer kanseri’nin (KHDAK) tedavisi, kanserin evrelerine 

göre farklılık göstermektedir. Erken evrelerde cerrahi ile tedavi sağlanabilirken, III. ve 

IV. evrelerde cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve immünoterapi yaklaşımları birlikte 

uygulanabilmektedir. Bu tedavi yöntemlerinin, zayıf terapötik etkinlik, spesifik 

olmayan etkileşimler ve sağlıklı dokularda toksik yan etkiler gibi sakıncaları 

mevcuttur. Erken evrelerde tümörün cerrahi olarak çıkarılması günümüzde genellikle 

başarılı bir seçenek olarak uygulanırken, ilk kez teşhis edilen hastaların % 70’inin, 

lokal ileri evre ya da metastatik akciğer kanseri olduğu gözlenmektedir. Bu durum 

cerrahi seçeneğini ortadan kaldırmaktadır. 

Son yıllarda tanı ve tedavideki gelişmelere rağmen, hastalığın geç teşhis 

edilmesi, metastaza eğilim, sınırlı cerrahi seçeneği, tümör heterojenliği, tedaviye 

direnç gösterilmesi, hastaların yaşam kalitesini yüksek düzeyde etkileyen yan etkiler 

ve yüksek mortalite riski nedenleriyle bu alandaki yeni ilaç ve tedavi araştırmaları 

yoğun bir şekilde devam etmektedir. Yeni bir tedavi yaklaşımı olarak yakın zamanda 

tedavide yer almaya başlayan immünoterapi, bazı KHDAK hastalarında umut verici 

sonuçlar göstermiş olsa da her hasta tedaviye aynı derecede olumlu yanıt 

vermemektedir. Tez kapsamında bilinen sakıncalara çözüm önerisi sunabilecek 

özellikte bir ilaç taşıyıcı sistem geliştirilmesi amaçlanmıştır.  

TGF-β, hücre büyümesi, doku onarımı ve bağışıklık sistemi düzenlemesi gibi 

çeşitli biyolojik süreçleri kontrol eden bir sinyal yolağında rol almaktadır. Başlangıçta, 

tümör baskılayıcı olarak işlev gören bu sitokin (TGF-β), daha sonra inflamasyon, 

anjiyogenez, bağışıklıktan kaçış ve kötü huylu hücrelerin invazyon ve metastaz 

potansiyellerini artırarak kanserin tüm vücuda yayılmasına yol açabilmektedir. Bu 

nedenle, TGF-β inhibisyonu, güncel bir antikanser tedavi yaklaşımı olarak 
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araştırılmaktadır. 

Bağışıklık hücreleri üzerinde bulunan immün kontrol noktası reseptörleri (PD-

1, CTLA-4) sağlıklı hücreleri bağışıklık sisteminin aşırı tepki ve otoreaktif 

saldırılarından korurken, kanser hücreleri üzerindeki ligandlar bu mekanizmayı 

kullanarak bağışık yanıttan kaçabilmektedir. İmmün yanıtı yeniden aktive etmek için 

kullanılan immün kontrol noktası inhibitörleri (İKNİ), diğer bağışıklık hücrelerinin 

yanı sıra T hücrelerini hedef alarak kanser hücrelerine karşı immün yanıtı artırmayı 

amaçlamaktadır. Yüksek üretim maliyetleri sebebiyle İKNİ, sadece gelişmiş ülkelerde 

bir tedavi seçeneği olarak sunulmaktadır. Nivolumab (Opdivo®), Programlanmış 

Hücre Ölüm Proteini-1 (PD-1) reseptörünü bloke eden, Amerikan Gıda ve İlaç 

Kurumu (FDA) onaylı, immün kontrol noktası inhibitörlerinden biridir. İKNİ ile 

tedavide başlangıçta yanıt alınabilirken ileri dönemlerde tedaviye direnç gelişebilmesi 

nedeniyle, bu duruma çözüm olabilecek immünoterapötik ve/veya kemoterapötiklerle 

kombine tedavi seçeneği klinik araştırmalarla test edilme aşamasındadır. Bu proje ve 

tez kapsamında, galunisertib ve nivolumab, ilk kez kombine halde ilaç taşıyıcı sisteme 

enkapsüle edilerek KHDAK’ye hedeflendirilmeye çalışılmıştır. 

Tezin amacı doğrultusunda, immünoterapötiklerin KHDAK tedavisindeki 

etkinliğinin artırılması planlanmış, FDA ve Avrupa İlaç Kurumu (EMA) onaylı bir 

polimer olan poli (laktik-ko- glikolik asit) (PLGA)’nın, poli (etilen glikol) (PEG), 

maleimit (Mal) ve histidin (His) ile modifiye edilmiş formları kullanılarak, 

galunisertib ve immün kontrol noktası inhibitörü nivolumabın kombine halde 

yüklendiği nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemlerin hazırlanmış ve tümöre 

hedeflendirme amacıyla nanopartiküller anti-EGFR ile konjuge edilmiştir.  Tez 

kapsamında küresel nanopartiküllere ek olarak, modifiye edilen film germe yöntemi 

ile çubuk ve eliptik disk şeklinde nanopartiküller üretilmiş ve şeklin çeşitli 

parametreler üzerine etkisi incelenmiştir. Epidermal büyüme faktörü reseptörü 

(Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR), KHDAK hücrelerinin yüzeyinde yüksek 

düzeyde bulunan bir membran reseptörüdür. Günümüzde, EGFR antagonistleri 

özellikle EGFR mutasyonu olan metastatik KHDAK’nin tedavisinde kullanılmaktadır. 

İnhibitörlerin EGFR’ye bağlanması, tümör hücrelerinin büyümesini yavaşlatmakta ya 

da durdurmaktadır. EGFR sinyal yolağı, insan epitelyal kanserlerinde tanımlanan ilk 

onkojenik etmendir. Tüm bu nedenlerden dolayı, hedeflendirme ligandı olarak 
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kullanılacak olan anti-EGFR antikorunun, bu fonksiyonuna ek olarak antikanser 

etkisinin de olabileceği öngörülmektedir. 

Farklı şekilli nanopartiküllere ilişkin bilimsel araştırmaların başlama ve 

literatüre dahil olma süreci incelendiğinde, canlı organizmaların in vivo ortamdaki 

davranışlarının, araştırmacılara ilham kaynağı olduğu görülmektedir. Çok farklı 

şekillere sahip patojenlerin fagositik hücrelerden kaçışı, uzun süre kan dolaşımında 

kalışı ve yüksek miktarda hücre içine alım gibi özelliklerinden yola çıkılarak, farklı 

şekillerdeki nanopartiküllerin küresel nanopartiküllere kıyasla üstün özelliklere sahip 

olabileceği fikri oluşmuştur. Bu düşüncelerden yola çıkılarak küresel partiküllerin 

yanında çubuk ve eliptik disk şeklinde nanopartiküller de hazırlanarak in vitro ve in 

vivo parametreler üzerine etkileri incelenmiş ve tedavi için optimum şekle karar 

verilmiştir. 

İki aşamalı olan bu tez çalışmasında araştırma hipotezimiz; küçük hücreli dışı 

akciğer kanseri tedavisinde kemoterapötik küçük molekül ile immünoterapötik 

makromolekülü kombine olarak içeren, EGFR reseptörü hedefli polimerik 

nanopartiküllerin immün yanıt etkinliğini in vitro ve in vivo koşullarda 

artırılabileceğidir. 

Hipotez doğrultusunda tezin amaçları sıralanırsa: 

• Nanopartiküllerin şeklinin in vitro ve in vivo parametreler üzerine etkinliğinin 

değerlendirilmesi, 

• Hazırlanan nanopartiküllerin, partikül boyutu, şekli ve pasif hedeflendirme 

stratejisi ile tümör bölgesine ulaşabilecek kadar uzun süre kan dolaşımında 

kalması,  

• Nivolumabın F(ab’)2 fragmanı elde edilerek nanopartiküllere 

enkapsülasyonunun artırılması, 

• Yüzeyinde taşıdığı hedeflendirme ligandı sayesinde tümör hücrelerinin 

yüzeyinde lokalize olması, 

• Polimerin yapısındaki aside duyarlı modifikasyon sayesinde asidik tümör 

mikroçevresinde artan, pH’ya bağlı kontrollü etkin madde salımı, 

• İlaç taşıyıcı sisteme, galunisertib ve PD-1 reseptör blokörü olan nivolumabın 

kombine halde enkapsülasyonu ile, mevcut tedavide kullanılan ve hastalardaki 

başarı oranı % 25 olan nivolumabın etkinliğinin galunisertib ile artırılması 
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amaçlanmıştır. 

Çift emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma yöntemi kullanılarak hazırlanan 

nanopartiküller ile tek bir sistem içerisine iki farklı çözünürlük profiline sahip 

maddenin (galunisertib ve nivolumab) enkapsülasyonu sağlanmıştır. İlerleyen 

aşamalarda, optimize edilen ilaç taşıyıcı sisteme anti-EGFR antikorunun 

konjugasyonu gerçekleştirilerek, kombine etkin madde yüklü nanopartiküllerin 

tedavideki etkinliği, konjugasyon yapılmayan grupla in vivo ortamda kıyaslanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Akciğer Kanseri 

Ulusal Kanser Enstitüsü’nün tanımına göre kanser, vücuttaki bazı hücrelerin 

kontrolsüz bir şekilde büyüdüğü ve vücudun diğer bölgelerine yayıldığı bir hastalıktır. 

Hücre bölünmesinin doğal sürecinde meydana gelen patofizyolojik değişiklikler, 

kanserli hücre oluşumunu tetiklemektedir (1). Zaman içinde bu hücreler kan ve lenf 

sistemi yoluyla vücudun diğer bölgelerine yayılarak veya metastaz yaparak hastalığa 

karşı tedavi seçeneklerini daha da zorlaştırarak sınırlamaktadır (2, 3). Dünya çapında 

önemli bir halk sağlığı problemi olan kanserin kardiyovasküler hastalıklardan sonra 

ikinci en yaygın ölüm nedeni olduğu bilinmektedir. Özellikle, gelişmiş ve gelişmekte 

olan ülkelerde kanser teşhisi konulan hasta sayısında önemli bir artış gözlenmekte (3, 

4), nüfusun yaşlanması ve büyümesi gibi demografik değişikliklerin güçlü etkisi 

nedenleriyle de önümüzdeki yıllarda kanser insidansının daha da artacağı ve 2025 

yılına kadar yılda 20 milyondan fazla yeni kanser vakasının oluşacağı öngörülmektedir 

(5, 6). 

DSÖ 2020 verilerine göre, yılda 2,2 milyondan fazla vaka sayısı ile akciğer 

kanseri, dünya genelinde ikinci en sık görülen ve en yüksek ölüm oranına sahip kanser 

tipidir (Şekil 2.1.) (7, 8). 

 
Şekil 2.1. 2020 yılı kanser tiplerine göre insidans grafiği (9). 
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Sigara ve tütün ürünlerinin kullanımı, akciğer kanseri vakalarının yaklaşık % 

90’ında gözlenen ortak risk faktörleridir. Diğer risk etmenleri arasında; radon gazı, 

asbest, hava kirliliği, iş yerlerinde kullanılan kimyasal maddelere maruziyet, genetik 

faktörler ve kronik enfeksiyonlar gibi diğer faktörler sayılmaktadır (10). Özellikle 

gelişmiş ülkeler, bu bilgiler doğrultusunda hava kirliliği ve tütün kullanımı ile ilgili 

yoğun bir mücadele içindedir. Akciğer kanseri, bronşların birçok farklı bölgesinde 

ortaya çıkabilen heterojenitesi yüksek bir kanser tipidir, bu nedenle anatomik 

konumuna bağlı olarak oldukça değişken semptom ve bulgular gösterebilmektedir. En 

yaygın semptomlar; öksürük, dispne (nefes darlığı), hemoptizi (kanlı öksürük), kilo 

kaybı ve anoreksi (iştahsızlık) şeklinde sıralanabilmektedir (11). Akciğer kanseri, 

farklı şekilde büyüyen ve yayılan hücrelerin histolojik görünümüne göre iki temel alt 

sınıfa ayrılmaktadır: küçük hücreli akciğer kanseri (KHAK) ve küçük hücreli dışı 

akciğer kanseri (KHDAK) (Şekil 2.2.) (10-12). 

 
Şekil 2.2. Görülme sıklığına göre akciğer kanseri tipleri  (13). 

Akciğer kanserinde klinik sonuçlar, teşhis anındaki kanser evresiyle doğrudan 

ilişkilidir. Örneğin, evre I akciğer kanseri ile başvuran hastaların beş yıllık sağkalım 

oranı % 68,4 iken, evre IV akciğer kanseri ile başvuran hastaların beş yıllık sağkalım 

oranı % 5,8’dir. Çoğunlukla hastaların ilk teşhisi, daha düşük bir sağkalım ve artan 

semptom yükü ile ilişkili olan evre IV olmaktadır. Dolayısıyla agresif ve hızlı seyirli 

olan akciğer kanserine yönelik taramaların yapılması ve erken teşhisi, mortalite riskini 

önemli ölçüde azaltacaktır (14, 15). Akciğer kanseri için tedavi seçenekleri arasında 

cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, immünoterapi ve hedefe yönelik tedaviler yer 



7  

almaktadır (8, 10). Akciğer kanserinin bütün evrelerinde sistemik kemoterapinin 

sağkalım üzerindeki etkisi sınırlı olup, metastaz durumunda palyatif etkisi 

bulunmaktadır (16). Hastalık çoğunlukla geç teşhis edildiği için, tek bir farmakolojik 

ilaç grubu ile tedavi edilememekte ve tedavi için genellikle kompleks, kombinasyon 

terapiler uygulanmaktadır. Özetle hastalığın tedavisindeki ilerlemelere rağmen uzun 

süreli sağkalım oranları oldukça düşüktür (17). 

2.1.1. Küçük Hücreli Olmayan Akciğer Kanseri (KHDAK) 

KHDAK, tüm akciğer kanseri vakalarının yaklaşık olarak % 85’ini 

oluşturmaktadır (12). Ulusal Kanser Enstitüsü (National Cancer Institute, NCI) 

verilerine göre sigara içmek, küçük hücreli dışı akciğer kanseri için en önemli risk 

faktörüdür. KHDAK’nin en önemli belirtileri arasında geçmeyen öksürük ve nefes 

darlığı bulunmaktadır. Hastalığın teşhisine yönelik çeşitli tanı testleri (göğüs röntgeni, 

bilgisayarlı tomografi taraması ve/veya PET-CT taraması (18)) yapılmakta ve testlerin 

sonuçları ve biyopsi ile kesin tanı konulmaktadır (19). Ek olarak EGFR, KRAS, ALK 

gibi tümör belirteçleri, akciğer kanserinin erken teşhisini ve kanserin spesifik alt 

tiplerini tespit etmek amacıyla kullanılabilir. Bu belirteçler aynı zamanda 

bireyselleştirilmiş tedavi ve prognoz tahmininde önemli bir öngörü sağlamaktadır 

(14). KHDAK, hücrelerin mikroskop altındaki histolojik görünüşüne göre üç gruba 

ayrılmaktadır: adenokarsinoma, yassı hücreli karsinoma, ve büyük hücreli karsinoma 

(20, 21). Evrelere göre inceleme yapıldığında, KHDAK, erken (evre I ve II) ve 

ileri/metastatik evre (evre III ve IV) olarak iki ana grup ile toplamda dört alt gruba 

ayrılmaktadır (14). Alt gruplar NCI tarafından IA, IB, IIA, IIB, IIIA, IIIB, IIIC, IVA 

ve IVB olarak kanserin ilerleme derecesine göre detaylandırılmıştır. Çoğu kanser tipi 

solid tümör yapısındadır. KHDAK, solid tümörlerin en agresif formlarından birini 

oluşturmaktadır (17) ve solid forma dönüşüm, dezmoplastik reaksiyon sonucu fibröz 

oluşumuna dayanmaktadır. Dezmoplazi, hücre dışı matriks proteinlerinin üretiminde 

(kolajen tip I, III ve IV; fibronektin; laminin; hiyalüronik asit vb.) önemli bir artış ve 

sonuçta yoğun bir fibröz bağ dokusunun oluşumu ile karakterizedir. Hücreler 

arasındaki artan yoğun basınç sebebiyle antikanser moleküllerin tümör hücrelerine 

ulaşımı engellenmektedir (22),  bu durum da KHDAK’nin ilaçla tedavisinde zorluk 

oluşturmaktadır. 
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NCI’ya göre, KHDAK’de güncel tedavi seçenekleri; ameliyat, radyoterapi, 

kemoterapi, immünoterapi, lazer tedavisi, fotodinamik terapi, kriyocerrahi (çeşitli 

kimyasal maddelerin uygulanması ile tümörün lokal olarak soğutulması), elektrokoter 

(dokuyu yakarak kesme işlemi) ve hedefe yönelik tedavidir. 

KHDAK tedavisinde FDA onaylı pek çok kemoterapötik (Tablo 2.1.), cerrahi 

veya radyoterapi sonrası tek başına veya diğer ilaçlarla kombine halde kullanılmaya 

devam edilmektedir (23). 2000’li yılların başından itibaren, platin temelli 

kombinasyon kemoterapiler, hedefe yönelik tedaviye duyarlı, mutasyon gözlenmeyen 

ileri evre KHDAK hastaları için ilk basamak tedavi olmuştur (24). Örneğin sisplatinin 

paklitaksel, gemsitabin, dosetaksel veya vinorelbin gibi diğer kemoterapötik ilaçlarla 

kombinasyonu, KHDAK’nin başlangıç tedavisi için kullanılmaktadır (25). 

Tablo 2.1. KHDAK tedavisinde kullanılan FDA onaylı kemoterapötikler (23, 26). 

İlaç (Ticari ürün) Etki mekanizması 

Sisplatin (Cisplatin®) Alkilleyici madde 

Karboplatin (Paraplatin®)  Alkilleyici madde 

Mekloretamin Hidroklorür (Mustargen®)  Alkilleyici madde 

Doksorubisin Hidroklorür (Adryamycin®, Rubex®)  Topoizomeraz inhibitörü 

Gemsitabin Hidroklorür (Gemzar®)  Antimetabolit 

Metotreksat (TrexallTM, Rheumatrex®)  Antimetabolit 

Pemetrekset Disodyum (Alimta®)  Antimetabolit 

Dosetaksel (Taxotere®)  Mitotik inhibitör 

Paklitaksel (Taxol®) Mitotik inhibitör 

Vinorelbin Tartrat (Navelbine®) Tübülin bağlayıcı  

Kemoterapötikler uzun yıllardır kullanılmasına rağmen dar bir terapötik 

indekse sahip olması, uzun süreli kullanımda istenmeyen yan etkilere ve ilaç direncine 

yol açması ve düşük tedavi etkinliği sebebiyle hedefe yönelik yeni tedavi seçenekleri 

araştırılmaya başlanmıştır (24, 25). Hedefe yönelik tedavi seçenekleri arasında; 

monoklonal antikorlar, tirozin kinaz inhibitörleri (TKİ), rapamisin protein 

kompleksinin memeli hedefi (mTOR) inhibitörleri (örneğin; everolimus) ve KRAS 

G12C inhibitörleri (örneğin; sotorasib, adagrasib) olmak üzere 4 ana grup 

bulunmaktadır (19). 
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 Günümüzde, hedefe yönelik ilaçlar çoğunlukla kemoterapi ile birlikte veya tek 

başına, ilerlemiş akciğer kanseri tedavisinde kullanılmaktadır (Tablo 2.2.) (27). 

Örneğin, nesitumumab, gemsitabin ve sisplatin ile kombine halde metastatik yassı 

hücreli KHDAK’nin birinci basamak tedavisinde kullanılmaktadır (28). 

Tablo 2.2. KHDAK tedavisinde son gelişmelere örnekler (29). 

İlaç  
(Ticari ürün) 

Grubu Endikasyon FDA onay 
tarihi 

Pemetrekset 
(Pemfexy®) 

Kemoterapötik 
(folat antagonisti) (30) 

Yassı hücreli olmayan ileri evre 
KHDAK 

Şubat 2020 

Osimertinib 
(Tagrisso®) 

Kemoterapötik 
(EGFR tirozin kinaz 
inhibitörü)  
(31) 

Cerrahi operasyon geçirmiş, 
EGFR ekzon 19 veya ekzon 21 
L858R pozitif KHDAK 

Aralık 2020 

Pralsetinib 
(Gavreto®) 

Kemoterapötik (kinaz 
inhibitörü) 

MET* ekzon 14 mutasyonuna 
sahip metastatik KHDAK 

Ekim 2020 

Nivolumab 
(Opdivo®) 

Anti-PD-1 antikoru Neoadjuvan tedavi ile rezeke 
edilebilir KHDAK için platin çifti 
kemoterapisi ile kombine 

Mart 2022 

Selpercatinib 
(Retevmo®) 

Kemoterapötik (kinaz 
inhibitörü) 

FDA, RET* füzyonu pozitif lokal 
ileri veya metastatik KHDAK 

Eylül 2022 

Durvalumab 
(Imfinzi®) 

+  
Tremelimumab 

(Imjudo®) 
+  

Kemoterapik 
madde 

kombinasyonu 

Anti-PD-L1 antikoru 
 
Anti-CTLA-4 antikoru 

Metastatik KHDAK Kasım 2022 

Adagrasib 
(Krazati®) 

Kemoterapötik  
(RAS GTPaz ailesi 
inhibitörü) 

KRAS G12C mutasyonlu lokal 
ileri veya metastatik KHDAK olan 
ve daha önce en az bir sistemik 
tedavi almış hastalar  

Aralık 2022 

Pembrolizumab 
(Keytruda®) 

Anti-PD-1 antikoru Evre IB, II veya IIIA KHDAK için 
cerrahi ve platin bazlı 
kemoterapiyi takiben adjuvan 
(koruyucu) tedavi 

Ocak 2023 

Enkorafenib 
(Braftovi®) 

+ 
Binimetinib 
(Mektovi®) 

Kemoterapötik BRAF V600E mutasyonu taşıyan 
metastatik KHDAK 

Ekim 2023 

*MET: Mezenkimal epitelyal geçiş, RET: Rearranged during Transfection. 
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Tedavi protokolüne karar verilirken temel kriter, kanserin evresi (tümörün 

büyüklüğü, akciğerdeki lokalizasyonu, tümörün hangi lenf düğümlerine yayıldığına 

göre belirlenir) olmakla birlikte hastanın genel sağlık durumu ve tedaviyi tolere 

edebilirliği de dikkate alınmaktadır (32). 

Erken evre (evre I-II, bazı kaynaklara göre IIIA (14) da dahil edilir.) KHDAK 

için önerilen tedavi seçeneği cerrahidir (8, 15, 33). Radikal radyoterapi (tümörü 

tamamen yok etmek için uygulanan radyoterapi), lokalize KHDAK için bir diğer 

potansiyel küratif tedavidir. Cerrahinin uygun olmadığı evre II KHDAK hastaları için 

eş zamanlı kemo-radyoterapi önerilmektedir. Ayrıca, erken evre hastaların tedavisinde 

hedefe yönelik tedavi veya immünoterapinin rolü henüz netleşmemiştir (33). 

Genellikle, ilk tanıda hastaların % 70’ine lokal ileri evre veya metastatik 

akciğer kanseri (evre III veya IV) teşhisi konulmakta ve hastalarının yaklaşık % 

60’ında uzak metastaz (21) bulunmaktadır. Bu durumda cerrahi seçeneği ortadan 

kalkmaktadır (10, 12). Cerrahiye uygun (rezektabl) evre IIIA KHDAK’li hastalar için 

standart tedavi, cerrahi ve takibinde kemoterapiden oluşmaktadır. Cerrahiye uygun 

olmayan evre IIIA hastaları için radyoterapi, kemoterapi ve/veya cerrahinin bir 

kombinasyonu önerilmektedir (10). Bazı evre IIIA kanserler için diğer bir tedavi 

seçeneği de kemoterapi ve ardından cerrahi ile birlikte nivolumab kullanımıdır. 

Cerrahi, radyasyon ve kemoradyasyonun terapötik etkisinin yeterli olmayacağı 

düşünüldüğünde, immünoterapötikler (pembrolizumab, emiplimab vb.) ilk tedavi 

seçeneği olarak değerlendirilebilir (32). 

Cerrahi ile tümörün vücuttan tamamen uzaklaştırılamadığı lokal ileri evre 

KHDAK’li (evre IIIA-B) hastalar için sisplatin/karboplatin gibi bir kombine 

kemoterapi, eş zamanlı olarak torasik radyoterapi kürü uygulanmaktadır. Bu 

kemoterapi ve radyoterapi rejimi ile birlikte klinikte kullanılan herhangi bir hedefe 

yönelik ilaç bulunmamaktadır (8). Cerrahi, radyasyon ve kemoradyasyonun terapötik 

etkisinin yeterli olmayacağı düşünülüyorsa, evre IIIA’da olduğu gibi 

immünoterapötikle tedavi ilk seçenek olarak değerlendirilebilir (32). 

Son zamanlarda, özellikle immün kontrol noktası inhibitörlerinin keşfinden 

sonra, akciğer kanseri tedavisi büyük ölçüde iyileştirilmiştir. Adjuvan tedavi olarak 

atezolizumab (PD-L1 inhibitörü), evre II-IIIA hastaların sağkalımına önemli katkı 

sağlamaktadır. Atezolizumab, 2021 yılında, cerrahi veya kemoterapi alan KHDAK 
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hastaları (evre II-IIIA) için ek veya adjuvan tedavi olarak FDA tarafından 

onaylanmıştır. Ulusal Kanser Enstitüsü tarafından yürütülen ve devam etmekte olan 

büyük ölçekli bir klinik çalışma olan ALCHEMIST (Adjuvant Lung Cancer 

Enrichment Marker Identification and Sequencing Trials) ile adjuvan tedavi olarak 

hedefe yönelik veya immünoterapinin etkinliği hakkında yakın zamanda değerli 

bulguların sağlanacağı öngörülmektedir (33). 

Evre IV tanısı almış hastalar için; cerrahi, kemoterapi, hedefe yönelik tedavi, 

immünoterapi ve radyasyon tedavisi semptomları hafifletmekte ve sağkalım süresinde 

az da olsa bir artış sağlayabilmektedir. Benzer amaçlarla fotodinamik terapi veya lazer 

terapisi de kullanılmaktadır (10, 32). 

Sonuç olarak günümüzde tedavide çığır açıcı bir buluş olarak nitelendirilen 

immün kontrol noktası inhibitörleri ile sağkalım süresinde artış sağlanmasına rağmen, 

tüm hastalar immünoterapiden aynı derecede fayda görmemekte ve çoğu hastada 

hastalık ilerlemesini sürdürmektedir (12). KHDAK için immün kontrol noktası 

inhibitörleri ile gözlenen düşük tedavi etkinliğine çözüm olarak, günümüzde aşı 

geliştirme (Tedopi®, faz III, NCT02654587) çalışmaları devam etmektedir (34, 35). 

Yukarıda açıklanan tüm sebepler, KHDAK için yapılan yenilikçi ilaç 

araştırmalarının önemini artırmaktadır. Söz konusu yeni tedavi seçeneklerinin etkin 

şekilde kullanılması için KHDAK yapısındaki uygun moleküler hedeflerin 

belirlenmesi ve optimum tedavi yaklaşımlarının en az yan etki veya toksisite ile 

uygulanması büyük önem taşımaktadır. Yakın zamanda pek çok nanosistem KHDAK 

tedavisinde kullanılmak amacıyla araştırılmıştır; ancak monoterapötik içeren 

nanopartikül (NP) formülasyonlarının kullanımı ile, KHDAK tedavisinde istenen 

sonuçlar elde edilememiştir (17). Bu sebeple tez kapsamında kombine etkin madde 

yüklemesi ile tedavi etkinliğinde artış planlanmış, hedefleme ligandı konjugasyonu ile 

en az yan etki ve artırılmış terapötik etki amaçlanmıştır. 

2.2. Kanser Tedavisinde Nanopartiküler İlaç Taşıyıcı Sistemler  

Kanser karmaşık bir patofizyolojiye sahip olduğu için kemoterapide, düşük 

seçicilik, çoklu ilaç direnci, fizyolojik bariyerlerden düşük geçiş kabiliyeti  gibi çeşitli 

zorluklarla karşılaşılmaktadır (36). Geleneksel tedavi yöntemlerinin sınırlamalarının 

iyileştirilmesi amacıyla güncel stratejilerin geliştirilmesine ihtiyaç bulunmaktadır (3, 
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13, 37, 38). Bu amaçla, çok çeşitli nanosistemler hazırlanmakta (Şekil 2.3.) ve yoğun 

bir şekilde preklinik/klinik araştırmalar gerçekleştirilmektedir. 

 
Şekil 2.3. Kanser tedavisinde kullanılmak üzere araştırılan nano boyutlu ilaç taşıyıcı  

sistemlere örnekler (39, 40). 

Geleneksel kemoterapi ile kıyaslandığında nano boyutlu ilaç taşıyıcı sistemler 

ilaçların kanda kalış süresini artırma, tek bir taşıyıcıya sinerjistik etki için birden fazla 

ilacın enkapsülasyonu/adsorpsiyonu, peptit-protein gibi çabuk parçalanan yapıları 

kararlı bir şekilde hedef bölgeye taşıma, ilacın istenilen süre boyunca istenilen dozda 

kontrollü salımını sağlama, aktif ve pasif hedefleme ile sistemik yan etkilerin 

azaltılması, uyaranlara (örneğin; sıcaklık, pH, enzim, manyetik alan) duyarlı ilaç 

taşıyıcı sistemler ile spesifik olarak tümör bölgesinde kontrollü/sürekli salım sağlama, 

kan-beyin bariyeri gibi biyolojik bariyerlerin aşılması, hidrofobik veya düşük 

çözünürlüğe sahip etkin maddelerin çözünürlüğünün artırılması gibi çeşitli 

üstünlüklere sahiptir (41-44). Nanosistem temelli  yaklaşımlar hedefleme sayesinde 

genellikle daha az toksiktir ve dolayısıyla hasta uyuncu daha yüksektir (45). Bu 

sistemler, özellikle kanser gibi teşhis ve tedavi seçenekleri kısıtlı olan hastalıkların 

tedavisine çözüm bulmak amacıyla uzun yıllardır araştırılmakta ve FDA tarafından 

onaylı 20 nanosistem örneği Tablo 2.3.’te yer almaktadır.
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Tablo 2.3. FDA ve EMA onaylı nanosistem örnekleri. 

Ticari ürün (Firma) Nanosistem türü Etkin madde(ler) Hastalık/Kullanım amacı Onay yılı Referans 

CosmoFer®/INFeD®/Ferrisat® 
(Pharmacosmos) 

Demir dekstran kompleksi Demir • Demir eksikliği anemisi 1992 (46, 47) 

Doxil®/Caelyx™ 
(Janssen) 

Nanolipozom Doksorubisin HCl • Multipl myelom
• AIDS ilişkili kaposi sarkomu
• Over (yumurtalık) kanseri

1995 (47, 48) 

Abelcet® 
(Sigma-tau) 

İlaç-lipit kompleksi Amfoterisin B • Mantar enfeksiyonları 1995 (49, 50) 

Feridex® 
(Bayer) 

Dekstran kaplı süperparamanyetik 
demir oksit kolloid 

Demir oksit • Manyetik rezonans görüntüleme
sistemi

1996 (51) 

Copaxone® 
(Teva) 

Aminoasit polimer karışımı Glatiramer asetat • Multipl sklerozis (MS) 1996 (51) 

DepoCyt® 

(Sigma-tau) 
Nanolipozom Sitarabin • Lenfomatöz menenjit 1996 (49, 51) 

Ferrlecit® 
(Sanofi) 

Demir glukonat kolloid Demir • Kronik böbrek hastalığı olan
hastalarda anemi tedavisi

1999 (46, 47) 

Venofer® 
(Vifor) 

Manyetik nanopartikül Demir sükroz • Kronik böbrek hastalarında
demir replasmanı

2000 (50) 

Eligard® 
(Tolmar) 

PLGA nanopartikül Löprolid asetat • Prostat kanseri 2002 (50) 

Neulasta® 
(Amgen) 

Polimerik konjugat Filgrastim • Kemoterapi ilişkili nötropeni
• Myeloid olmayan maligniteler
• Proflaksi

2002 (49, 50) 

Emend®

(MSD) 
Nanokristal Aprepitant • Antiemetik 2003 (49, 52) 
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Tablo 2.3. (Devam) FDA ve EMA onaylı nanosistem örnekleri. 

Ticari ürün (Firma) Nanosistem türü Etkin madde(ler) Hastalık/Kullanım amacı Onay yılı Referans 

Macugen® 
(Phizer) 

PEGile anti-VEGF 
aptamer 

Pegaptanib sodyum • Neovasküler yaşa bağlı makula
dejenerasyonu

2004 (53-55) 

Megace® ES 
(Endo Pharms Inc) 

Nanokristal Megestrol • Anoreksi
• Kaşeksi

2005 (51, 56) 

Abraxane® 
(Abraxis BioScience 

and AstraZeneca) 

Protein-ilaç nanokonjugatı Paklitaksel • Metastatik meme kanseri
•
•

Metastatik KHDAK
Metastatik pankreas
adenokarsinomu

2005 
2012 
2013 

(50, 57) 

Oncaspar® 
(Enzon) 

PEGile l-asparajinaz Asparajinaz • Akut lenfoblastik lösemi (ALL) 2006 (51, 54) 

Elestrin® 
(Biosante) 

Nanojel Östradiol • Vazomotor semptomlar/ menopoz
döneminde ateş basması

2006 (57) 

Cimzia® 
(UCB) 

Polimerik konjugat Sertolizumab pegol • Crohn’s hastalığı,
• Romatoid artrit,
• Psöriatik artrit,
• Ankilozan spondilit

2008 
2009 
2012 
2013 

(50, 52) 

Marqibo® 
(Spectrum) 

Nanolipozom 
(PEGile olmayan) 

Vinkristin • Philadelphia kromozom-negatif
akut lenfoblastik lösemi (tersiyer)

2012 (58, 59) 

Adynovate® 
(Baxalta) 

Polimer-protein konjugatı Antihemofilik faktör 
(rekombinant) 

• Hemofili 2015 (49, 50, 55) 

Vyxeos® 

(Jazz Pharma) 
Nanolipozom Daunorubisin ve sitarabin • Akut miyeloid lösemi 2017 (60)
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KHDAK tedavisi amacıyla çeşitli nanoformülasyonlar da klinik deneme 

aşamasındadır (Tablo 2.4.) (61). 

Tablo 2.4. KHDAK tedavisi amacıyla araştırılan nanofarmasötiklere örnekler. 
Tıbbi ürün/Klinik 
deney numarası 

Nanosistem İlaç Klinik durum 

Lipoplatin Lipozom Sisplatin KHDAK için Faz III çalışmaları 
tamamlandı. 

NCT04033354 Albumin – etkin 
madde konjugatı 

HLX10 Nab-
Paklitaksel 

KHDAK için Faz III çalışmaları 
devam ediyor. 

NCT02667743 Polimerik misel Paklitaksel KHDAK için Faz III çalışmaları 
devam ediyor. 

Lipusu/NCT02996214 Lipozom Paklitaksel KHDAK için Faz IV çalışmaları 
devam ediyor. 

Kanser tedavisinde, çok çeşitli polimerler, polisakkaritler, lipidler ve proteinler 

kullanılarak, amaca yönelik benzersiz yüzey, boyut, şekil ve morfolojik özelliklere 

sahip nanosistemler tasarlanabilmektedir (36). Nanosistemin hazırlanmasında 

kullanılan taşıyıcının türüne (polimerler, lipidler, inorganik nanotaşıyıcılar veya 

peptidler) bağlı olarak ilaç taşıyıcı sistemler sınıflandırılabilmektedir (Şekil 2.4.) (62-

64). Tez kapsamında PLGA temelli polimerik nanotaşıyıcı sistem hazırlandığı için, bu 

sistemler 2.2.1. başlığında detaylandırılmıştır. 

 
Şekil 2.4. İlaç taşıyıcı nanosistemlerin sınıflandırılması. 

Nanopartiküllerin yüzeyi, sistemin kan dolaşımındaki yarı ömrünü ve 

biyoyararlanımını optimize etmek veya nanosistemi spesifik bir dokuya hedeflemek 

üzere modifiye edilebilmektedir. Örneğin, nanopartiküller, bağışıklık sistemi 

bileşenleri tarafından opsonizasyon ve fagositozun azaltılmasını sağlamak ve 
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dolaşımda kalış sürelerini artırmak için PEG gibi bazı hidrofilik maddelerle 

kaplanabilmektedir (36, 43). PEG’in bu özelliğinden faydalanmak amacıyla tezde 

PEG ile modifiye edilmiş PLGA-PEG-Malemit polimeri tercih edilmiştir. Modifiye 

PLGA’nın uç bölümünde bulunan maleimit, nanopartiküllere hedefleme ligandının 

konjugasyonunu sağlamak amacıyla seçilmiştir.  

2.2.1. Polimerik Nanopartiküller 

Günümüzde yaygın şekilde çalışılan nanopartikül türü olan polimerik 

nanopartiküller, doğal veya sentetik polimerlerden oluşan, genellikle 1-1000 nm 

boyutlarında kolloidal sistemlerdir (65, 66). Polimerik NP’ler, diğer nanopartikül 

türlerine kıyasla modifiye edilebilir kontrollü ve sürekli salım, doku ve hücrelerle 

biyouyumluluk, biyoparçalanırlık, amaca uygun yüzey modifikasyonu, yüksek 

stabilite, tekrarlanabilirlik gibi özelliklerinden dolayı ilaç taşıyıcı sistem olarak sıklıkla 

tercih edilmektedir. Bu amaçla hazırlanan nanopartiküllerde, terapötik madde(ler) 

polimerik matrisin içinde homojen dağıtılabilir veya enkapsüle edilebilir, aynı 

zamanda yüzeye adsorbe edilebilir veya konjuge edilebilir (63, 67). 

Polimerik NP’lere yüklenecek ilacın fizikokimyasal özelliklerine veya 

uygulama yoluna bağlı olarak, NP’lerin üretimi için farklı yöntemler ve polimerler 

kullanılabilmektedir. Genel olarak, önceden oluşturulmuş polimerlerin dispersiyonu 

veya monomerlerin polimerizasyonu olarak iki ana yöntem kullanılmaktadır. Tez 

kapsamında çalışılacak olan polimerin (PLGA) dispersiyonuna yönelik üretim 

yöntemleri; çözücü buharlaştırma, emülsifikasyon/çözücü difüzyonu, 

nanopresipitasyon, tuzla çöktürme (salting-out) olarak sıralanabilmektedir (65). Tez 

kapsamında kullanılacak olan etkin maddelerin sudaki çözünürlükleri dikkate alınarak 

çift emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma yöntemi ile NP üretimi gerçekleştirilmiştir. 

NP’lerin hazırlanmasında, toksisitenin en aza indirilmesi ve salım 

özelliklerinin optimize edilmesi amacıyla çoğunlukla biyolojik olarak parçalanabilen 

polimerler tercih edilmektedir. Yaygın olarak kullanılan biyoparçalanır sentetik 

polimerlere örnek 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 onaylı oluşu, biyouyumluluğu, uzun yıllar boyunca 

biyomedikal uygulamalarda güvenle kullanımı, günler, haftalar, hatta bazı durumlarda 

aylarca devam eden etkin madde salımı nedeniyle ilaç taşıyıcı sistemlerde yaygın 

olarak kullanılmaktadır. PLGA’nın kopolimer oranları değiştirilerek (PLA:PGA) 

hidrofilikliği veya hidrofobikliği artırılabilirken, farklı moleküler ağırlıkları 

kullanılarak salım özellikleri optimize edilebilmektedir (67). PLGA nanopartiküllerin 

yüzeyleri aktif hedefleme için kolayca modifiye edilebilir, bu da sistemik toksisite ve 

dolayısıyla yan etkileri en aza indirebilir ve ilaç direnci riskini azaltabilir. Örneğin, 

Adler ve arkadaşları (68), anti-EGFR monoklonal antikoru ile konjuge etkin madde 

yüklü PLGA NP’leri geliştirerek hücre yüzeylerinde EGFR’yi hedeflemenin, ilaç 

direncinin üstesinden gelmek ve EGFR’yi aşırı eksprese eden tümör hücreleri 

tarafından ilaç alımını artırmak için olası bir yol sunduğunu öne sürmüştür (69). Patel 

ve arkadaşları (70) tarafından yürütülen bir diğer çalışmada ise benzer şekilde 

dosetaksel yüklü PLGA nanopartiküllerine anti-EGFR antikoru konjugasyonu ile aktif 

hedefleme özelliği kazandırılmış ve bu nanopartiküller KHDAK kanserine yönelik 

hem in vitro (konjuge nanopartiküllerle daha yüksek hücre içine alım ve anti-

proliferatif etki) hem de in vivo deney sonuçlarına (en yüksek antitümör etkinlik 

konjuge etkin madde yüklü NP’lerde) göre umut vaat eden sistemler olarak 

değerlendirilmiştir. 

Yukarıda bahsedilen tüm üstünlüklerinden dolayı tez çalışmalarında temel 

olarak üç farklı PLGA türevi ile deneyler gerçekleştirilmiştir. Literatür incelemesi 

yapılarak optimum enkapsülasyon ve salım özellikleri elde etmek amacıyla PLGA’nın 

50:50 (a/a) oranda PLA:PGA karışımı içeren formu ile çalışılmıştır (71, 72). 

Nanopartiküllerin kanda kalış süresini artırmak amacıyla PEGile olan ve kovalan 

bağlarla ligand konjugasyonu sağlayan maleimit fonksiyonlu PLGA türevi tercih 

edilmiştir. Tüm bu üstünlüklere ek olarak asidik tümör mikroçevresinde pH’ya duyarlı 

salım gerçekleştirebilen histidinle modifiye edilmiş PLGA polimeri kullanılarak 

sağlıklı dokularda etkin madde salımının en aza indirilmesi amaçlanmıştır. 

Biyodağılım çalışmalarında organ/doku birikiminin görüntülenebilmesi amacıyla 

floresan işaretli PLGA türevleri ile çalışılmıştır. Seçilen PLGA türevlerine ilişkin 

ayrıntılı bilgiler Tablo 2.5.’te yer almaktadır. 
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Tablo 2.5. Tez kapsamında kullanılan polimerler. 

Polimerin adı Kimyasal yapı 

PLGA PLA:PGA (50:50, a/a) karboksilik asit uçlu, MA:35000 Da 

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

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

mPEG-PLGA-FKR560 Metoksi-PEG-b-PLGA, FKR560 uçlu, MA:5000-10000 Da 

PLGA-FPI749 PLA:PGA (50:50, a/a), FPI749 uçlu, MA:20000-30000 Da 

2.2.2. Nanosistemlerde Partikül Şeklinin Önemi 

Günümüzde sıklıkla kullanılan nanopresipitasyon, kendiliğinden düzenlenme 

(self-assembly), emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma gibi geleneksel üretim 

teknikleri ile hazırlanan NP’ler, doğada termodinamik enerji ve entropinin en aza 

indirilmek istenmesi sebebiyle çoğunlukla küre şeklinde oluşmaktadır (73). Küresel 

nanopartiküller; üretim kolaylığı, yüksek yüzey alanı, daha yüksek stabilite, 

biyouyumluluk, dispersiyon ortamında homojen dağılım ve daha iyi redispersiyon 

kapasitesi gibi üstünlüklere sahiptir. Bahsedilen nedenlerden dolayı küre veya küresele 

yakın şekildeki NP’ler günümüzde hala yoğun olarak araştırılmaktadır (74-76). 

Nanopartiküllerin fizikokimyasal özelliklerinden biri olan şekil; kanda kalış 

süresi, biyodağılım, fagositoz, hücre içine alım, sitotoksisite, aktif/pasif hedefleme, 

hücresel ve/veya vücuttan atılım gibi pek çok biyolojik sürece etki etmektedir (77, 78). 

Bu davranış, ilk olarak patojenlerin insan vücudundaki kaçış mekanizmalarında 

keşfedilmiş ve farklı şekillerdeki nanopartiküllerin küresel olanlara göre üstün olup 

olamayacağı araştırılmaya başlanmıştır (73, 79). Farklı şekiller, temel olarak 

nanopartiküllerin ana eksen uzunluğunun küçük eksen uzunluğuna oranı olarak 

tanımlanan en-boy oranına (aspect ratio, AR) göre tanımlanmaktadır (80). Yüksek en-

boy oranına sahip partiküller, retiküloendotelyal sistem hücrelerinden kaçabilme, 

hücrelerle artan etkileşim, in vivo biyodağılım ve tümör penetrasyonu açısından çeşitli 

üstünlükler sağlayabilmektedir (81).Farklı şekildeki nanopartiküller kendiliğinden 

düzenlenme, film germe, baskı teknolojileri (Particle replication in non-wetting 

templates, PRINT), nanopresipitasyon, çözücü buharlaştırma gibi pek çok farklı 

yöntemle üretilebilmektedir (86). Söz konusu her üretim yönteminin kendine özgü 
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üstünlük ve sınırlamaları bulunmaktadır. Tasarlanacak nanopartiküler sistemde 

kullanılacak polimer, istenilen partikül boyutu ve şekli, terapötik maddelerin 

stabilitesi, hastalık veya hedef bölge, maliyet, zaman gibi pek çok faktör, uygun 

yöntemin seçilmesine karar vermede etkilidir (87). Günümüzde laboratuvar 

koşullarında, yukarıda sözü edilen üretim teknikleri ile istenen boyut ve şekil aralığına 

sahip ilaç taşıyıcı sistemler üretilebilmesine rağmen, ölçek büyütme, kliniğe geçiş için 

zorlu ve kısıtlayıcı bir basamak olmaya devam etmektedir.  Ölçek büyütmede en kritik 

parametreler olan tekrarlanabilirlik, otomatizasyona uygunluk ve yüksek verimliliğin 

her üretim tekniğinde uygulanabilmesi neredeyse imkansızdır. Tüm bu parametreler 

dikkate alındığında, ana olarak üç üretim yöntemi üzerine çalışmalar yoğunlaşmıştır 

(Şekil 2.5.) (87). 

 
Şekil 2.5. Farklı şekillerde nanopartiküllerin üretimi amacıyla yaygın kullanılan 

yöntemler. 

Tez kapsamında farklı şekillerde PLGA nanopartiküllerin hazırlanması 

amacıyla film germe yöntemi tercih edilmiştir. Tezde, çift emülsifikasyon/çözücü 

buharlaştırma yöntemi ile hazırlanan küresel NP’ler kullanılarak çubuk ve eliptik disk 

şeklinde olacak şekilde literatürden uyarlanan film germe yöntemi ile hazırlanmıştır 

(88, 89). Bu yöntemin esası, polimerlerin camsı geçiş sıcaklığı (bir polimerin camsı, 

kırılgan halinden kauçuk benzeri yumuşak forma dönüşmeye başladığı sıcaklık, Tg 

(90)) üzerine çıkarılarak esnek forma kavuşması ve takibinde germe işlemi yapılarak 

nanopartiküllerin çubuk, eliptik disk gibi farklı şekillere dönüşebilmesidir (88). 
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2.3. Nanopartiküler İlaç Taşıyıcı Sistemlerin Kanserli Dokuya 

Hedeflendirilmesi 

Farklı kanser tiplerinin tedavisi için kemoterapi gibi çeşitli geleneksel tedavi 

stratejileri geliştirilmiştir (91). Bu tedavi stratejilerinin amaçlanan etki bölgesine zayıf 

seçicilik, hedef dışı etki, zayıf biyodağılım, hızlı klirens, sınırlı etkililik gibi sakıncaları 

bulunmaktadır (91, 92). Kemoterapötik maddelerin çoğu düşük çözünürlüğe sahip 

olduğu için etki sağlamak amacıyla hastalara yüksek dozlarda uygulama yapılmakta, 

bu durum toksisiteyi artırmaktadır (92). Bu sakıncaları en aza indirmek amacıyla 

ilaçların spesifik dokulara hedeflenmesi fikri, kemoterapinin kurucusu Paul Ehrlich’in 

yaklaşık bir asır önce "sihirli mermi (magic bullet)" kavramını geliştirmesine kadar 

uzanmaktadır. Bu teoride, konakçı organizmaya zarar vermeden bir patojeni seçici 

olarak hedefleme öngörülmüştür (93, 94). Bu fikirden ilham alan araştırmacılar, etkin 

maddelerin çözünürlüğünü artırmak ve geleneksel tedavilerde gözlenen hedef dışı 

etkileri azaltmak ve tedaviye direnci önlemek için nanosistemler geliştirmiş ve tümör 

dokusunda spesifik tutulumu artırma stratejileri üzerine yoğunlaşmıştır (69, 95-98). 

Nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemlerin tümör bölgesine taşınabilmesi için 

çeşitli stratejiler mevcuttur. Tümöre hedeflendirme stratejileri temel olarak pasif ve 

aktif hedeflendirme olmak üzere ikiye ayrılmaktadır. Ayrıca, bazı kaynaklara göre, 

manyetik alan, ışık gibi harici veya pH, enzim gibi dahili bir uyarana maruz kaldığında 

nanopartiküllerden etkin madde salımının tetiklenmesi de bir hedefleme stratejisi 

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

 
Şekil 2.6. Kanser hücresine ilaç taşıyıcı sistemlerin hedeflendirme mekanizmaları 

(63). 



21  

Nanopartiküllerin boyut ve yük değişimi veya yüzeylerine ligand 

modifikasyonu ile hedeflendirilmesi sonucu sağlıklı dokulardaki istenmeyen toksisite 

sınırlanırken intratümöral ilaç konsantrasyonlarının artırılması sağlanmaktadır (96). 

2.3.1. Kanserde Pasif Hedeflendirme 

Etkili bir kanser tedavisi için öncelikle hastalığın patofizyolojisinin anlaşılması 

gerekmektedir. Bilindiği üzere, tümör belirli bir büyüklüğe ulaştıktan sonra, komşu 

dokularda doğal olarak var olan damar ağı, tümör hücrelerinin beslenmesi için yeterli 

olmamaktadır. Oluşan yeni damarlar, normal damarlardan farklı olarak düzensiz bir 

epitel ve bazal membran bulundurmaktadır (99). Özellikle solid (katı) tümörlerdeki 

bütünlüğü bozulmuş-sızdıran damar yapısı ve lenfatik sistemin yetersiz drenajı, uygun 

boyutlardaki nanotaşıyıcıların hedef dokuya pasif olarak hedeflendirilmesine olanak 

sağlamaktadır. Tümöre hedefleme için günümüzde sıklıkla kullanılan bu strateji 

Maeda ve meslektaşları tarafından “artmış geçirgenlik ve tutulma (Enhanced 

Permeability and Retention, EPR) etkisi” olarak tanımlanmış (Şekil 2.7.) ve ilk kez 

solid fare tümörlerinde keşfedilmiştir (80, 99-101). 

 
Şekil 2.7. Tümör dokusunda EPR etkisi ile nanopartiküllerin birikimi (Modifiye edilmiştir 

(102). 

Pasif hedefleme büyük ölçüde difüzyon aracılı taşıma yoluyla sağlandığı için, 

nanotaşıyıcıların partikül boyutu, EPR etkilerini sağlamak için en önemli formülasyon 



22  

parametresi olarak kabul edilmektedir (92). Tümörlerdeki damarlar arası boşluklar, 

nanopartiküllerin nüfuz etmesine izin veren 100-780 nm boyutunda gözeneklere 

sahiptir (103). Genel olarak, nanopartiküllerin uygun bir şekilde difüzyona uğraması 

için 400 nm’den küçük boyutlarda olması gerekmektedir. 10 nm’den daha küçük 

boyutlardaki partiküller ise renal filtrasyonla hızlı bir şekilde vücuttan 

temizlenmektedir (92).  Bazı kaynaklara göre 10-200 nm arasında boyutlar optimum 

tümör birikimi için tercih edilmektedir (80, 104, 105). Partikül boyutu yanında tümör 

dokusu birikiminde nanopartiküllerin şeklinin de etkili olduğu düşünülmektedir (92, 

103). Mevcut literatür, nanopartikül şeklinin EPR üzerindeki etkisinin karmaşık 

olduğunu ve en yüksek tümör birikimi sağlayacak en uygun şeklin, nanopartiküllerin 

bileşiminde yer alan matriks özelliklerine ve kanser tipine bağlı olduğunu ileri 

sürmektedir (103). EPR etkisi büyük ölçüde tümör biyolojisine ve özellikle: 

anjiyogenez ve lenfanjiyogenez derecesine, perivasküler tümör büyümesinin 

derecesine ve tümör içi basıncına bağlıdır. Tüm bu faktörler, nanotaşıyıcıların 

fizikokimyasal özellikleriyle birlikte ilaç taşıma etkinliğini belirlemektedir (100). 

Nano boyutlu ilaç taşıyıcı sistemlerin küçük boyutlarından dolayı 

retiküloendotelyal sistem tarafından daha kolay yakalanma riski ve hızlı klirens 

olasılığı bulunmaktadır (92, 106). Bu riski elimine etmek amacıyla araştırmaların 

çoğunda nanopartiküller PEG ile modifiye edilmektedir (99). FDA onaylı, yüzeyi PEG 

ile modifiye edilmiş (PEGilasyon) bir lipozom olan Doxil® ve Caelyx© gibi EPR 

etkisinden faydalanan nanotaşıyıcılardan bazıları günümüzde tedavide başarıyla 

kullanılmaktadır (100). Şu anda, KHDAK tedavisinde EPR etkisinden faydalanan, 

klinik kullanım için FDA onaylı iki nano ilaç taşıyıcı sistem bulunmaktadır: 

Abraxane® (Celgene, ABD) ve Genexol-PM® (Samyang, Kore). 

2.3.2. Kanserde Aktif Hedeflendirme 

Kemoterapötiklerin hedef bölgeye taşınması amacıyla kullanılan NP’lerin 

büyük bir bölümü tümörleri “pasif” olarak hedeflemektedir (100). Tümör stroması 

içinde EPR aracılı pasif olarak biriken nanoformülasyonlar zaman içinde difüzyon 

mekanizmalarıyla kan dolaşımına yeniden katılabilmekte ve bu durum hedef dokuda 

ilacın konsantrasyonunun zamanla azalmasına neden olmaktadır. Ek olarak, bu tür 

nanoformülasyonların stromal alandan kanser hücreleri içine alınması, hücre 
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membranı aracılı süreçlere bağlıdır. Tümör dışına sızmayı önlemek ve EPR birikimli 

nanoformülasyonların hızlı hücre içi alımını teşvik etmek için geliştirilen strateji, aktif 

hedeflemedir. 

Aktif hedeflemede, nanopartiküllerin yüzeyine çeşitli yöntemlerle (fiziksel 

veya kimyasal) konjuge edilen ligandlar aracılığı ile hedef bölgede partikül birikiminin 

artırılmasını ve bazı durumlarda da hedef hücreler tarafından partikülün hücre içine 

alımı amaçlanmaktadır (107). Hedeflendirme ligandları, hasta doku ve hücre yüzeyleri 

üzerindeki aşırı eksprese edilen antijen veya reseptörlere (HER2, folat reseptörü, 

EGFR, CD44, vb.) spesifik olarak seçilmektedir (37, 108, 109). 

Aktif hedeflemenin ilk denemeleri 1980 yılında lipozomların yüzeyine 

kovalent olarak bağlanan antikorlarla başlatılmış, devamında peptitler, nükleik asitler, 

aptamerler gibi diğer çeşitli ligandlar ile denemeler devam etmiştir (Tablo 2.6.) (100). 

Günümüzde aktif hedefleme amacıyla en sık kullanılan ligandlar monoklonal 

antikorlardır (110). Aptamerler, hedef moleküllere yüksek afiniteyle seçici olarak 

bağlanabilen, üç boyutlu yapılara sahip kısa, tek zincirli DNA veya RNA 

molekülleridir (111) Aptamerler kimyasal olarak sentezlenebilir ve farmakokinetik 

özelliklerini değiştirmek veya stabilitelerini artırmak amacıyla modifiye edilebilir 

(112). Peptitler hedefe göre kimyasal olarak sentezlenebilen kısa aminoasit 

polimerleridir (113). Peptitler, genellikle antikorlara ve diğer proteinlere göre 

reseptörlere karşı daha düşük afinite gösterirken, kolay üretilebilirlik ve antikora 

kıyasla küçük boyutları sayesinde hücre içine daha hızlı alım nedeniyle hedefleme 

ligandı olarak tercih edilebilmektedir (114). Antikorlar reseptörlere karşı yüksek 

afinite gösterirken boyutları sebebiyle konjuge nanopartiküllerin tümörlere 

penetrasyonlarını engelleyebilir. Boyuta bağlı  penetrasyon sorununu çözmek 

amacıyla antikor fragmanlarının ligand olarak kullanımı araştırılmaktadır (112, 114). 
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Tablo 2.6. İlaç taşıyıcı sistemlerde aktif hedefleme amacıyla kullanılan hedefleme ligandları (97). 

Hedefleme 
ligandı 

Antikor Aptamer Peptit Küçük molekül 

Üstünlük • Kolay konjuge edilebilirlik

• Tedavi edici etki

• Yüksek afinite

• Düşük maliyet

• Düşük immünojenisite

• Yüksek afinite

• Küçük boyut

• Kolay kimyasal

modifikasyon

• Küçük boyut

• Düşük maliyet

• Sistematik yaklaşımla

geliştirilme

• Düşük maliyet

• Kolay konjuge edilebilirlik

• Yüksek stabilite

Sakınca • Yüksek maliyet

• Sınırlı tümör penetrasyonu

• Yüksek immünojenisite

• Büyük boyut

• Afinite konjugasyon

yöntemine göre değişken

• Çapraz reaktivite

• Modifiye edilmediği

durumlarda düşük

stabilite

• Çevresel ortama göre

bağlanma afinitesi

• Biyodağılım değişken

• Toksik etki değişken

• Sistematik olmayan yaklaşım

ile geliştirilme

• Düşük özgünlük
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Nanopartiküllerin hücre içine alınarak etki göstermesinin beklendiği 

durumlarda, aktif hedeflendirme daha da önemli hale gelmektedir. Örneğin, tedavide 

kullanılan nükleik asit ve proteinler gibi çoğu makromolekül, zayıf hücre membranı 

geçirgenliğine sahiptir ve in vivo ortamda kolayca denatüre olabilmektedir. Bu 

moleküllerin nanosistem içine enkapsüle edilmesi ile hem fizyolojik ortamdaki 

stabiliteleri artırılmakta hem de aktif hedefleme ligandının hücre yüzeyindeki spesifik 

reseptörlere bağlanması ile nanopartikülün hedef dokuda kalış süresi artırılarak hücre 

içine alım için gerekli koşullar sağlanmaktadır (115). 

Ligandlar, kanser hücrelerinde eksprese edilen reseptörlere kolayca 

bağlanabilir ve esas olarak reseptör aracılı endositoz yoluyla nanotaşıyıcıların tümör 

bölgesine taşınmasına ve birikmesine aracılık edebilir. Ek olarak, hedef bölgede birden 

fazla bağlanma bölgesinin varlığı, daha iyi biyolojik tanıma ve reseptör aracılı 

endositoza katkı sağlamaktadır (100). 

2.3.3. Kanserde Uyarana Duyarlı Hedefleme 

Normal dokuya kıyasla tümör mikroçevresi, asidik pH, hipoksik, hipoglisemik, 

yüksek miktarda glutatyon ve reaktif oksijen türleri içermesi gibi karakteristik 

özelliklere sahiptir. Bu özellikler, tümör dokusuna spesifik ilaç salımı için uyarana 

duyarlı ilaç taşıyıcı sistemlerin hazırlanmasına olanak sağlamaktadır (116). 

Tez kapsamında partikül boyutunu 400 nm’nin altında tutmanın yanı sıra, pH 

duyarlı bir polimerle çalışılmış ve partiküllere hedefleme ligandı konjuge edilerek 

tümör mikroçevresine üç ayrı mekanizma ile hedeflendirme yapılmıştır. Sağlıklı 

dokulara (pH 7,4) kıyasla, tümör dokularında pH değerinde önemli bir düşüş (5,6-6,8) 

gözlenmektedir (117). pH’ya duyarlı polimerler, pH’daki değişime yanıt veren, pozitif 

veya negatif yüklü, iyonize edilebilen fonksiyonel gruplar içermektedir. Bu 

polimerler, çevresel pH’daki küçük değişiklikleri algılayabilmektedir. pH değişimi ile 

polimerlerin; boyut, şekil, hidrofobiklik, parçalanma hızı gibi fiziksel özelliklerinde 

değişimler meydana gelmekte, bu sayede ilaç salımı istenen bölgede olmaktadır (118). 

2.4. Kanser İmmünoterapisi 

Kanser tedavisinde, uzun yıllardır kullanılan ve etkinliği kanıtlanmış tedavi 

seçeneklerinin yanında, son zamanlarda artan ilgi gören immünoterapi gibi yeni 
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tedaviler de kullanılmaktadır. İmmün kontrol noktası inhibitörlerinin de dahil olduğu 

immünoterapötikler, birçok kanser için klinik olarak onay alarak günümüzde 

kemoterapi kadar yaygın bir tedavi seçeneği olmaya başlamıştır (Şekil 2.8.). 

 
Şekil 2.8. KHDAK tedavisinin zaman içindeki gelişimi (23, 33, 119-121).  

İmmün sistemin işleyişinde gözlenen problemler, kanser hücrelerinin yok 

edilememesine, kontrolsüz çoğalmasına, yayılmasına ve hatta ölüme neden olmaktadır 

(122). İmmünoterapi, çığır açan bir keşif olarak nitelendirilmekte ve literatürde kanser 

tedavisinin yeni sac ayağı olarak değerlendirilmektedir (123). Kanser immünoterapisi, 

konakçı bağışıklık sisteminin manipüle edilmesi veya bağışıklık sistemi bileşenlerinin 

kanser tedavisi amacıyla kullandığı yaklaşımlardan oluşmaktadır (122, 124). Bu 

tedavide temel amaç, tümör hücresi tarafından çeşitli yollarla baskılanmış olan immün 

sistemi yeniden aktive ederek, kanserin immün sistem tarafından görünür hale 

gelmesini sağlamaktır (124, 125). İmmünoterapötiklerin geliştirilmesinde, 

immünolojik sinapsı inhibe eden veya uyaran bir dizi ligand ve reseptöre 

odaklanılmaktadır (8). İmmünoterapi, bazı kanser tiplerinde tek başına etkili olurken, 

bazılarında ise diğer tedavi yöntemleri ile birlikte kullanıldığında etkinliğinin arttığı 

bilinmektedir (126). 

Kanser immünoterapisinin geçmişi, Coley toksinleri olarak bilinen bakteriyel 

karışımın antitümör etkilerinin tarihsel olarak gözlemlenmesine ve antikorların kanser 

tedavisi için "sihirli mermiler" olabileceğinin kabul edilmesine dayanmaktadır (124). 

2013 yılında Daniel S. Chen ve Ira Mellman tarafından tanımlanan “kanser-immünite 

döngüsü”, kanser hücreleri ve immün sistem arasındaki hassas ilişkinin anlaşılması ve 

immünoterapötiklerin geliştirilmesinde büyük bir öneme sahiptir. Genel olarak, T 
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hücresi immün yanıtının başlatılması bir dizi aşamalı olayı içermektedir (Şekil 2.9.) 

(127). 

 
Şekil 2.9. Kanser immünite döngüsünün şematik gösterimi (127). 

İnsan vücudunun eşsiz özelliklere sahip savunma sistemine rağmen, kanser 

hücreleri, efektör T hücreleri tarafından tanınma ve öldürülme aşamasında, çeşitli 

mekanizmalarla bağışık yanıttan kaçabilmektedir. Bu mekanizmalar, tümör antijenleri 

veya majör histokompabilite kompleksi (Major Histocompatibility Complex, MHC) 

moleküllerinin ekspresyonlarının azaltılması, aktive T hücreleri üzerinde PD-1’e 

bağlanan çeşitli immünosupresif ligandların üretimi (programlanmış hücre ölüm 

ligandı-1 (PD-L1) ve PD-L2) gibi şeklinde sıralanabilir. Sonuçta T hücre anerjisi 

(antijene karşı yanıt verememe) ve tükenmesi söz konusu olabilir (127, 128). 

Tüm bu sebeplerden dolayı özellikle son 20 yılda tümör biyolojisi ve 

immünolojisi yoğun olarak araştırılmaktadır. Bu kapsamda, bağışıklık sistemini 

güçlendiren bileşenler (sitokinler, bağışıklık hücreleri ve monoklonal antikorlar (124)) 

üzerinde araştırmalar gerçekleştirilmiş (129) ve hedefe yönelik bazı 

immünoterapötikler (mAb veya tümöre özgü adoptif T hücre transferi gibi) 

geliştirilmiştir. Hastaya özgü neoepitop veya nükleik asit bazlı kişiselleştirilmiş kanser 

aşıları gibi aktif immünoterapötik stratejiler de 2017 yılında kullanılmaya başlanmıştır 

(127, 129). Akciğer kanserli hastalarda bağışıklık sistemini modüle eden terapötik 
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yaklaşımlar geleneksel olarak aşılara odaklanmıştır ancak muhtemelen yetersiz 

bağışıklık aktivasyonu nedeniyle genellikle etkisiz olmuştur. Bazı olumlu sonuçlar 

gösteren adaylar, örneğin TG4010 (tümörle ilişkili antijen ve interlökin-2’yi kodlayan 

virüs temelli bir aşı (130)), halen araştırılmaktadır (8). 

Son yıllarda, iki yeni immünoterapi türünün onkoloji alanında belirgin bir 

etkisi olmuştur: 

• Kontrol noktası inhibitörü mAb’lar: sitotoksik T-Lenfosit ilişkili antijen 4 (CTLA-

4), PD-1 veya anti-PD-1 blokörleri, 

• Kimerik antijene özgü reseptör (CAR) transfekte T hücreleri (CAR-T hücreleri) 

(128). 

İmmün kontrol noktası blokajı ve adoptif hücre terapisi gibi immünoterapiler, 

özellikle diğer tedavi seçeneklerinin uygulanmasının mümkün olmadığı veya yetersiz 

kaldığı hastalarda tedavide devrim niteliğindedir (131). İKNİ, immün sistemin kanser 

hücrelerine karşı saldırıya geçmesini engelleyen baskılayıcı immün reseptörleri bloke 

etmekte ve sitotoksik T hücreleri (CD8+ T) de dahil olmak üzere anerjik hale gelmiş 

T hücrelerini üzerinde etki göstererek immün sistemin yeniden aktive etmektedir (126, 

132). İKNİ’nin tümör hücrelerindeki çoklu direnç mekanizmalarını kırarak antitümör 

bağışıklığı önemli ölçüde artırdığı araştırmalarla gösterilmiştir (129). İmmün kontrol 

noktası inhibitörleri günümüzde immünoterapi için en uygun hedefler olarak 

tanımlanmıştır (128, 133). Yakın zamanda CTLA-4 ve PD-1 gibi T hücresi bağışıklık 

kontrol noktalarının keşfi, 2018 Nobel Fizyoloji veya Tıp ödülünün Dr. Allison ve 

Honjo’ya verilmesini sağlamıştır (128, 134). Tablo 2.7.’de tezin konusu olan 

KHDAK’ye yönelik ticarileşmiş İKNİ örnekleri bulunmaktadır. 

Tablo 2.7. KHDAK evre III/IV popülasyonu tedavisinde kullanılan FDA onaylı 
immün kontrol noktası inhibitörlerine örnekler. 

İlaç (Ticari ürün) Hedef Reseptör Onay Yılı (FDA) 

İpilimumab (Yervoy®) CTLA-4 2011 

Nivolumab (Opdivo®) PD-1 2015 

Pembrolizumab (Keytruda®) PD-1 2016 

Atezolizumab (Tecentriq®) PD-L1 2016 

Durvalumab (Imfinzi®) PD-L1 2018 

Cemiplimab (Libtayo®) PD-1 2019 
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KHDAK tedavisinde ortaya çıkan son terapötik yaklaşım, bağışıklık kontrol 

noktası blokajıdır (135). Klinik çalışmalar, İKNİ’nin metastatik, lokal ilerlemiş ve 

erken evre KHDAK dahil kanser hastalarında prognozu önemli ölçüde iyileştirdiğini 

ve sağkalıma fayda sağladığını göstermiştir (136, 137). Diğer tüm tedavi 

yöntemlerinde olduğu gibi bu tedavinin de bazı yan etkileri mevcuttur. Klinik 

deneyimler doğrultusunda, İKNİ’nin birden fazla organda inflamasyon ve doku hasarı 

ile ilişkili olabildiği ve otoimmün benzeri yan etkilere neden olabildiği tespit 

edilmiştir. İmmün sistem ile ilişkili yaygın yan etkiler: deri, gastrointestinal sistem, 

karaciğer, akciğer ve endokrin organlarda gözlenmektedir. Farklı İKNİ türleri farklı 

tipte yan etkilere neden olmaktadır. Anti-CTLA-4 grubu daha çok döküntü, kolit ve 

hipofizit ile ilişkilendirilirken, anti-PD-1/PD-L1 ile pnömonit, hipotiroidizm, artralji 

ve vitiligo gözlendiği tespit edilmiştir. İKNİ’lerle görülen en ölümcül yan etki 

miyokardittir (138). 

İmmünoterapötiklerle klinikte başarılı sonuçlar elde edilmiş olsa da her hasta 

için beklenen terapötik etki aynı ölçüde başarılamamaktadır, yani hastadan hastaya 

değişken klinik yanıtlar gözlenmektedir (123, 139). Ek olarak, yüksek maliyet sebebi 

ile her hasta immünoterapiden faydalanamamaktadır (122). Bu sebeple tez 

kapsamında yan etkileri azaltmak ve immünoterapinin etkinliğini artırmak amacıyla 

galunisertib ile kombine hedefli nanopartiküller geliştirilmiştir. 

2.5. Nivolumab 

İKNİ ile immünoterapide yapılan son çalışmalar, ölümcül akciğer kanserinin 

tedavisi için yeni fırsatlar sunmaktadır. Akciğer kanserinde görülen yüksek mutasyon 

hızı, bu hastalığı programlanmış hücre ölümü proteini-1 antikoru (anti-PD-1) 

immünoterapisine karşı duyarlı hale getirmektedir. Dolayısıyla anti-PD-1 antikoru ile 

ileri evre akciğer kanseri hastalarının tedavisi sonucu ölüm riski önemli ölçüde 

azaltmaktadır (129). 

PD-1, aktive olmuş T hücrelerinin yüzeyinde yüksek derecede eksprese edilen 

bir kontrol proteini olup CD28 ailesinin immün sistem inhibitör reseptörlerinden 

birisidir (Şekil 2.10.). Diğer bir değişle, T hücrelerinin vücudun kendi hücrelerine 

saldırmasını engellemek amacıyla kullanılan bir kontrol mekanizmasıdır (126, 129). 

Bu reseptör sitotoksik T hücrelerinin yanında; B hücreleri, doğal öldürücü hücreler 
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(natural killer, NK), monositler, dendritik hücreler ve düzenleyici T Lenfositleri 

(Treg) tarafından da eksprese edilmektedir (138). 

 
Şekil 2.10. T hücre ve antijen sunucu hücreler arasındaki reseptör ligand etkileşimleri 

(Modifiye edilmiştir (140). 

Bugüne kadar PD-1/PD-L1 kontrol noktası blokaj tedavisi melanoma, 

KHDAK, küçük hücreli akciğer kanseri, renal hücreli karsinoma, klasik Hodgkin 

lenfoma, baş ve boyun skuamöz hücreli karsinomu, kolorektal kanser dahil olmak 

üzere birçok malignitenin standart tedavisinin bir parçası olmuştur. Bu antikorlarla 

hepatosellüler karsinoma, mesane kanseri, pediatrik solid tümörler gibi malign 

durumların tedavisi için klinik çalışmalar devam etmektedir (141). PD-L1’in KHDAK 

hastalarının yaklaşık % 20-65’inde eksprese edildiği bilinmektedir (142). Sonuç olarak 

PD-1/PD-L1 yolağının hedeflenmesi, KHDAK ve diğer pek çok immün yanıtla ilişkili 

hastalıkta umut verici bir terapötik yaklaşım olarak kullanılmaya başlanmıştır (143). 

İlk programlanmış ölüm ligand (PD-1) inhibitörlerinden biri olan Nivolumab 

(Anti-PD-1 antikoru), immünoterapi ile kanserin tedavisinde çok önemli bir gelişme 

sağlamıştır (144). FDA tarafından 2015 yılında onay alan bu antikor, aktive T 

hücrelerinde eksprese edilen inhibitör bir immün kontrol noktası reseptörü olan PD-

1’i bloke ederek etki göstermektedir (Şekil 2.11.). Böylece T hücrelerin proliferasyonu 

artarak hastanın doğal tümöre özgü T-hücre aracılı bağışık yanıtları yeniden aktive 

olmaktadır (129, 145-147). 
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Şekil 2.11. Anti-PD-1 antikoru etki mekanizması. 

Nivolumab, genetik olarak tasarlanmış, insan immünoglobulin G4 (IgG4) 

monoklonal antikorudur (142, 148) ve yaklaşık 146 kDa ağırlığındadır (149). 

Antikorun plazma yarı ömrü, doza ve kişiye bağlı olarak değişiklik göstermekle 

birlikte, i.v. uygulamada 12 gün (0,3, 1,0 veya 3,0 mg/kg) ila 20 gün (10,0 mg/kg) 

arasındadır (129). Farmakolojik stabilite çalışmalarına göre, 2–8 °C veya 40 °C 

koşullarında bir aylık bekleme süresi boyunca nivolumabın stabil kaldığı, terapötik 

etkinliğinde bir azalma görülmediği bilinmektedir (150). 

KHDAK tedavisinde nivolumab, genel olarak iyi tolere edilmiştir. Hastalarda 

en sık gözlenen (% 31) toksisite cilt toksisitesidir. En yaygın olanı döküntü (% 12), 

kaşıntı (% 9) ve vitiligo (% 3)’dur. İshal gibi gastrointestinal toksisiteler daha seyrek 

olarak gözlenmiş, pnömoni hastaların yalnızca % 3’ünde meydana gelmiştir. 

Hastaların sadece % 1’inde 3. veya 4. derece pnömoni oluşmuştur. Diğer toksisiteler 

arasında transaminazlardaki anormallikler (% 7), tiroid fonksiyon bozuklukları (% 3) 

ve infüzyonla ilişkili reaksiyonlar (% 3) yer almaktadır. Gözlenen toksisiteler, diğer 

PD-1 blokörlerine benzer bulunmuştur. Nivolumab için pnömoni oranları, dosetaksel 

(% 4,6) ve gefitinib (% 3,5) gibi KHDAK’de yaygın olarak kullanılan diğer ilaçların 

oranlarına benzer veya onlardan daha düşüktür. Bununla birlikte, nivolumab 
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günümüzde diğer bazı kemoterapötiklerle/immünoterapötiklerle kombinasyon halinde 

araştırılmasına rağmen pnömoninin kümülatif toksisite riski göz ardı edilmemelidir 

(142). 

Tez kapsamında nivolumab, antikanser etkinliğe sahip TGF-β inhibitörü 

galunisertib ile kombine edilerek immünoterapötik etkinliğinin artırılması planlanmış 

ve bu kombinasyonu içeren nanopartiküllerler hazırlanarak in vitro ve in vivo 

karakterizasyonları gerçekleştirilmiştir. 

2.5.1. Fragmante Antikor 

Monoklonal antikorlar ve fragmanları, FDA onaylı ilk mürin antikoru 

Orthoclon OKT®-3’ten başlayarak 30 yılı aşkın bir süredir tedavi amacıyla 

kullanılmaktadır (112). İlaç taşıyıcı nanopartiküllerinin en kritik özellikleri partikül 

boyutu, enkapsülasyon etkinliği ve salım profilidir (151). Fab fragmanları, antijen 

bağlanma spesifikliğini korudukları ve bütün antikora kıyasla daha küçük protein 

yapısında oldukları için biyolojik kompartmanlara ve tümörlere daha iyi nüfuz 

edebilmekte ayrıca, Fc fragmanına bağlı immünolojik sistem aktivasyonuna ilişkin 

istenmeyen etkileşimleri elimine etmeleri sebebiyle tercih edilmektedir (152). 

Fragmantasyonun Fc bölgesini içermemesi bazı durumlarda sakınca olarak görülüp, 

plazma yarı ömrünün kısalmasına, daha yüksek doz gereksinimine ve saflaştırma 

işlemi sırasında agregasyona yatkınlığa yol açabilmektedir (112). Araştırmalarda en 

sık kullanılan antikor fragmanlarına örnek olarak, Fab, F(ab’)2, tek zincirli değişken 

fragman (scFv), yarım antikor (monovalent IgG), diakorlar ve tek alanlı antikorlar 

(nanokorlar) verilebilir (Şekil 2.12.). 

 
Şekil 2.12. Antikor fragman çeşitleri (112). 
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Tez çalışması kapsamında immünoterapötik etkin madde olan nivolumab 

fragmante edilerek etkinliği in vitro ve in vivo denemelerle değerlendirilmiştir.  

2.6. Galunisertib (TGF-β İnhibitörü) 

Dönüştürücü büyüme faktörü β (TGF-β), birçok hücrede proliferasyonun, 

hücresel farklılaşmanın, anjiyogenezin düzenlenmesinde etkili bir sitokindir. TGF-β, 

T hücreleri ve monositlerin dahil olduğu çeşitli immün hücreler tarafından üretilmekte 

olup (153), immün yanıtların ve immün toleransın düzenlenmesinde önemli bir role 

sahiptir (154, 155).  Bunlara ilaveten, yardımcı T hücreleri (Th1 ve Th2), sitotoksik T 

lenfositler, makrofajlar, NK hücreler, B hücreleri ve polimorfonükleer lökositler 

(granülositler) dahil olmak üzere bağışıklık sisteminin tüm hücreleri üzerinde inhibitör 

etki göstermektedir (156) (Şekil 2.13.). 

TGF-β sinyal yolağında gözlenen sorunlar, inflamatuar ve kardiyovasküler 

hastalıklar, fibroz ve tümör oluşumu ve gelişimini tetikleyebilmektedir (157, 158). Bu 

sitokin, sağlıklı hücrelerde hücre büyümesini ve lezyonların ilerlemesini sınırlayarak 

tümör baskılayıcı etki göstermekte iken, kanserli hücrelerde; NK hücreleri ve 

sitotoksik CD8+ T lenfositlerin fonksiyonunun ve sayısının azalması, immün sistemi 

baskılayıcı bir rolü bulunan Treg sayısının artması, ve hücre invazyonunu artırarak 

metastaza yol açması sonucu antitümör bağışıklığı baskılamakta ve vücudun tümöre 

karşı savunmasız kalmasına neden olmaktadır (Şekil 2.13.) (155, 156, 159). 

 
Şekil 2.13. TGF-β sinyali ve kanserdeki rolü (154, 155). 
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TGF-β sinyali, KHDAK’de epitel-mezenkimal geçişin (EMT) en önemli 

indükleyicisidir. Bu sitokin seviyesindeki artış sonucu tümörde progresyon, invazyon 

ve metastaz eğilimi gözlenmektedir (137, 160). Sonuç olarak TGF-β, tümör 

mikroçevresindeki immün yanıtı baskılamadaki etkileri sebebiyle tümör immün kaçışı 

ve kanser immünoterapisine karşı zayıf yanıtlardan sorumlu tutulmaktadır. 

TGF-β sinyalini bloke etmek için nötralize edici antikorlar (örneğin; 

lerdelimumab, metelimumab), aşılar (örneğin; FANGTM), antisens oligonükleotidler 

ve küçük moleküler inhibitörlerin (örneğin; galunisertib, disitertid vb.) (161) 

kullanımları dahil olmak üzere çeşitli yaklaşımlar bulunmaktadır. Bu tedavilerin 

amacı, TGF-β’nın tümör gelişimini ve metastazını baskılayıcı özelliklerini korurken 

immün sistemi baskılayıcı faktörlerin elimine edilmesi ve immün yanıt etkinliğinin 

artırılmasıdır (154, 155). Bu etkilerinden dolayı TGF-β’nın inhibisyonu, kanser 

immünoterapisinin etkinliğini artırmak amacıyla kullanılabilmektedir (154). 

Araştırmalar, Şekil 2.13.’te bahsedilen bilgileri destekler nitelikte olup, TGF-

β inhibitör tedavisinin kanserdeki etkinliğinin yalnızca tümör hücreleri üzerindeki 

doğrudan içsel etkilerden kaynaklanmayabileceğini, aynı zamanda tümör 

mikroçevresinde etkili olan tümör dışı mekanizmaları da içerebildiğini göstermektedir 

(154). Bu durum, tezde belirtilen hipotezi destekler nitelikte olup, tümör 

mikroçevresine hedeflemenin doğru bir yaklaşım olduğunu göstermektedir. 

Galunisertib (LY2157299 monohidrat), TGF-β reseptör I (TGF-βRI) kinazının 

küçük moleküllü bir inhibitörü olup, Şekil 2.14.’te belirtilen kanonik yolun 

aktivasyonunu ortadan kaldırarak, SMAD2’nin fosforilasyonunu spesifik olarak 

azaltmaktadır (137, 155). Bu molekül, nivolumabın immünoterapötik etkinliğini 

artırması amacıyla tercih edilmiştir. 

 
Şekil 2.14. Galunisertib etki mekanizmasının şematik gösterimi (155). 
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Şekil 2.15. Galunisertibin kimyasal şekli (162). 

Kimyasal formülü C22H19N5O (162) olan galunisertibin literatürde sıkça 

karşılaşılan sinonimi LY2157299’dur (163). Şekil 2.15.’te görüldüğü üzere küçük 

molekül ağırlığına (369,42 g/mol (162)) sahip olan galunisertib, Biyofarmasötik 

Sınıflandırma Sistemi’ne göre sınıf II ilaç grubundadır (164). Galunisertibin erime 

derecesi 241-242 °C (165) olarak hesaplanmış olup, yapılan klinik araştırmalarda, 

insan plazmasında yaklaşık -70°C’de saklandığında 567 güne kadar ve -20°C’de 

saklandığında 148 güne kadar stabil kaldığı belirlenmiştir (166). Galunisertibin 

plazma yarı ömrü, sağlıklı gönüllülerde tek doz oral uygulama (150 mg) sonrası 8,6 

saat olarak belirlenmiştir. Galunisertib % 64,5 feçeste, %36,8 idrarda tespit edilmiş; 

temel olarak CYP3A4 enzimi ile metabolitlerin oluştuğu ve etkin maddenin 

metabolitlere dönüştükten sonra vücuttan atıldığı gözlenmiştir (167). 

TGF-β reseptörünün galunisertib ile inhibisyonu, tümör hücrelerine karşı 

sitotoksik T hücresi yanıtlarını sağlamakta ve bağışıklık hücrelerinin tümöre 

infiltrasyonuna izin vermektedir (137). Yukarıda belirtilen antitümör özelliklerinden 

dolayı galunisertibin; ilerlemiş kolorektal kanserde kapesitabinle kombine 

(NCT03470350, NCT05700656); ilerlemiş refrakter (inatçı) solid tümörler, 

tekrarlayan veya dirençli KHDAK ve hepatosellüler karsinomada nivolumabla 

kombine (NCT02423343); metastatik pankreas kanserinde durvalumabla kombine 

(NCT02734160); uterus veya yumurtalıkta gözlenen karsinosarkomada 

paklitaksel/karboplatinle kombine (NCT03206177) olarak kullanıldığı klinik 

çalışmaları mevcuttur (168). 

Araştırmalarda galunisertib büyük çoğunlukla oral yolla kullanılmaktadır. 

Dolayısıyla hedef dışı dokularda TGF-β sinyalinin inhibe edilmesi olası olduğu için, 

sağlıklı dokularda kardiyak toksisite (169) gibi istenmeyen etkiler gözlenebilmektedir 

(170). Yine de galunisertib preklinik çalışmalarda TGF-β’nın diğer küçük moleküllü 

inhibitörlerine kıyasla daha az toksisite gösterdiği için klinik çalışmalara geçen en 
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umut verici aday olmuştur (171). Galunisertibin oral yolla kullanımına ilişkin klinik 

araştırmalar (NCT02423343) devam etmesine rağmen henüz onaylı bir tıbbi ürünü 

bulunmamaktadır. 

TGF-β yolağı yakın zamanda anti-PD-1/L1 kontrol noktası blokajına yönelik 

potansiyel bir direnç mekanizması olarak tanımlanmıştır. Dolayısıyla, glunisertib ile 

TGF-β’nın immün baskılayıcı etkilerinin inhibe edilmesi, kanser immünoterapisinin 

etkinliğini artırmak amacıyla kombinasyon fikrini oluşturmuştur (154, 172). Preklinik 

çalışmalarla, galunisertibin immün sistem üzerine etkileri monoterapi ile sınırlı 

kalırken, İKNİ ile kombinasyon halinde güçlendiği, kanserin ilerlemesi ve anti-tümör 

T hücresi immünitesinin gelişimini artırabileceği gösterilmiştir. Bu bulgulara 

dayanarak, galunisertibin anti-PD1 antikoru (nivolumab) ile kombinasyon halinde ileri 

evre KHDAK tedavisini amaçlayan klinik araştırma (NCT02423343) devam 

etmektedir, araştırmanın faz I ve faz II aşamaları tamamlanmıştır (157). Çalışmalarda 

ikili kombinasyonun güvenliliğinin, tolere edilebilirliğinin ve etkinliğinin 

değerlendirilmesi amaçlanmaktadır. Bu çalışmalara yönelim olması, tezde söz konusu 

kombinasyon fikrinin akılcı bir yaklaşım olduğuna işaret etmektedir. 

2.7. Hedeflendirme Ligandı Olarak Anti-EGFR Antikoru 

Epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) sinyal yolağı, insan epitelyal 

kanserlerinde tanınan ilk onkojenik etmendir (173). Ligandları arasında epidermal 

büyüme faktörü (EGF) ve dönüştürücü büyüme faktörü-alfa (TGF-α) bulunan EGFR, 

ErbB1 (HER-1) reseptör ailesinin bir üyesidir (174). Bu reseptör 170 kDa 

büyüklüğünde bir glikoprotein olup, ekstraselüler N- terminal ligand bağlanma 

bölgesine, hidrofobik transmembran bölgeye ve C terminali taşıyan tirozin kinaz 

bölgesine sahiptir (107). 

EGFR’nin fizyolojik işlevi, epitelyal doku gelişimi ve homeostazını 

düzenlemektir. KHDAK gibi pek çok farklı kanser tipinde ise proliferasyon, 

anjiyogenez ve apoptoz gibi çeşitli metabolik süreçlerin düzenlenmesinde rol alarak 

tümör gelişimini destekleyici bir etki göstermektedir (175, 176). KHDAK, kolorektal 

kanser, pankreas, baş ve boyun kanserleri başta olmak üzere çok sayıda kanser tipinde 

EGFR’nin aşırı eksprese edildiği bilinmektedir (176, 177). Reseptörün seviyesindeki 

artış, kanser tiplerindeki agresiflik seviyesi ile de ilişkilendirilmektedir (107). Örneğin, 
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EGFR’nin, KHDAK teşhisi alan hastaların % 40-80’inde aşırı eksprese edildiği 

bilinmektedir (178). 

Tez kapsamında hedeflendirme ligandı olarak, KHDAK’deki yüksek 

ekspresyon seviyeleri ve FDA onaylı bir antikor olması nedeniyle setuksimab 

(Erbitux®) tercih edilmiştir. Setuksimab, EGFR’ye spesifik bir insan-fare kimerik 

IgG1 sınıfı monoklonal antikordur ve ~152 kDa ağırlığındadır (174, 179). 

Setuksimabın EGF reseptörüne hücre dışı bölgeden bağlanması, dimerizasyonu ve 

ardından hücre içi kinaz alanında reseptörün otofosforilasyon ile aktivasyonunu 

önlemektedir (174). 

Setuksimab, ilerlemiş kolorektal, baş ve boyun kanserlerinin tedavisinde 

endike olsa da henüz KHDAK tedavisi amacıyla kullanım onayı bulunmamaktadır 

(180). İlerlemiş KHDAK hastalarında çeşitli faz II ve faz III çalışmalarında birinci 

basamak kemoterapi ile kombinasyon halinde klinik çalışmaları yapılmış ve tek başına 

kemoterapiye kıyasla setuksimab ile kombine tedavi sayesinde hayatta kalma 

süresinin arttığı gösterilmiştir (181). Tezde kullanılan anti-EGFR antikorunun ilaç 

taşıyıcı sistem formülasyonundaki asıl amacı, nanopartikülleri tümör dokusuna aktif 

olarak hedeflendirmesidir. Dolayısıyla doğrudan bir antikanser etki 

beklenmemektedir. 

Sonuç olarak, nanopartiküller, tümör mikroçevresine lokalize edilebilmesi 

amacıyla akciğer kanserinde yüksek derecede eksprese edilen epidermal büyüme 

faktörü reseptörüne (EGFR) hedeflendirilmiştir. Ayrıca yukarıda belirtilen 

sebeplerden dolayı, anti-EGFR antikorunun, tümör hücre yüzeyindeki epidermal 

büyüme faktörü (EGF) reseptörünü bloke ederek anti-tümör etkinlik göstermesi 

beklendiği için antikanser etkinlik değerlendirilmesi yapılmıştır. 

Önerilen tez, kombine halde anti-PD-1 antikoru F(ab’)2 fragmanı ve 

galunisertibi içermesi, pH’ya duyarlılığı, yüzeyinde anti-EGFR antikorunu içermesi 

ve tümör mikroçevresine hedeflendirilmiş olması nedenleriyle KHDAK’ye yönelik, 

etkinliği artırılmış, yenilikçi ve özgün bir immünoterapötik yaklaşım sunmaktadır. 

Hazırlanan kombine etkin madde yüklü hedefli nanosistemin sterilizasyonu aseptik 

ortamda dolum veya ultraviyole ışın ile sterilizasyon şeklinde gerçekleştirilebilir 

(182). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Araç ve Gereçler 

3.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler  

Amicon Ultra Santrifüj Tüpleri Millipore, Almanya 

Anti-EGFR Antikoru Erbitux, Merck, Almanya 

APC Anti-İnsan CD279 (PD-1) Antikoru Biolegend, ABD 

Asetik Asit Sigma-Aldrich, ABD 

Aseton LAB-SCAN, İrlanda 

Asetonitril (ACN) Sigma-Aldrich, ABD 

Bikinkoninik Asit (BCA) Protein Tayin Kiti TAKARA, Çin 

Blastisidin Invivogen, ABD 

Coomassie Blue R250 Sigma-Aldrich, ABD 

DAPI (Çekirdek Boyası) Sigma-Aldrich, ABD 

Diklorometan (DCM) Sigma-Aldrich, ABD 

Dimetil Formamid (DMF)  Sigma-Aldrich, ABD 

Dimetilsülfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich, ABD 

DMEM Biowest, ABD 

EDTA (disodyum tuzu) Sigma Aldrich, ABD 

eFluor670 Proliferasyon Boyası ThermoFisher Scientific, ABD 

Ellman’s Reaktifi ThermoFisher Scientific, ABD 

Etil Asetat (EA) Sigma-Aldrich, ABD 

Fare IgG1 K İzotip Primer Antikor Biolegend, ABD 

Fetal Sığır Serumu (FBS) Biochrom AG, Almanya 

Fikol Sigma Aldrich, ABD 

FITC Annexin V Apopitoz Tespit Kiti Biolegend, ABD 

Galunisertib Medchemexpress, ABD 

Gliserin Sigma Aldrich, ABD 

Ham’s F12 w/o L-Glutamin Biowest, ABD 

Hücre Yıkama Çözeltisi  BD Biosciences, ABD 

IdeS Proteaz Promega, ABD 
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LEGENDplex™ İnsan CD8/NK Panel (13-

plex) 
Biolegend, ABD 

Metanol (MetOH) Sigma-Aldrich, ABD 

Metiltiyazoliltetrazolyum (MTT) Sigma, ABD 

mPEG-PLGA-FKR560 PolySciTech, USA 

N,N-Dimetilformamid  Applichem GmBH, Almanya 

Nivolumab Medchemexpress, ABD 

Nivolumab SHIKARI ELISA Kit Matriks Biotek, Türkiye 

PBS pH 7,4 Tabletleri Sigma Aldrich, ABD 

Penisilin / Streptomisin  Biochrom AG, Almanya 

PLGA Resomer® RG 50:50 503H  Boehringer Ingelheim, Almanya 

PLGA-FPI749 PolySciTech, USA 

PLGA-Histidin PolySciTech, USA 

PLGA-PEG-Maleimit Nanosoft Polymers, ABD 

Polivinil Alkol (30000 – 70000 Da) Sigma Aldrich, ABD 

RPMI 1640 Biowest, ABD 

Saflaştırılmış Anti-Fare CD3/28 Antikoru Ultra-LEAF™ Biolegend, ABD 

Saflaştırılmış Anti-Fare CD3ε Antikoru Ultra-LEAF™ Biolegend, ABD 

Sodyum Dodesil Sülfat (SDS)  Sigma-Aldrich, ABD 

Traut’s Reaktifi (2-iminotiyolan HCl) Sigma Aldrich, ABD 

Tripan Mavisi  Sigma-Aldrich, ABD 

Tripsin – EDTA Çözeltisi  Biochrom AG, Almanya 

Zorbax Bonus RP; 4.6 x 75 mm; 3,5μm Agilent, ABD 

 

 

3.1.2. Biyolojik Maddeler 

A549-Luc2 Hücre Hattı ATCC, ABD 

CD1 Nude Fare Kobay D.H.L. A.Ş., Türkiye 

L929 Hücre Hattı ATCC, ABD 
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3.1.3. Kullanılan Cihazlar  

Akım Sitometri Cihazı BD FACSCantoTM II, ABD 

Basınçlı Azot Tüpü Linde, Türkiye 

Çift Plakalı Isıtıcı (HP4668/22) Philips, Hollanda 

Etüv Memmert, Almanya 

Floresan Mikroskop Leica, Wetzlar, Almanya 

Hassas Terazi (XS 105) Mettler Toledo, İsviçre 

HPLC Cihazı (Agilent 1260 Infinity 

Diode Array Dedector)  

Agilent Technologies, ABD 

İn vivo Görüntüleme Sistemi Newton 

7.0 

Vilber, Fransa 

İnkübatör (Heracell 150i) Thermo Scientific/ ABD 

Işık Mikroskobu Olympus, Japonya 

Isıtıcılı Manyetik Karıştırıcı (RT10) IKA, Almanya 

Jel Elektroforez Cihazı (Mini-Protean 

Tetra Cell) 

Biorad Laboratories Inc., ABD 

Laminar Akışlı Kabin (Hera Safe) Thermo Scientific, ABD 

Liyofilizatör (FreeZone 4.5) Labconco, ABD 

Mikropipet Eppendorf, Almanya 

Partikül Büyüklüğü ve Zeta Potansiyeli 

Ölçüm Cihazı 

Zetasizer Nanoseries ZS, İngiltere 

pH metre (HI 3220) Hanna, Almanya 

Plaka Okuyucu (Spectra Max Plus) Molecular Devices, ABD 

Q-100 DSC TA Instruments, ABD 

Santrifüj Aleti (Universal 320) Hettich, Almanya 

Santrifüj Aleti (FC5718R) Ohaus, Kanada 

Santrifüj Aleti (3-18KS) Sigma, Almanya 

Şırınga Ucu Filtre Isolab, Almanya 

Taramalı Elektron Mikroskobu  FEI Company, ABD 

Tekstür Analiz Cihazı (XT-Plus) Stable Micro Systems, İngiltere 

Ultra Saf Su Sistemi (Milli Q) Milipore, ABD 



41  

Ultrasonik Banyo (AL 04-12) Advantage Lab, Almanya 

Ultrasonik Prob (Sonopuls HD 4200) Bandelin, Almanya 

Vorteks Nüvemix, Türkiye 

Western Blot Transfer Cihazı Power Blotter Thermo Scientific, ABD 

Yatay Çalkalayıcılı Su Banyosu Memmert, Almanya 

Yüksek Kontrastlı Geçirimli Elektron 

Mikroskobu (Tecnai G2 Spirit Biotwin) 

FEI Company, ABD 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Galunisertib için İn Vitro Miktar Tayini Yönteminin Geliştirilmesi 

ve Validasyonu 

Galunisertib için miktar tayin yöntemi olarak yüksek basınçlı sıvı 

kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) kullanılmıştır. 

Geliştirilen yöntemin enkapsülasyon etkinliğini belirleme ve in vitro salım 

analizlerinde kullanılması planlanmıştır. HPLC yöntemi ile miktar tayini geliştirilmesi 

amacıyla farklı kolonlar, enjeksiyon hacimleri, mobil faz bileşimleri ve akış hızları 

kullanılarak ön denemeler literatürdeki çalışmalar (166, 183, 184) referans alınarak 

gerçekleştirilmiştir. En hassas sonuçlar, literatürde yer alan Zorbax Bonus RP kolonu 

(185) ile elde edilmiş, dolayısıyla bu kolon seçilerek çalışmalar sürdürülmüştür. 

Galunisertibin en yüksek absorbans verdiği dalga boyunu belirlemek için 

HPLC ile elde edilen üç boyutlu UV spektrumu incelenmiştir. Spektrum taraması 

gerçekleştirilirken kör çözelti (maddenin çözündürüldüğü çözücü) olarak 

dimetilsülfoksit (DMSO):su karışımı kullanılmıştır. Galunisertibin maksimum 

absorbans gösterdiği dalga boyu (ʎmax) dikkate alınarak yapılan denemeler sonucunda, 

simetrik ve keskin bir pik ile elde edilebilen en uygun HPLC koşulları aşağıdaki 

şekilde belirlenmiştir (Tablo 3.1.). 

Tablo 3.1. Galunisertibin HPLC ile miktar tayininde kullanılan analiz koşulları. 

HPLC cihazı Agilent 1260 Infinity Diyot Dizisi Dedektör HPLC 

Akış hızı 1 mL/dakika 

Kolon Zorbax Bonus RP (USP-L60); 4,6 x 75 mm; 3,5μm 

Kolon sıcaklığı 25±1 °C 

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

Enjeksiyon hacmi 40 µL 

Akış hızı 1,5 mL/dk 

Dalga boyu 242 nm 

Dedektör Diyot Dizisi Dedektörü (DAD)-UV 

Analiz türü İzokratik elüsyon 

Konsantrasyon aralığı 0,1-100 µg/mL 
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Galunisertib için geliştirilen modifiye HPLC yönteminin validasyonu, 

Uluslararası Harmonizasyon Komitesi (ICH) Q2(R1) Kılavuzu’na göre aşağıdaki 

parametrelerin ölçümü/hesaplanması ve değerlendirilmesi ile valide edilmiştir. 

 Doğrusallık (Linearity) 

 Doğruluk (Accuracy) 

 Kesinlik (Precision) 

• Tekrarlanabilirlik (Repeatability) 

• Tekrar Elde Edilebilirlik (Reproducibility) 

 Duyarlılık (Sensitivity) 

• Saptama Sınırı (Detection Limit) 

• Miktar Tayini Sınırı (Quantitation Limit) 

 Özgünlük (Specificity) 

 Stabilite 

Analitik yöntem validasyonu, miktar tayini yapılacak olan maddenin tayininde 

kullanılacak analitik yöntemin belirlenen koşullarda doğru, tekrarlanabilir ve özgün 

olduğunu garanti etmek için uygulanan protokoldür (186). HPLC analitik yönteminin 

doğrulanmasında aşağıdaki parametreler incelendikten sonra sonuçlar istatistiksel 

olarak değerlendirilmiştir. 

Doğrusallık 

Doğrusallık, analitik bir yöntemin belirli bir konsantrasyon aralığında, analizi 

yapılan maddenin konsantrasyonu ile deney sonuçlarının direkt olarak orantılı 

olmasını sağlama yeteneğidir. Doğrusallığın belirlenmesinde en az 5 farklı 

konsantrasyon kullanılması önerilmektedir. 

HPLC yönteminin “Doğrusallık” özelliğini belirlemek için, galunisertib DMSO ile 

çözüldükten sonra su eklenerek (final çözücü, DMSO:su 1:9, h:h) 1 mg/mL 

konsantrasyonda 6 adet stok çözeltisi hazırlanmıştır (n=6). Stok çözeltilerden 

hareketle DMSO:su (h/h, 1:9) karışımı ile gerekli seyreltmeler yapılarak; 0,1-0,25-0,5-

1-5-10-25-50-100 μg/mL konsantrasyonlardaki standart çözeltiler oluşturulmuş ve 

HPLC analizleri gerçekleştirilmiştir. Sonrasında hazırlanan standart çözeltilerin 

konsantrasyonlarına karşı ölçülen pik alanları grafiğe geçirilmiş ve kalibrasyon 

doğrusu elde dilmiştir. 
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Doğruluk 

Doğruluk, kullanılan analitik yöntem ile elde edilen deney sonuçlarının gerçek 

değerlere yakınlığını ifade etmek için kullanılmaktadır. Galunisertibin miktar tayini 

için kullanılan yöntemin deney içi ve deneyler arası doğruluğunun 

değerlendirilmesinde aşağıda belirtilen formül kullanılmıştır (Formül 3.1.). 

Doğruluk (% geri kazanım) = Ortalama tayin edilen konsantrasyon
İlave edilen konsantrasyon

× 100       (3.1.) 

Doğruluk, % geri kazanım olarak tayin edilmiştir. Deney içi doğruluğun tespit 

edilebilmesi için kalibrasyon eğrisinde yer alan üç farklı konsantrasyonda (düşük, orta, 

yüksek; 0,5-5-50 μg/mL), her bir konsantrasyondan altı adet olacak şekilde standart 

çözeltiler hazırlanmış ve aynı gün içinde art arda ölçümler gerçekleştirilmiştir. 

Deneyler arası doğruluğun tespit edilebilmesi için ise kalibrasyon eğrisinde yer alan 

üç farklı konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek; 0,5-5-50 μg/mL), her bir 

konsantrasyondan altı adet olacak şekilde standart çözeltiler hazırlanmış ve birbirini 

takip eden üç gün tayinler gerçekleştirilmiştir. Doğruluk (bağıl hata) bulguları Formül 

3.1. kullanılarak elde edilmiştir. 

Kesinlik 

Kesinlik, analitik yöntemin tekrarlanabilirlik derecesinin ölçüsü olarak 

tanımlanmaktadır ve spesifik analiz koşulları altında elde edilen bağımsız analitik 

sonuçlar arasındaki uyumun derecesidir. Bir analitik yöntemin kesinliği, istatistiksel 

açıdan yeterli değerlendirmenin yapılacağı sayıda, aynı konsantrasyonda numunenin 

art arda ölçülerek, örnekler için varyasyon katsayısının (VK) hesaplanmasıyla 

belirlenmektedir (Formül 3.2.). Kesinlik, tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik 

olarak ifade edilir. 

Varyasyon katsayısı (%) = Serinin standart sapması (SS)
Serinin aritmetik ortalaması (X)

× 100          (3.2.) 

Tekrarlanabilirlik çalışmaları, kullanılan analitik yöntemin farklı deney 

zamanlarında güvenilirliğinin kanıtlanması amacıyla yapılmaktadır. 

Tekrarlanabilirliğin tespiti için, kalibrasyon doğrusunda yer alan üç farklı 
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konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek; 0,5-5-50 μg/mL) standart çözeltiler 

hazırlanmış, aynı konsantrasyondaki çözeltilerin pik alanları HPLC ile altı kez ayrı 

ayrı analiz edilip, hesaplanmıştır. Pik alanlarına karşılık gelen konsantrasyonlar için 

VK değerleri hesaplanmıştır. 

Tekrar elde edilebilirlik kapsamında, aynı konsantrasyondaki çözeltiden 

hareketle, aynı analist, aynı laboratuvar ve aynı cihaz kullanılarak gerçekleştirilen 

ölçümlerde uyum ve uygunluk incelenir. Deneyler, üç farklı konsantrasyon düzeyinde 

uygun sayıda bağımsız çözelti kullanılarak aynı gün içinde ve farklı günlerde 

gerçekleştirilir. Deney içi tekrar elde edilebilirliğin tespiti için kalibrasyon doğrusunda 

yer alan üç farklı konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek; 0,5-5-50 μg/mL) her bir 

konsantrasyondan altı adet olacak şekilde standart çözeltiler hazırlanarak aynı gün 

içinde arka arkaya ölçümleri gerçekleştirilmiştir. Deneyler arası tekrar elde 

edilebilirliğin tespiti için kalibrasyon doğrusunda yer alan üç farklı konsantrasyonda 

(düşük, orta, yüksek; 0,5-5-50 μg/mL), her bir konsantrasyondan altı ayrı standart 

çözelti hazırlanmış ve birbirini takip eden üç gün içerisinde analiz edilmiştir. Tekrar 

elde edilebilirliği değerlendirebilmek için, pik alanlarına karşılık gelen derişimler için 

varyasyon katsayısı değerleri hesaplanmıştır. 

Duyarlılık 

Saptama sınırı (Limit of Detection, LOD), analizi yapılan maddenin kalitatif 

olarak saptanabildiği en düşük konsantrasyondur. Bu değer, sinyal:gürültü oranının 

3:1 olduğu konsantrasyon ile ifade edilmektedir. 

Miktar tayin sınırı (Limit of Quantification, LOQ), analitik yöntemin belirlenen 

şartlarda, analizi yapılan maddenin kabul edilebilir kesinlik ve doğruluk ile kantitatif 

olarak tayin edilebildiği en düşük konsantrasyon olarak tanımlanır. Bu değer, 

sinyal:gürültü oranının 10:1 olduğu konsantrasyon ile ifade edilmektedir. 

Özgünlük 

Analitik bir yöntemin özgünlüğü; ortamda bulunan etkin madde dışındaki 

eksipiyanların, safsızlıkların veya parçalanma ürünlerinin varlığında, analiz edebilme 

yeteneğini göstermektedir. Bu ölçütlerin değerlendirilmesine yönelik olarak 

formülasyonda kullanılan diğer maddelerin (PLGA, PVA, nivolumab, anti-EGFR, 
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salım ortamı bileşenleri) formülasyonda bulundukları konsantrasyonda çözeltileri 

hazırlanmış ve etkin madde analizinin yapıldığı koşullarda HPLC kullanılarak 

kromatogramları incelenmiştir. 

Stabilite 

Galunisertibin analiz boyunca stabilitesini göstermek amacıyla 0,5-5-50 

μg/mL konsantrasyonlarda hazırlanan çözeltileri HPLC cihazı kullanılarak analiz 

edilmiş ve 24 saat boyunca laboratuvar koşullarında (21-25 °C) bekletilerek aynı 

numuneler tekrar analiz edilmiştir. Sonuçlar arasındaki farkın anlamlı olup olmadığı 

istatistiksel olarak test edilmiştir. 

3.2.2. Nivolumab Antikorunun Fragmantasyonu 

Antikor fragmantasyonu amacıyla, IgG antikorlarını menteşe bölgesinin alt 

kısmından keserek F(ab’)2 ve Fc fragmanlarına ayıran IdeS (Immunoglobulin-

degrading enzyme from Streptococcus pyogenes) enzimi tercih edilmiştir (Şekil 3.1.) 

(187). 

 
Şekil 3.1. Antikorların IdeS ile fragmantasyonu (188). 

1 ünite enzim, 1 µg antikoru fragmante edebilecek kapasiteye sahiptir. 

Dolayısıyla fragmantasyon amacıyla kullanılan enzim ve antikor oranı 1:1’dir. 

Çalışmada liyofilize halde temin edilen IdeS (5000 ünite), ürünün protokolünde 

belirtildiği şekilde 100 µL ultra saf su içinde disperse edilmiştir. PBS tamponu (pH 

7,4) içinde disperse halde bulunan 1 mg/mL konsantrasyondaki nivolumab 

çözeltisinden 100 µL alınarak, üzerine 2 µL (100 ünite enzim) IdeS enzimi eklenmiş 
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ve 1 saat boyunca 37 °C’deki su banyosunda inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

sonunda elde edilen F(ab’)2 ve Fc fragmanı karışımından Fc fragmanlarını 

uzaklaştırmak için 100 kDa ve 50 kDa nominal molekül ağırlık sınırına (NMWL) 

sahip Amicon® ultrasantrifüj filtreleri kullanılmıştır. Ultra filtrelere inkübasyon 

sonucu elde edilen fragmante antikor karışımı eklendikten sonra, filtreler düz şekilde 

Eppendorf® tüplerine yerleştirilmiş ve 10000 rpm’de 10 dk 25 °C’de santrifüj işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Santrifüj sonrası filtreler Eppendorf® tüpünden çıkartılıp, yeni bir 

Eppendorf® tüpüne ters konumda yerleştirildikten sonra 700 rpm’de 1 dk 25 °C’de 

santrifüj işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Fragmantasyon işleminin doğrulanması ve ultra filtre kullanılarak F(ab’)2 ve 

Fc fragmanlarının birbirinden ayrıldığının doğrulanması amacıyla indirgen olmayan 

sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi (Sodium dodecyl-sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) yöntemi gerçekleştirilmiştir. SDS-

PAGE analiz yöntemi, protein saflık analizi için yaygın olarak kullanılan popüler bir 

tekniktir (189). 

SDS-PAGE analizi için ilk olarak yükleme (stacker) ve ayırma (resolver) 

jelleri hazırlanmıştır. Yükleme jeli için 1 mL Stacker A, 1 mL Stacker B, 10 µL 

amonyum persülfat (APS), 2 µL tetrametietilendiamin (TEMED) çözeltisi; ayırma jeli 

için ise 3 mL Resolver A, 3 mL Resolver B, 30 µL APS, 3 µL TEMED çözeltisi 

hazırlanmış ve plakalar arasına dökülmüştür. Jel oluşumu esnasında, yükleme jeli 

üzerine eklenen tarak sayesinde numunelerin tatbik edileceği kuyucuklar 

hazırlanmıştır. SDS-PAGE analizinde gerekli olan yürütme tamponu için tris, gliserin 

ve SDS’in sulu çözeltisi hazırlanmıştır. Elde edilen tampon, yürütmenin yapılacağı 

tank içine yerleştirilen jel düzeneğinin etrafına doldurulmuştur. Sonra, yükleme boyası 

(Tris HCl, bromofenol mavisi, SDS ve gliserolden oluşan), numunelerle 1:1 (10 µL:10 

µL) oranında karıştırılarak kuyucuklara yüklenecek numuneler hazır hale getirilmiştir. 

Kuyucuklara sırasıyla 4 µL hazır protein çözeltisi (PageRuler™ protein merdiveni) ve 

20 µL numune(ler) yüklenmiştir (Şekil 3.2.). 
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Şekil 3.2. Fragmantasyonun doğrulanması amacıyla yapılan SDS-PAGE analizi. A: 

numunelerin tatbiki; B: Elektrik akımı uygulaması. 

Tanka, 3 saat boyunca 50 voltluk elektrik akımı uygulanarak jelde protein 

yapılarının molekül ağırlıklarına göre yürümesi sağlanmıştır. 3 saatin sonunda elde 

edilen jelde bantların görünmesi için fiksasyon çözeltisi (distile su:izopropanol:asetik 

asit, 32,5:12,5:5, h/h/h) ve boya çözeltisi hazırlanmıştır. Tanktan çıkartılarak ayrılan 

jel, önce 50 dk fiksasyon çözeltisinde oda sıcaklığında bekletilmiş ardından bu çözelti 

ortamdan uzaklaştırılarak Coomassie Blue R250 boya çözeltisi eklenerek gece boyu 

yatay çalkalayıcı üzerinde oda sıcaklığında bekletilmiştir. Boyayı jelden 

uzaklaştırmak için yıkama çözelti (metanol:distile su:asetik asit, 25:20:5, h/h/h) 

hazırlanmış ve jel bu çözelti ile 3 kez yıkanarak sonuç görüntüler elde edilmiştir. 

3.2.3. Nivolumab için İn Vitro Miktar Tayini Yönteminin Geliştirilmesi ve 

Validasyonu 

Tez kapsamında geliştirilen nanopartiküllere antikor enkapsülasyonu 

gerçekleştirilmiştir. Nanopartiküllere yüklenen ve in vitro salım çalışmalarında 

nanopartiküllerden salınan antikor miktarının belirlenebilmesi için miktar tayini 

yöntemi geliştirilmiştir. Tezin ilk bölümlerinde fragmante nivolumab ile deneyler 

gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) yöntemi 

kullanılması planlanmış ancak, fragmante nivolumaba spesifik bir ELISA kit 

olmaması sebebiyle Anabilim Dalı bünyesindeki cihaz ve yöntemlerle ön denemeler 

gerçekleştirilerek bikinkoninik asit (Bicinchoninic Acid, BCA) analizinin çalışmalarda 

kullanılması uygun bulunmuştur. 
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Fragmante Nivolumab için Bikinkoninik Asit (BCA) Yöntemi ile Miktar 

Tayini Geliştirilmesi 

BCA testi, protein konsantrasyonunu tespit etmek için kullanılan kolorimetrik 

bir yöntemdir. Yöntemin çalışma prensibi, protein yapısının, BCA stok çözeltisi 

içindeki Cu+2 iyonlarını Cu+1 iyonlarına indirgemesi ve bu indirgenmiş iyonların 

bikinkoninik asit ile reaksiyona girerek mor renkli bir kompleks oluşturması esasına 

dayanmaktadır (190) (Şekil 3.3.). Numunelerin konsantrasyonları ELISA plaka 

okuyucu üzerinde 562 nm’deki absorbansın ölçülmesi ile belirlenmektedir (191). Bu 

yöntemin analizlerde kullanılma sebebi çok düşük konsantrasyonlardaki (0,02-2 

µg/mL) bütün antikor veya fragmanlarının miktar tayinini doğru bir şekilde 

gerçekleştirebilmesidir (192). 

 
Şekil 3.3. BCA protein analizi için BCA-bakır kompleksinin oluşumu. 

Bu amaçla öncelikle sığır serum albumin (Bovine Serum Albumin, BSA) 

standardı kullanılarak kalibrasyon doğrusu elde edilmiş ve kitin doğrusallığı teyit 

edilmiştir. Ek olarak, fragmante nivolumabın stok çözeltisi kullanılarak nivolumaba 

ilişkin spesifik kalibrasyon doğrusu oluşturulmuş ve analiz sonuçları bu kalibrasyon 

doğrusu dikkate alınarak değerlendirilmiştir. 

Standart çözeltilerinin hazırlanması amacıyla 2 mg/mL konsantrasyondaki 

BSA stok çözeltisinden hareketle gerekli seyreltmeler yapılarak 5-10-20-50-100-150-
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200 μg/mL konsantrasyonlardaki standart çözeltiler oluşturulmuştur. Elde edilen 

standartlar mikro plaka kuyucuklarına ikişer tekrarlı olarak eklenmiştir. Sırasıyla, önce 

100 µL numune, ardından renk oluşumunu sağlamak amacıyla 100 µL BCA belirteci 

eklenmiş, plakanın kapağı kapatılarak 37 °C’de 1 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

Bilinen konsantrasyonlardaki BSA standartlarının 562 nm dalga boyunda verdikleri 

absorbansın okunmasıyla elde edilen değerler, standart çözelti konsantrasyonlarına 

karşı grafiğe geçirilerek bir kalibrasyon denklemi elde edilmiştir. Ardından, 

konsantrasyonu bilinmeyen numunenin absorbans değerinden yola çıkarak bu 

denklem ile numune içindeki protein miktarı tayin edilebilmiştir. 

Nivolumab için ELISA Yöntemi ile Miktar Tayini Geliştirilmesi 

Fragmante antikorun immün yanıtta yetersiz kalması sebebiyle tez 

çalışmalarına fragmante olmayan bütün antikor ile devam edilmesine karar verilmiştir. 

ELISA yöntemi, fragmante nivolumabın miktar tayininde kullanılan BCA analizine 

kıyasla daha hassas ve doğru sonuçlar vermesi sebebiyle bütün antikorun miktar 

tayininde tercih edilmiştir (72). Nivolumab için kullanılan ELISA kiti, sandviç ELISA 

prensibine göre çalışmaktadır (Şekil 3.4.). 

 
Şekil 3.4. Sandviç ELISA ile nivolumabın miktar tayininin şematik gösterimi. 

Önceden nivolumab reaktanı ile kaplanmış ELISA plakaları (96-kuyucuklu 

düz zeminli immüno plaka) üzerine standart çözeltiler (0-0,03-0,1-0,3-1 µg/mL) ve 
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numuneler 100’er µL eklenerek oda sıcaklığında karanlık ortamda 1 saat boyunca 

inkübe edildikten sonra 3 kez yıkama çözeltisi ile yıkanmıştır. Ardından enzim (yaban 

turbu peroksidazı, HRP) konjuge antikor eklenerek 30 dk inkübasyon yapılıp yeniden 

3 kez yıkama yapılmıştır. Tetrametilbenzidin (TMB) kromojen substrat uygulamasını 

takiben 10 dk inkübasyon yapılmış ve reaksiyonun sonlandırılması amacıyla asidik 

yapıdaki durdurma çözeltisi uygulanarak, optik yoğunluk ölçümü (Optical Density, 

OD) ELISA plaka okuyucu ile 450/650 nm dalga boyunda yapılmıştır. Durdurma 

çözeltisi eklenmeden önce mavi renkte olan çözeltiler ortamın asidikleşmesi ile sarı 

renge dönüşmektedir (Şekil 3.5.). Rengin yoğunluğu, numune veya standart 

çözeltilerindeki nivolumab miktarı ile orantılıdır. 

 

Şekil 3.5. ELISA analizinin son basamağında pH’ya bağlı gözlenen renk değişimi. 

ELISA plaka okuyucu ile renklerin yoğunluğuna bağlı olarak okunan optik 

yoğunluk değerleri ile dört parametreli lojistik (4PL) eğrisi (sigmoidal şekilde) elde 

edilmiştir. ELISA gibi biyoanalizler genellikle yalnızca belirli bir konsantrasyon 

aralığı boyunca doğrusal olduğu için kalibrasyon eğrisi oluşturmak için 4PL modeli 

kullanılması daha uygundur (193, 194). 

3.2.4. Farklı Geometrik Şekillerde PLGA Nanopartiküllerinin 

Hazırlanması 

Tez kapsamında küresel, çubuk (rod) ve eliptik disk olmak üzere üç farklı 

geometrik şekle sahip PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG nanopartikül formülasyonlarının 

geliştirilmesi amaçlanmıştır. Bu kapsamda, ilk olarak küresel nanopartikül üretimi 
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yapılmış olup, bu nanopartiküllerden hareketle çubuk ve eliptik disk yapıda farklı 

şekle sahip nanopartiküllerin üretimi gerçekleştirilmiştir. 

Küresel Nanopartiküllerin Hazırlanması 

Küresel nanopartiküller, çift emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma yöntemi 

kullanılarak hazırlanmıştır (72). Bu yöntem sayesinde farklı çözünürlük özelliğine 

sahip iki etkin madde tek bir nanotaşıyıcıya enkapsüle edilebilmiştir. Küresel 

nanopartiküllerin hazırlanmasında Tablo 3.2.’de belirtilen oran ve hacimlerde iç su 

fazı, organik faz ve dış su fazları hazırlanmıştır. 

Tablo 3.2. Çift emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma yöntemi ile boş veya kombine 
etkin madde yüklü nanopartikül üretimi için gerekli faz bileşimi ve 
miktarları. 

Nanopartikül Faz İçerik Hacim 

Boş 

İç su fazı (S1) PVA’nın ultra saf su içerisindeki % 2’lik çözeltisi 750 µL 

Organik faz 

(O) 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG (1,5:1,5:1 a/a/a)’in 

diklorometan:aseton (1:1,5 h/h) içerisindeki  

% 1’lik çözeltisi 

 

2,5 mL 

Dış su fazı 

(S2) 
PVA’nın ultra saf su içerisindeki % 0,5’lik çözeltisi 10 mL 

Kombine 

etkin madde 

yüklü 

(S1) 

PVA’nın ultra saf su içerisindeki çözeltisi 

+ 
Nivolumabın PBS 7,4 tamponundaki 1mg/mL 

stok çözeltisi 

650 µL 

 
100 µL 

(O) 

 PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG (1,5:1,5:1 a/a/a)’in 

diklorometan içerisindeki çözeltisi 

+ 
2 mg galunisertibin aseton içerisindeki çözeltisi 

1 mL 

 

1,5 mL 

(S2) PVA’nın ultra saf su içerisindeki % 0,5’lik çözeltisi 10 mL 

İç su fazı, manyetik karıştırıcı üzerindeki organik faza eklendikten sonra buz 

banyosunda ultrasonik prob yardımıyla homojenize edilmiş ve bu şekilde su/yağ 

emülsiyonu (primer emülsiyon) oluşturulmuştur. Oluşturulan bu emülsiyon, manyetik 

karıştırıcı üzerinde dış su fazına eklendikten sonra buz banyosunda ultrasonik prob 

yardımıyla homojenize edilmiş ve nihai su/yağ/su emülsiyonu (sekonder emülsiyon) 

oluşturulmuştur (Şekil 3.6.). 
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Şekil 3.6. Çift emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma yöntemi ile nanopartikül 
üretiminin şematik gösterimi. 

Elde edilen emülsiyondaki organik fazın (aseton ve DCM) uçurulması 

amacıyla, üretimin boyutuna göre belirlenen süre boyunca (2-4 sa) çeker ocak altında 

karıştırma işlemi yapılmıştır. Uçucu çözücülerin buharlaştırılmasının ardından 

santrifüj işlemi gerçekleştirilmiş ve süpernatan ayrılmıştır. Santrifüj işlemi 2 kez daha 

ultra saf su ile tekrarlanarak PVA’nın, organik çözücü kalıntılarının ve enkapsüle 

olmayan etkin maddelerin uzaklaştırılması sağlanmıştır (195). 

Çubuk Şeklindeki Nanopartiküllerin Hazırlanması 

Çubuk şeklindeki nanopartiküller, küreselden hareketle film germe tekniği ile 

hazırlanmıştır. Bu amaçla, literatürdeki film germe yöntemi modifiye edilmiştir (88, 

89). İçerisinde nanopartikülleri içeren PVA film (% 5 PVA) hazırlanmış ve uygun 

boyutlu bir kalıba dökülmüştür. Kuruyan film (Şekil 3.7.), germe aparatına (tensile 

grip) uygun olacak şekilde 3,7x7,5 cm ölçülerinde kesilmiştir. Modifiye yöntemde, 

tekstür analiz cihazı kullanılmış ve germe işlemi esnasında çift plakalı ısıtıcı ile ısı 

uygulaması yapılmıştır (80). 
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Şekil 3.7. Çubuk ve eliptik disk şeklindeki nanopartiküllerin üretiminde kullanılmak 

üzere hazırlanan küresel nanopartikül yüklü PVA film. 

Cihaza yerleştirilen filme 3 dk boyunca 150 °C’ye ayarlı ısıtıcı uygulaması 

sonrası germe işlemi gerçekleştirilmiştir. Filmin 1,6 kat gerildiği noktada germe işlemi 

sonlandırılmıştır. Film, cihazdan alınarak manyetik karıştırıcı üzerinde 5 mL ultra saf 

suda çözülmüş, nanopartiküllerin PVA çözeltisinden uzaklaştırılması için 6000 rpm 

18 °C koşullarında 4 kez 20 dk santrifüj yapılarak nihai nanopartiküller elde edilmiştir 

(88, 89). 

Eliptik Disk Şeklindeki Nanopartiküllerin Hazırlanması 

Eliptik disk şekilli nanopartiküller, çubuk şeklindeki nanopartiküllerle aynı 

yöntem kullanılarak üretilmiştir. İki şeklin üretimi arasındaki tek fark germe oranıdır. 

Eliptik disk şeklindeki nanopartiküllerin üretiminde, filmin 2,25 kat gerildiği noktada 

germe işlemi sonlandırılmıştır. Film cihazdan alınarak manyetik karıştırıcı üzerinde 5 

mL ultra saf suda çözülmüş, nanopartiküllerin PVA çözeltisinden uzaklaştırılması için 

18 °C 6000 rpm’de 4 kez 20 dk santrifüj yapılarak nihai nanopartiküller elde edilmiştir. 

3.2.5. Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

Nanopartiküllerin karakterizasyonu kapsamında partikül boyutu, partikül 

boyutu dağılımı (polidispersite indeksi, PDI), zeta potansiyeli, morfolojik özellikler, 

enkapsülasyon etkinliği, termal özellikler ve in vitro salım özellikleri 

değerlendirilmiştir. 
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Partikül Boyutu, Polidispersite İndeksi ve Zeta Potansiyeli 

Etkin madde içermeyen küresel, çubuk (rod) ve eliptik disk şeklindeki 

nanopartiküller ve etkin madde yüklü olan küresel nanopartiküllerin partikül 

büyüklüğü, dağılımları (62) ve zeta potansiyelleri (196) dinamik ışık saçılımı esasına 

göre çalışan Malvern Nano ZS cihazı ile ölçülmüştür (Tablo 3.3.). Her formülasyon 

için art arda üç tekrarlı ölçüm yapılmıştır (n=3). 

Tablo 3.3. Partikül büyüklüğü analizine ilişkin çalışma koşulları. 

Ölçüm sıcaklığı 25 °C 

Işık saçılım açısı  90 ° 

Formülasyonlarda kullanılan polimerin (PLGA) 
refraktif indeksi 

1,40 

Dispersiyon ortamı Deiyonize su 

Dispersiyon ortamı refraktif indeksi 1,33 

Küvet DTS 1070 (folded capillary zeta cell) 

 

Morfolojik Özelliklerin İncelenmesi 

Tez kapsamında hazırlanan farklı geometrik şekillerdeki PLGA 

nanopartiküllerinin morfolojik özellikleri transmisyon/geçirimli elektron mikroskobu 

(TEM) ile incelenmiştir. TEM analizi için Lantan hekzaborür (LaB6) elektron 

tabancalı, 20-120 kV aralığında hızlandırıcı voltaj altında çalışan yüksek kontrastlı 

geçirimli elektron mikroskobu (CTEM) ile Orta Doğu Teknik Üniversitesi Merkez 

Laboratuvarı’ndan hizmet alımı sağlanarak çalışmalar gerçekleştirilmiştir. TEM 

görüntülemesinin çalışma prensibi, bir elektron demetinin ultra ince numuneye 

gönderilmesi ve numunenin içinden geçerken numune ile etkileşime girmesi esasına 

dayanmaktadır (62). TEM analizi için hazırlanan nanopartikül dispersiyonları, karbon 

film kaplı bakır ızgaralar üzerine damlatılmış ve görüntüleme gerçekleştirilmiştir. 

Enkapsülasyon Etkinliği ve Yükleme Kapasitesinin Değerlendirilmesi 

Enkapsülasyon etkinliği (EE) galunisertib ve nivolumab F(ab’)2 fragmanı 

yüklü PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG nanopartikülleri için indirekt yöntemle 
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değerlendirilmiştir (197). Enkapsülasyon etkinliği Formül 3.3. kullanılarak 

hesaplanmaktadır: 

EE (%) = (Formülasyona eklenen  miktar − süpernatandaki miktar)
Formülasyona eklenen miktar

×  100           (3.3.) 

Galunisertib ve nivolumab F(ab’)2 fragmanı yüklü küresel nanopartiküller çift 

emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma yöntemi ile hazırlandıktan sonra, bu 

partiküllerin bir bölümü ile çubuk ve eliptik disk şeklindeki nanopartiküller film germe 

yöntemi ile hazırlanmıştır. Ardından 8000 rpm 15 °C koşullarında 45 dk santrifüj 

yapılmıştır. Santrifüj sonucunda elde edilen süpernatan hacimleri kaydedilmiş ve 

süpernatan 0,22 µm por açıklığına sahip selüloz asetat filtresinden süzüldükten sonra 

galunisertib için süpernatan:DMSO (9:1 h/h) karışımı hazırlanarak HPLC analizi 

gerçekleştirilmiş, gerekli hesaplamalar yapılmıştır. Nivolumab F(ab’)2 fragmanı için 

süpernatan kullanılarak önceden geliştirilen BCA yöntemine göre miktar tayini 

yapılmıştır. Miktar tayininde süpernatan numunesi ile iki tekrarlı olacak şekilde 

çalışılmış ve ELISA plaka okuyucu ile 562 nm’de okuma yapılmıştır. Süpernatan için 

elde edilen absorbans değerlerinden blank absorbans değerleri çıkartılarak elde edilen 

değerlerin ortalaması alınıp, kalibrasyon doğrusu ile bilinmeyen konsantrasyon değeri 

hesaplanmıştır. Ek olarak, enkapsülasyon etkinlikleri belirlendikten sonra 

nanopartiküller liyofilize edilmiş ve toplam kuru ağırlıklar belirlenerek yükleme 

kapasitesi (YK) değerleri de Formül 3.4. kullanılarak hesaplanmıştır: 

YK (%) = [Formülasyona eklenen  miktar (mg)− süpernatandaki miktar(mg)]
Liyofilize nanopartikül ağırlığı (mg)

×  100              (3.4.) 

Nanopartiküller için optimum şekle (küresel) karar verildikten sonra 

konjugasyon çalışmaları yapılmıştır. Konjuge nanopartiküller için enkapsülasyon 

etkinliği ve yükleme kapasitesi ayrıca hesaplanmıştır. Her iki etkin madde için de 

indirekt ölçüm yöntemi ile enkapsülasyon etkinliği tayin edilmiştir. Küresel 

nanopartiküllerin üretimi sırasında elde edilen süpernatan ve konjugasyon sonrası elde 

edilen süpernatanlar ayrı viallerde toplanmıştır. HPLC ve BCA analizi sonucuna göre 

toplam yüklenmeyen etkin madde miktarı bulunmuştur. 
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Termal Özelliklerin İncelenmesi 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG polimeri ile hazırlanan boş PLGA NP’lerin, 

etkin madde yüklü NP’lerin ve etkin maddelerin camsı geçiş sıcaklığı, faz geçiş 

sıcaklığı ve erime noktası gibi termal özellikleri Diferansiyel Taramalı Kalorimetre 

(Differential Scanning Calorimeter, DSC) analizi ile belirlenmiştir. Analiz, Öztürk ve 

arkadaşlarının çalışmalarında (198) kullandıkları yöntem referans alınarak Hacettepe 

Üniversitesi bünyesinde gerçekleştirilmiştir. 

Tablo 3.4. DSC analiz koşulları. 
Cihaz Q-100 DSC 

Atmosfer Azot (50 mL/dk) 

Analiz başlangıç ve bitiş sıcaklıkları 25 - 300 °C 

Sıcaklık yükseltme ve soğutma hızı (ramp time) 10 °C/dk 

Standart Alüminyum pan 

Nivolumabın çözelti halinde temin edilmesi ve nanopartiküllerin çöktürme 

işlemi sonrası bir miktar dispersiyon ortamı içermesi sebebiyle numuneler, analiz 

öncesi liyofilize edilmiştir. Tablo 3.4.’te belirtilen koşullarda, liyofilize haldeki 

numunelerden (Tablo 3.5.) 5 mg tartılarak alüminyum örnek kabına yerleştirilmiş ve 

sıcaklık kademeli olarak artırılmıştır. 

Tablo 3.5. DSC analizi amacıyla hazırlanan numunelerin bileşimi. 
Numune Bileşim 

1 
Galunisertib (katı toz) + nivolumab F(ab’)2 fragmanı (liyofilize) 1:1 oranında fiziksel 

karışımı 

2 
Galunisertib (katı toz) + nivolumab F(ab’)2 fragmanı (liyofilize) + etkin madde yüklü 

olmayan PLGA nanopartikül (liyofilize) 1:1:1 oranında fiziksel karışımı 

3 
Galunisertib yüklü nanopartikül (liyofilize) + nivolumab F(ab’)2 fragmanı yüklü 

nanopartikül (liyofilize) 1:1 oranında fiziksel karışımı 

İn Vitro Salım Çalışması 

Nanopartiküler sistemlerin ürün kalitesi, güvenliği ve etkinliğini 

değerlendirmede in vitro salım çalışmaları anahtar bir rol oynamaktadır. Literatür 

incelendiğinde, nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemlerin in vitro salım profillerinin 
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eldesi için, üç adet yöntemin mevcut olduğu görülmüştür. Bunlar; sürekli akış 

(continuous flow), diyaliz membran ve tüp (sample and separate) yöntemidir (199, 

200). Tez kapsamında salım yöntemi seçilirken dikkate alınan en önemli parametre, 

numunelerin analiz edilebilecek konsantrasyonlarda etkin madde içermesi olarak 

belirlenmiştir. Nanopartiküle yüklenen nivolumab F(ab’)2 fragmanının miktar tayini 

yapılabilmesi için düşük hacimde çalışılması gerekmektedir. Bu sebeple salım 

çalışmaları tüp yöntemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Aynı tüpten tekrarlı numune 

alınması sonucunda, çoklu santrifüj işleminin nanopartiküllerde agregasyona sebep 

olduğu tespit edilmiş olup (201), her zaman noktası için ayrı santrifüj tüpü 

kullanılmıştır. Çalışmalar, fizyolojik pH’yı temsil eden pH 7,4 ortamı ve asidik tümör 

mikroçevresini temsil eden pH 6,8 ortamı olmak üzere iki farklı ortamda ve sink 

koşullarda gerçekleştirilmiştir (202, 203) (Tablo 3.6.).  

Tablo 3.6. Salım deneylerine ilişkin bilgiler. 

Yöntem Tüp (sample and separate) 

Cihaz Yatay çalkalayıcılı, ısıtıcılı su banyosu 

Salım ortamı pH 6,8 ve 7,4 fosfat tamponu 

Salım hacmi 0,5 - 0,75 veya 1,0 mL 

Analiz süresi 72 saat 

Sıcaklık 37±0,1 °C 

Çalkalama hızı 105 spm (stroke per minute) 

Numune alım yöntemi Santrifüj (13500 rpm, 20-25 °C, 30 dk) 

Salım çalışmasında önceden belirlenen zaman aralıklarında en son 72. saat 

olmak üzere örnekler alınmış, bu örnekler salınan galunisertib miktar tayini için valide 

edilmiş HPLC yöntemi ile, salınan nivolumab miktar tayini belirlenmesinde ise, 

fragmante antikor için mikro BCA kiti, bütün antikor için ELISA kiti kullanılarak 

analizler gerçekleştirilmiştir. Salınan madde miktarlarından yola çıkılarak zamana 

karşı % kümülatif salım grafikleri elde edilmiştir. 

3.2.6. Farklı Geometrik Şekillerdeki Nanopartiküllerin Sağlıklı Hücreler 

Üzerindeki Toksisitesinin Değerlendirilmesi 

Deney kapsamında, nanopartikülün geometrik şeklinin sağlıklı hücrelerin 

canlılığı üzerindeki etkisi analiz edilmiştir. Bu amaçla, metil-tiyazol-tetrazolyum 
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(MTT) yöntemi kullanılarak etkin madde yüklü olmayan (boş) nanopartiküllerin 

sitotoksisite profilleri değerlendirilmiştir. MTT testi, hücrelerin metabolik 

aktivitesinin değerlendirilmesine dayanan kolorimetrik bir testtir (204). Yöntemin 

çalışma prensibi, mitokondriyal aktivite gösteren hücrelerin (canlı hücreler), sarı 

renkli olan MTT (3,(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difenil tetrazolyum bromid) tuzunu 

mor renkli formazan kristallerine dönüştürmesine dayanmaktadır. Böylece, canlı hücre 

sayısındaki herhangi bir artış veya azalma, bir plaka okuyucu kullanılarak optik 

yoğunluğa (OD) etki eden formazan konsantrasyonu ölçülerek tespit edilebilmektedir 

(205). Hücre canlılıkları aşağıdaki formül (Formül 3.5.) kullanılarak 

hesaplanmaktadır: 

Canlılık (%) = Numunelerin ortalama optik yoğunluğu
Kontrol grubunun ortamala optik yoğunluğu

× 100           (3.5.) 

Yöntem kapsamında, fare fibroblast hücreleri (L929) ile çalışılmıştır. Besiyeri 

içinde bulunan hücreler, 2 x 104 hücre/kuyu (50 μL) olacak şekilde 96 kuyulu plakalara 

ekilmiştir. Hücreler, plakaya tutunması için % 5 karbondioksit (CO2) ve 37 °C 

koşullarındaki inkübatörde 24 saat bekletilmiştir. Hücrelerin plakaya tutunması ve 

yeterli sayıda olması şartı mikroskop ile teyit edildikten sonra 50 μL hacimdeki 

küresel, çubuk ve eliptik disk şekilli nanopartikül formülasyonları 10-25-50-100-250-

500 μg/mL olacak şekilde altı farklı konsantrasyonda kuyucuklara eklenmiştir (n=4). 

24 ve 48 saat inkübasyonu takiben, hücrelerin üzerine 25 μL MTT eklenerek 4 saat 

inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası kuyulara 80 μL, % 45’lik dimetilformamid 

(DMF) içinde çözülmüş % 23’lük SDS (pH 4,7) çözeltisi eklenerek plakalar gece boyu 

inkübatörde bekletilmiş ve bu sayede hücrelerin oluşturduğu formazon kristallerinin 

parçalanması sağlanmıştır. 12-15 saat sonunda plaka okuyucu ile spektrofotometrik 

olarak 570 nm’de OD değerleri ölçülmüş ve üç farklı şekil için % canlılık değerleri 

hesaplanmıştır (206). 24 ve 48 saat için % canlılık sonuçları ikili gruplar halinde 

(küresel-çubuk, küresel-eliptik disk, çubuk-eliptik disk) Mann-Whitney U testi ile test 

edilerek gruplar arasında istatistiksel açıdan anlamlı farklılık (p değeri yorumlanarak) 

olup olmadığı Graphpad Prism 8 yazılımı kullanılarak tespit edilmiştir. 
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3.2.7. Farklı Şekillerdeki Nanopartiküllerin İn Vitro Hücre İçine Alım 

Deneyi 

Bu çalışmanın amacı, nanopartikül şeklinin A549 insan akciğer kanser 

hücrelerine alımında anlamlı bir farka sebep olup olmadığını araştırmaktır. Deneyin 

ilk aşamasında küresel, çubuk ve eliptik disk şeklindeki nanopartiküller PLGA/PLGA-

His/mPEG-PLGA-FKR560 polimeri kullanılarak önceden geliştirilen çift 

emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma ve film germe yöntemleriyle, karanlık 

koşullarda üretilmiştir. Partiküllerin üretiminde kullanılan bir polimer (mPEG-PLGA-

FKR560) floresan boya işaretli olduğu için hücre içine alım düzeyi, akım sitometri 

analizi ile kantitatif olarak, floresan mikroskopisi ile kalitatif olarak tayin edilmiştir. 

Akım sitometri, çeşitli hücrelerin bir süspansiyon halinde lazer ışını ile aydınlatılan 

bir kanal boyunca tek tek geçmesi ve bu sırada büyüklüğü (Forward Scatter Chanel, 

FSC) ve granülaritesine (Side Scatter Chanel, SSC) göre sınıflandırılmasını sağlayarak 

kantitatif ölçüm yapan bir sistemdir (207, 208). 

Farklı şekilli nanopartiküllerin KHDAK hücreleri tarafından alımını 

değerlendirmek için A549-Luc2 hücreleri 24 kuyulu bir plakaya, her kuyuda 4 x 105 

hücre/mL olacak şekilde ekilmiş (floresan mikroskopisi için 4 adet kuyunun tabanına 

özel cam plakalar eklenmiştir) ve bir gece hücrelerin plaka tabanına tutunması için % 

5 CO2 içeren 37 °C’ye ayarlı inkübatörde bekletilmiştir. Numuneler akım sitometri 

analizi için 3 tekrarlı (n=3), floresan mikroskopla inceleme için tekrarsız (n=1) olarak 

çalışılmıştır. İnkübasyonun ardından hücrelerin genel durumu mikroskop ile kontrol 

edilmiştir. Önceden hazırlanan nanopartiküller hücre kültürü ortamında redisperse 

edilerek, her kuyuya 200 µg/mL konsantrasyonda olacak şekilde uygulanmıştır. Plaka, 

8 saat inkübasyona (% 5 CO2 ve 37 °C koşullarında) bırakılmıştır. 

İnkübasyon süresi sonunda kültür süpernatanı uzaklaştırılmış ve hücreler 

0,5’er mL hücre yıkama çözeltisi ile yıkanarak hücre içine girmeyen nanopartiküller 

ortamdan uzaklaştırılmıştır. Akım sitometri analizinde kullanılacak hücreleri plaka 

tabanından kaldırmak amacıyla tripsinizasyon işlemi yapılmıştır. Elde edilen hücre 

süspansiyonları yuvarlak tabanlı cam tüplere aktarılmıştır. Santrifüj işlemi için tüplere 

1’er mL daha hücre yıkama çözeltisi eklenip 1800 rpm, 25 °C koşullarında 5 dk 

santrifüj yapılmıştır. Santrifüj sonrası süpernatanlar uzaklaştırılmış, ardından hücreleri 

tüpün tabanından kaldırmak için 1-2 sn vorteksleme işlemi yapılmıştır. Son olarak 
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akım sitometri cihazında okuma yapılmıştır. Cihazın sahip olduğu uygulamada 

partiküllerin en yüksek absorbans verdiği verdiği kanal belirlenmiş (PE-A) ve analizler 

bu kanal aracılı yapılmıştır. Kontrol grubu ve farklı şekillerdeki nanopartiküllerin 

analizi sırayla yapılmış ve sonuçlar ortalama floresan yoğunluk (Median Fluorescence 

Intensity, MFI) cinsinden sayısal olarak ifade edilmiştir. MFI değerleri, ImageJ Fiji 

programı (Madison, ABD) ile hesaplanmıştır. 

Floresan mikroskop ile görüntüleme için inkübasyon süresinin sonunda kültür 

süpernatanı uzaklaştırılıp kuyuların tabanına yerleştirilen cam plakalar çıkarılmıştır. 

Mikroskop ile görüntüleme için 1:1000 oranında DAPI çekirdek boyası (4',6-

diamidino-2-fenilindol diklorür) içeren görüntüleme ortamı [Gliserin:PBS tamponu 

(pH 8,5-9), h/h 9:1], lam üzerine 2-3 damla damlatılarak kuyulardan çıkarılan yuvarlak 

cam plakalar ortam damlatılmış lam üzerine yerleştirilmiştir. Lamlar 16 saat karanlık 

ortamda bırakılmış ve hücre çekirdeklerinin boyanması sağlanmıştır. Ardından 

floresan mikroskop ile görüntüleme yapılmıştır. 

3.2.8. Farklı Geometrik Şekillerdeki Nanopartiküllerin Biyodağılım 

Çalışması 

Nanopartiküllerin boyut ve yüzey özelliklerine ek olarak, geometrik şekli de 

kanda kalış süresi, biyodağılım ve hücre içine alımı etkileyen önemli bir faktör olarak 

tanımlanmıştır (79). İn vivo çalışmalar, Kobay D.H.L. A.Ş.’den alınan etik izin 

kapsamında (Protokol no: 354) yürütülmüştür. Deney kapsamında, nanopartikülün 

geometrik şeklinin tümör geliştirilen CD-1 nude farelerde biyodağılıma etkisi 

incelenmiştir. Bu amaçla, küresel, çubuk ve eliptik disk olmak üzere üç farklı şekilde 

nanopartikül formülasyonu hazırlanmıştır. 

Deneyde küçük hücreli olmayan akciğer kanseri tümör modeli geliştirilmesi 

için lusiferaz enzimi eksprese eden, A549 insan akciğer adenokarsinom hücre hattı 

(A549-Luc2) tercih edilmiştir (209). Çalışmalarda tümör gelişimini takip etmek 

amacıyla in vivo görüntüleme sistemi (In vivo Imaging System, IVIS) cihazı 

kullanılmış ve tümör modeli geliştirilen hayvanlara lusiferin (potasyum tuzu) çözeltisi 

uygulanarak ışıma için gerekli reaksiyon oluşumu sağlanmıştır. Biyolojik ortamda 

lusiferin, lusiferaz enzimi ile tepkimeye girerek okside olmakta ve sonuçta 

biyolüminesans ışıma sağlanmaktadır (Şekil 3.8.) (210). 
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Şekil 3.8. Lusiferin ile biyolüminesans ışıma reaksiyonu oluşum mekanizması. 

KHDAK ksenograft modeli, heterotopik (subkütan enjeksiyon ile) veya 

ortotopik olarak bağışıklığı yetersiz hayvanlarda geliştirilebilmektedir. Akciğer 

kanserinin heterotopik olarak geliştirilmesi ve takip edilmesi kolay olmakla birlikte, 

lenfatik veya metastatik yayılımın olmaması nedeniyle kanserin doğal seyrini taklit 

yeteneği ortotopik modellere kıyasla zayıf kalmaktadır (209). Farklı şekillerdeki 

nanopartiküllerin biyodağılımının incelenmesi için heterotopik KHDAK ksenograft 

modeli kullanılmış, bu durumun sebebi alt başlıklarda deneysel verilerle desteklenerek 

izah edilmiştir. 

Tez kapsamında geliştirilecek KHDAK kanser modeli için CD-1 nude fareler 

tercih edilmiştir. İn vivo deneyler için ilk olarak insan A549-Luc2 hücre hattı azot 

tankından alınarak 5-6 mL hücre kültürü ortamı eklenmiştir. Bu hücre dispersiyonu 

1800 rpm’de 20°C’de 5 dk santrifüj yapılarak süpernatan atılmış ve DMSO ortamdan 

uzaklaştırılmıştır. Hücre üzerine taze hücre kültürü ortamı [F-12K (Ham’s F12 w/o L-

Glutamine) + % 10 FBS + 8 µg/mL Blastisidin] eklenip T25 flaska ekim yapılmıştır. 

Yeterli inkübasyon süresinin sonunda % 80 sıkışma (konfluent) oranına ulaşan 

hücreler T75 flaska aktarılarak yeterli hücre sayısı elde edilmiştir. Sonraki pasajlarda 

ortam olarak % 10 oranında (FBS) ve % 1’lik penisilin/streptomisin içeren yüksek 

glukoz içeren Dulbecco’s Modified Eagle’s besiyeri (high glucose Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium, DMEM) kullanılmıştır. 

İlk olarak, ortotopik ksenograft KHDAK kanser modeli geliştirilmesi için 

deneme amaçlı bir adet CD-1 nude fareye 3 x 106 adet A549-Luc2 hücre kuyruk 

veninden intravenöz enjeksiyon ile verilmiş, diğer bir fareye ise heterotopik KHDAK 

kanser modeli geliştirilmesi için sırt bölgesinden subkütan enjeksiyon ile 10 x 106 adet 

A549-Luc2 hücresi, 10 µL matrijel (1 mg/mL) ile homojen karıştırılarak verilmiştir. 

Enjeksiyon için gerekli hücre sayılarına literatür incelemesi ile karar verilmiştir (209, 

211). Enjeksiyonu takip eden günlerde hayvanların sağlık durumu, yem ve su 

ihtiyaçları takip edilmiş ve onuncu günde iki hayvana da intraperitoneal ksilazin – 

ketamin kompleksi enjeksiyonunu takiben kuyruk veninden lusiferin çözeltisi (6 
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mg/kg) uygulanmıştır. Tümör oluşumunu takip etmek amacıyla IVIS kullanılmış, 

görüntüleme modu olarak biyolüminesans tercih edilmiştir (Şekil 3.9.). 

 

Şekil 3.9. A549-Luc2 hücre enjeksiyonunu takiben onuncu günde tümör oluşumu 
takibi: A. Subkütan hücre hattı enjeksiyonu yapılan farede oluşan tümörün 
görüntüsü; B. Subkütan hücre hattı enjeksiyonu yapılan farede IVIS ile 
tümör oluşumu takibi; C. İntravenöz hücre hattı enjeksiyonu yapılan farede 
IVIS ile tümör oluşumu takibi. 

Şekil 3.9.-C görüntüsü incelendiğinde, kuyruk veninden A549 hücrelerinin 

enjeksiyonunu takiben 10. günde ortotopik tümör gelişimine dair olumlu bir bulguya 

rastlanmamış olup, hücrelerin bir kısmının kuyrukta tutulum gösterdiği tespit 

edilmiştir. Subkütan enjeksiyon yapılan farede ise gözle görülür bir tümör oluşumu 

mevcut olup biyolüminesans görüntülemede enjeksiyon bölgesinden sinyal alınmıştır. 

Enjeksiyonu takiben 16. günde görüntüleme işlemi aynı prosedür ile 

tekrarlanmış olup, intravenöz olarak hücrelerin enjekte edilen farede akciğerde tümör 

oluşumu gözlenmemiş, subkütan enjeksiyon yapılan farede ise tümörün dorsal flank 

bölgesinde yaşamaya ve gelişmeye devam ettiği gözlenmiştir. Kuyruk veninden 

enjeksiyon ile kanser hücrelerinin akciğere yerleşip tümör oluşturulmasının zor olduğu 

tespit edilmiş, literatür incelemesi yapılarak KHDAK tümörünün ortotopik olarak 

geliştirilmesi için intratorasik enjeksiyon denemesi yapılmıştır. Üç adet CD-1 nude 

fareye enjeksiyon öncesi düşük doz ketamin/ksilazin enjeksiyonu yapılarak 



64  

hayvanların enjeksiyon işlemine hazırlanması sağlandıktan sonra, sağ göğüs kafesine 

2 x 106 adet A549-Luc2 hücresi enjekte edilmiştir (209, 211). Hem enjeksiyon 

bölgesinden başka organ ve dokulara yayılımın önlenmesi hem de içeriğindeki 

sitokinler sayesinde tümör anjiyogenezini kolaylaştırması amacıyla, hücre çözeltisi 

4:3 (h/h) oranında matrijel (1 mg/mL) ile karıştırılmıştır. İki adet nude fare 

enjeksiyonu takiben ölmüş, diğer fare ise yaşamaya devam etmiştir. Sonuç olarak 

hayvanlara torasik bölgeden standart şekilde enjeksiyon yapılamamakta, bu durumun 

sebebi enjektör iğnesinin giriş açısının ve vücut içinde enjeksiyonun yapılan bölgenin 

her enjeksiyonda değişmesi olarak belirlenmiştir. Bu denemelerden yola çıkarak in 

vivo biyodağılım deneyi için tümörün heterotopik olarak geliştirilmesine karar 

verilmiştir. 

Deney için 6-8 haftalık, ortalama ağırlıkları 24,3 g olan 11 adet CD-1 nude 

(erkek) fareye 30 x 106 adet A549-Luc2 hücresi, 1:1 (h/h) oranında matrijel ile 

karıştırıldıktan sonra dorsal flank bölgesine subkütan enjekte edilmiştir (Şekil 3.10.). 

 

Şekil 3.10. Tümör oluşturulması amacıyla farelere A549-Luc2 hücrelerinin subkütan 
enjeksiyonu. 

Prosedürde 9 adet fare ile çalışılacağı yazılmıştır, ancak sonuçların 

karşılaştırılabilir olması açısından Kobay D.H.L. A.Ş.’den alınan etik izin kapsamında 

(Protokol no: 354) 2 adet fare daha prosedüre eklenmiştir ve bu farelerde de tümör 

geliştirildikten sonra nanopartikül üretiminde kullanılan polimer çözeltisi intravenöz 

olarak enjekte edilmiştir. 

Tümör gelişimini takip etmek amacıyla enjeksiyon sonrası 14. günde rastgele 

seçilen iki adet fare ile biyolüminesans görüntüleme yapılmıştır. Bunun için ilk olarak 

farelere 100’er µL ketamin/ksilazin enjeksiyonu yapılmış, ardından 6 mg/kg dozda 

lusiferin intravenöz yolla enjekte edilmiştir. 
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Şekil 3.11. Heterotopik KHDAK tümör modeli geliştirilen farelerin IVIS ile 
görüntülenmesi (enjeksiyon sonrası 14. gün). 

IVIS görüntüsü incelendiğinde, tümör oluşumunun istenilen bölgede ve 

boyutta (0,5 cm çapta) oluştuğu gözlenmektedir. Tümörlerin merkezindeki ışımanın 

yoğunluğunun fazla olması (kırmızı renk bu anlama gelmektedir), oksijenle 

beslenmesi en zor olan hücrelerin dahi yaşadığını göstermektedir (Şekil 3.11.). Bu 

durum, in vivo deney sonuçlarının güvenilirliği için büyük önem arz etmektedir. Sonuç 

olarak, 11 adet nude fare nanopartikül enjeksiyonuna uygun bulunmuştur. 

Tez kapsamında in vivo görüntüleme amaçlı kullanılan polimerlerden birisi 

mPEG-PLGA-FKR560’tır. Bu polimerin özelliği, terminal kısmına ekli olan floresan 

boya (FKR560) sebebiyle belirli dalga boylarında ışıma yapabilmesidir. İn vivo 

deneyler gerçekleştirilmeden önce polimer çözeltisi hazırlanıp IVIS cihazında okuma 

yapılarak polimerin en yüksek ışıma yaptığı dalga boyu (580 nm) belirlenmiştir. 

İlk olarak küresel nanopartiküller 100 mg PLGA/PLGA-His/mPEG-PLGA-

FKR560 (1,5:1,5:1, a/a) polimer karışımı ile önceden geliştirilen ve optimize edilen 

çift emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma yöntemi ile üretilmiş, ardından partiküllerin 

3/4’lük kısmı çubuk ve eliptik disk şeklindeki nanopartiküllerin üretimi için 

ayrılmıştır. Bu partiküller bölüm 3.2.4.’te anlatılan film germe yöntemiyle üretilmiştir. 

Nanopartikül üretiminde kullanılan floresan boya sebebiyle tüm prosedürler gün ışığı 

ve oda ışığına asgari maruziyet olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan 

partiküller enjeksiyon öncesi 18 mg polimer/mL konsantrasyonda olacak şekilde 

serum fizyolojik ile resüspande edilmiştir. Ayrıca nanopartiküllerle aynı 
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konsantrasyonda PLGA/PLGA-His/mPEG-PLGA-FKR560 polimeri içeren bir çözelti 

hazırlanmıştır (Tablo 3.7.). 

Tablo 3.7. İn vivo biyodağılım deney grupları. 

Uygulanan formülasyon Gruplardaki CD-1 nude fare sayıları 

mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG çözeltisi 2 

mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG KNP 3 

mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG ÇNP 3 

mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP 3 

Tümör geliştirilen fareler, uygulanacak nanopartikül şekillerine göre üç gruba 

(n=3) ayrılmıştır. Sıra ile dokuz adet nude fareye 18 mg/mL konsantrasyonda 100 µL 

nanopartikül enjeksiyonu, iki adet nude fareye (n=2) ise 18 mg/mL konsantrasyonda 

100 µL polimer çözeltisi enjeksiyonu kuyruk veninden yapılmıştır. Farelere 

nanopartikül ve polimer çözeltisi uygulamasını takiben 16. saatte ağırlık kontrolü 

yapılmış, tümör gelişimi ile farelerin ortalama ağırlığı 23,75 g olarak ölçülmüştür 

(Şekil 3.12.). Beklenilen şekilde farelerde ağırlık azalması meydana gelmiştir. 

 

Şekil 3.12. CD-1 nude farenin sırtında oluşturulan tümör (enjeksiyon sonrası 15. gün). 

Fareler sakrifiye edildikten sonra, her gruptan bir adet farenin kalp, akciğer, 

karaciğer, dalak, böbrekler, tümör dokusu, kemik iliği ve beyinleri çıkarılarak serum 

fizyolojik içerisinde bekletilmiş ve plakaya dizilerek IVIS ile görüntülemesi 

yapılmıştır. 
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3.2.9. Optimum Özelliklere Sahip Nanopartikül Şeklinin Belirlenmesi 

İlgili deneysel çalışmaların ardından, farklı geometrik şekillerin birbirleri ile 

kıyaslanması amacıyla in vitro ve in vivo parametreler sistematiksel olarak 

değerlendirilmiş ve bir tablo oluşturulmuştur. Buradan hareketle seçilen optimum 

şekilli nanopartikülle çalışmalara devam edilmiştir. 

3.2.10. A549 Hücrelerinde Epidermal Büyüme Faktörü Reseptör (EGFR) 

Ekspresyonunun Gösterilmesi 

Bu çalışmanın amacı, literatürde yüksek oranda EGFR eksprese ettiği bilinen 

A549 hücrelerinin, ekspresyon oranını deneysel olarak göstermektir. Bu doğrultuda 

akım sitometri analizi ile izotip antikor ve asıl antikor için iki tekrarlı olacak şekilde 

deneyler gerçekleştirilmiştir. 

Deney için gerekli hücreler (yaklaşık 6 x 105 hücre) dört ayrı yuvarlak tabanlı 

deney tüpüne ekilmiş ve her tüpe 2,5-3 mL hücre yıkama çözeltisi eklenmesini takiben 

tüpler, 1800 rpm’de 5 dk santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası süpernatan 

uzaklaştırılmıştır. Yıkama işleminin ardından iki tüpe fikoeritrin (PE) konjuge anti-

EGFR antikoru, kalan iki tüpe PE konjuge IgG1 izotip kontrol antikoru eklenip 2-3 sn 

vortekslenerek hücrelerin antikorlarla homojen karışımı sağlanmıştır. Antikorların 

hücre yüzeyindeki reseptörlere tutunması için deney tüpleri karanlık ortamda, 20 

°C’de 20 dk inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresi bitiminde, reseptörlere bağlı 

olmayan antikorları ortamdan uzaklaştırmak için tüplere 2,5-3 mL hücre yıkama 

çözeltisi eklenmesini takiben 1800 rpm’de 5 dk santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası 

süpernatan uzaklaştırılmıştır. Sıra ile izotip ve anti-EGFR antikorunu içeren 

numunelerin analizi, akım sitometri cihazı ile gerçekleştirilmiştir. Cihaz üç adet lazere 

sahiptir (Mavi, kırmızı ve viyole). Analizde tercih edilen antikorlara protein-pigment 

kompleksi (fikoeritrin, PE) konjuge halde olduğu için mavi lazer kullanılarak PE-A 

kanalında okumalar gerçekleştirilmiştir. 
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3.2.11. Anti-EGFR Antikoru ile Konjugasyonun Gerçekleştirilmesi, 

Doğrulanması ve Konjuge Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

Tez kapsamında hedeflendirme ligandı olarak, önceki aşamalarda KHDAK 

hücre hattında yüksek derece eksprese edildiği doğrulanan EGF reseptörüne spesifik 

bağlanma özelliği bulunan anti-EGFR antikoru tercih edilmiştir. Tiyoeter aracılı 

bağlanma, kovalan konjugasyon çalışmalarında sıklıkla tercih edilmektedir (212-215). 

Bu konjugasyon yöntemi, maleimit grubu taşıyan nanopartiküller ile serbest tiyol 

grubu taşıyan antikorlar arasında veya serbest tiyol grubu taşıyan nanopartiküller ile 

maleimit grubu taşıyan antikorlar arasında gerçekleştirilebilmektedir (216, 217). 

Tezde tercih edilen PLGA-PEG-Mal kopolimeri, terminal ucunda maleimit grubu 

taşıması sebebiyle, konjugasyonu yapılacak olan antikor üzerinde serbest tiyol grubu 

oluşturulması gerekmektedir (Şekil 3.13.). 

 
Şekil 3.13. PLGA-PEG-Maleimit kopolimer yapısı. 

Antikora Tiyol Grubunun Eklenmesi 

Literatür incelenerek, antikorun serbest primer amin grubunu (-NH2) tiyol 

grubuna (-SH) dönüştürmek için 2-iminotiyolan HCl reaktifi (özel adıyla Traut’s 

reaktifi) tercih edilmiştir (Şekil 3.14.) (212, 213). Kimyasal reaksiyonun 

gerçekleşmesi için ortamın bazik olması (pH 8,0) ve reaksiyon sonucu oluşan 

sülfhidril gruplarının oksidasyonunu önlemek amaçlı etilendiamin tetraasetik asit 

(EDTA) içermesi gerekmektedir (218). 

 
Şekil 3.14. Antikor üzerindeki primer amin grubunun tiyol grubuna dönüştürülmesi. 
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Deney düzeneğinin hazırlanması amacıyla, ilk olarak pH 7,4 tamponu 

hazırlanmış ve tamponun pH’sı, 0,01 M NaOH çözeltisi ile 8,0’e ayarlanmıştır. 

Tampona 2 mM EDTA eklenerek tiyolasyon için gerekli ortam hazır hale getirilmiştir. 

Tiyolleme amacıyla kullanılan 0,5 mg 2-iminotiyolan HCl, 0,2 mL pH 8,0 tamponu 

içerisinde çözülmüştür. Traut’s çözeltisi üzerine 6 mg/mL anti-EGFR çözeltisinden 50 

µL eklenmiş, manyetik karıştırıcı üzerinde 330 rpm, 25 °C koşullarında 1 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda 30 kDa filtreli tüpler kullanılarak 

Traut’s reaktifinin fazlası ortamdan uzaklaştırılmıştır. 

Nanopartiküllere Tiyole Antikorun Konjugasyonu 

İlk olarak çift emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma yöntemiyle PLGA/PLGA-

His/PLGA-PEG-Mal (1,5:1,5:1, a/a/a) polimerleri kullanılarak boş küresel PLGA 

nanopartikülleri hazırlanmıştır. Organik çözücüsü uzaklaştırılan nanopartikül 

dispersiyonu 13000 rpm, 18 °C koşullarında 45 dk santrifüjlenmiştir. Hafif asidik 

ortamda tiyol grubu ve maleimit grubunun reaksiyon vermesi sonucu tiyoeter bağı 

oluşarak kimyasal konjugasyon sağlandığı bilinmektedir (Şekil 3.15.) (212). 

 
Şekil 3.15. Nanopartiküllere tiyole antikor konjugasyonunun şematik gösterimi. 

Reaksiyonun oluşumu için gerekli ortam 0,1 M NaH2PO4 içeren fosfat 

tamponu ile hazırlanmış, tamponun pH’sı 0,01 M HCl ile 7,2’ye ayarlanmış ve son 

olarak tampona 2 mM EDTA eklenmiştir. Santrifüj sonrası elde edilen bir seri 

nanopartikülün yarısı (12,5 mg polimer içeren), pH 7,2 tamponu ile (2mM EDTA 

içeren) redisperse edildikten sonra üzerine tiyole antikor çözeltisi eklenmiş ve 

manyetik karıştırıcı üzerinde 25 °C oda sıcaklığında 45 dk karıştırma yapılarak 

konjugasyonun oluşması sağlanmıştır (219). Üretilen partiküllerin kalan yarısı, BCA 

analizinde kıyaslanabilir sonuçlar elde edilebilmesi açısından konjuge edilen 

partiküllerle aynı tamponlarla aynı koşullarda muamele edilmiştir. İnkübasyon 
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sonrasında nanopartiküller 30 kDa filtreli tüplerden 6000 rpm, 18 °C koşullarında 15 

dk santrifüj edilerek süpernatanlar uzaklaştırılmıştır, bu sayede konjuge olmayan anti-

EGFR ortamdan uzaklaştırılmıştır. 

Fragmante nivolumabdan bütün antikora geçiş sonrası gerçekleştirilen 

karakterizasyon çalışmalarında yükleme etkinliği değerleri benzer bulunmuş ancak 

etkin madde salımında düşme (p<0,05) gözlenmiştir. Literatür taraması sonucu 

salımın hızlandırılması amacıyla nanopartiküllerin yüzeyine nivolumab 

adsorpsiyonunun yapılmasına karar verilmiştir (220). Denemeler sonucunda 100 µg 

nivolumab nanopartiküllerin için yöntem 3.2.4.’te belirtildiği şekilde iç su fazına 

yüklenmiş ve konjugasyon işlemi yapıldıktan sonra süpernatan uzaklaştırılmadan 0,01 

M NaOH ile ortamın pH’sı 8,0’e (nivolumabın yük taşımadığı pH (221)) getirilmiştir. 

Nanopartikül dispersiyonuna 100 µg nivolumab eklenerek 2 saat 25 °C’de 220 rpm’de 

manyetik karıştırıcıda karıştırma yapılmış ve takibinde 14 saat 4 °C derecede 

buzdolabında inkübasyon gerçekleştirilmiştir. İnkübasyon süresi sonunda, adsorbe 

olmayan nivolumab ve konjuge olmayan Anti-EGFR’ı ortamdan uzaklaştırmak 

amacıyla 11000 rpm, 4 °C koşullarında 45 dk santrifüj işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Nihai formülasyon için karakterizasyon çalışmaları gerçekleştirilmiş ve deney 

sonuçları bulgular 4.10.2. başlığında verilmiştir. 

Konjugasyonun Doğrulanması 

Konjugasyonun doğrulanması için BCA analiz kiti tercih edilmiştir. Bölüm 

3.2.3.’te bahsedildiği şekilde BSA standart çözeltileri ile kalibrasyon doğrusu 

oluşturulmuş ve konjuge olmayan anti-EGFR’nin miktar tayininde bu denklem 

kullanılmıştır. 

Süpernatanlar, standart çözeltiler ve blank (kör) çözeltisi 2 tekrarlı olacak 

şekilde 96 kuyulu düz tabanlı mikroplakaya 100’er µL olacak şekilde uygulanmıştır. 

Ardından hızla 100’er µL BCA belirteci her kuyuya eklenmiş ve plaka 37 °C’de 1 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası farklı kuyucuklarda farklı yoğunlukta 

mor renk oluşumu gözlenmiştir. ELISA plaka okuyucu ile 562 nm’de okuma yapılarak 

numuneler için absorbans değerleri elde edilmiştir. BCA testi ile, süpernatanda kalan 

(konjuge olmamış) antikor miktarı tayin edildikten sonra, konjugasyon etkinliği 

Formül 3.6. kullanılarak hesaplanmıştır: 
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Konjugasyon etkinliği (%)  (Eklenen antikor miktarı−Süpernatandaki miktar)
Eklenen antikor miktarı

 x 100        (3.6.) 

Konjuge Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

Konjuge nanopartiküller, konjuge olmayan nanopartiküllerle aynı yöntemlerle 

karakterize edilmiştir. Hedefleme ligandı konjuge edilmiş PLGA nanopartiküllerinin 

morfolojik özellikleri, taramalı elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope, 

SEM) ile incelenmiştir. Görüntüleme, Quanta 400F Field Emission SEM cihazı ile 

Orta Doğu Teknik Üniversitesi Merkez Laboratuvarı’ndan hizmet alımı sağlanarak 

gerçekleştirilmiştir. Bu analizde numuneden yayılan ikincil elektronlar 

nanopartiküllerin yüzey özellikleri hakkında bilgi sağlamaktadır. Nanopartiküllerin 

analiz için kuru toz halinde olması gerekmektedir. Bu nedenle ultra saf su içindeki 

nanopartikül dispersiyonları vakumlu etüv ile kurutma yapılarak kuru toz haline 

getirilmiştir. Nanopartiküller iki tarafı yapışkanlı bir bant aracılığıyla örnek kabına 

(metal levha) yerleştirildikten sonra püskürterek kaplama yöntemiyle altınla 

kaplanmıştır. Ardından, hazırlanan numune ince bir elektron ışınıyla taranarak analiz 

edilmiş (100000x büyütme oranı ile) hem şekil hem de yüzey özellikleri hakkında bilgi 

edinilmiştir (62). 

Enkapsülasyon etkinliğini değerlendirmek amacıyla, küresel nanopartiküllerin 

üretimi sonrası elde edilen süpernatan ve takibinde konjugasyon çalışmaları sonrası 

elde edilen süpernatanlar ile BCA/ELISA ve HPLC analizi gerçekleştirilmiştir. Yüklü 

olmayan etkin madde miktarı, üretim başlangıcında ortama eklenen etkin madde 

miktarından çıkarılarak % enkapsülasyon etkinliği hesaplanmıştır. İn vitro salım 

analizi konjuge olmayan nanopartiküllerle gereç ve yöntem bölümü 3.2.5.’te 

anlatıldığı şekilde aynı yöntemle gerçekleştirilmiş, sonuçlar bölüm 4.10.2.’de 

verilmiştir. 

3.2.12. İn Vitro Sitotoksisite Çalışmaları 

Anti-EGFR antikorunun ilaç taşıyıcı sistem formülasyonundaki asıl amacı 

hedeflendirme ligandı olarak rol oynamasıdır. Ancak, bu fonksiyonuna ek olarak EGF 

reseptör yolağı üzerinden antikanser etkisi de araştırılmıştır. Bu amaçla insan KHDAK 

hücre hattında sitotoksisite deneyleri gerçekleştirilmiştir. 
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Bu kapsamda; anti-EGFR çözeltisi, konjugasyon yapılmamış etkin madde 

içermeyen küresel nanopartiküller (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP) ve anti-

EGFR ile konjugasyon yapılmış etkin madde içermeyen küresel nanopartiküller 

(PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP) hazırlanmıştır. Bu grupların 

hücreler üzerine toksisitesi 24, 48 ve 72 saatlik üç farklı zaman noktası için test 

edilmiştir. Sitotoksisite deneyi MTT yöntemi kullanılarak gerçekleştirilmiş olup, 

deneye ilişkin ayrıntılı bilgilendirme bölüm 3.2.6. başlığında yapılmıştır. 

Yöntem kapsamında, A549-Luc2 hücre hattı ile çalışılmıştır. Besiyeri içinde 

bulunan hücreler, kuyu başına 50 μL olacak şekilde (10.000 hücre/kuyu) 96 kuyulu 

düz tabanlı plakalara ekilmiştir. Hücreler, plakaya tutunması için % 5 CO2 ve 37 °C 

koşullarındaki inkübatörde 24 saat bekletilmiştir. Hücrelerin deney için uygun 

koşullarda olduğu mikroskop ile teyit edildikten sonra, hücre kültürü ortamında 

redisperse edilen 50 μL hacimdeki hedefleme ligandı konjuge olan veya olmayan boş 

nanopartikül formülasyonları ve anti-EGFR çözeltileri 1,5-500 μg/mL olacak şekilde 

dokuz farklı konsantrasyonda kuyucuklara eklenmiştir. Her konsantrasyon için dört 

tekrarlı (n=4) çalışılmıştır. 24, 48 ve 72 saat inkübasyonu takiben, hücrelerin üzerine 

25 μL MTT eklenerek 4 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası kuyulara 80 μL, % 

45’lik DMF çözeltisi içinde çözülmüş % 23’lük SDS (pH 4,7) çözeltisi eklenerek 

plakalar gece boyu inkübatörde bekletilmiştir. 12-15 saat sonunda plaka okuyucu ile 

spektrofotometrik olarak 570 nm’de absorbans değerleri ölçülmüş ve % canlılık 

değerleri hesaplanmıştır (206). 

3.2.13. PD-1 ve TGF-β İnhibisyonunun T Hücre İmmün Yanıtlarına Olan 

Etkisinin Değerlendirilmesi 

Çalışmalarda kullanılacak hücre tipi periferik kan mononükleer hücreleri 

(PKMH) olduğu için deneyler Hacettepe Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik 

Araştırmalar Etik Kurul izni kapsamında (Onay numarası: GO 19/298) sağlıklı gönüllü 

insanlardan alınan kan örnekleri üzerinde gerçekleştirilmiştir. Deneylerde kullanılacak 

boncuk temelli analiz kitlerinin (bead-based multiplex assay) yüksek maliyetli olması, 

incelenecek deney grubu sayısının yüksek olması (6 grup: 

Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR çözeltisi, 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 tekrarı imkânı bulunmaması sebebiyle ön denemeler yapılmıştır. Ön 

denemeler için etkin maddeler çözelti halinde, konjuge boş nanopartiküller ve etkin 

madde yüklü polimerik nanopartiküllerin PKMH canlılıkları üzerine etkileri 

incelenmiş ve optimum (PKMH’ye toksik etki göstermeyen) polimer ve etkin madde 

konsantrasyonları tespit edilmiştir. 

PKMH Canlılık Deneyi 

Etik izin doğrultusunda sağlıklı gönüllülerden alınan kan numuneleri PBS 

tamponu (1X) ile seyreltilip, üzerine 1:1 (h/h) oranda fikol (1,077 g/mL) eklenmiştir. 

25 dk 400 g koşullarında santrifüj yapıldıktan sonra, PKMH toplanmış ve hücre sayımı 

yapılmıştır (Şekil 3.16.). 

 

Şekil 3.16. Kan numunesinden PKMH izolasyonunun şematik gösterimi. 

RPMI 1640 + % 10 FBS besiyeri içinde bulunan hücreler, kuyu başına 100 μL 

olacak şekilde (100.000 hücre/kuyu) 96 kuyulu yuvarlak tabanlı plakalara ekilmiştir. 

0,1 µL anti-CD3/28 boncukları, uyarım için ortama eklenmiş ve % 5 CO2 ve 37 °C 

koşullarındaki inkübatörde 24 saatlik inkübasyon sonrası, hücrelerin deneye uygunluk 

durumları mikroskopla gözlenmiştir. Hücre kültürü ortamında redisperse edilen 100 

μL hacimdeki konjuge boş nanopartikül, galunisertib çözeltisi, fragmante nivolumab 

çözeltisi ve fragmante nivolumab yüklü konjuge nanopartikül formülasyonları çeşitli 

konsantrasyonlarda kuyucuklara üç tekrarlı (n=3) olacak şekilde eklenmiştir. Ön 

denemeler için 24, 48 ve 72 saat; nihai in vitro ve in vivo deneyler için 72 saat 

inkübasyonu takiben her kuyuya 2 µL propidyum iyodür (PI) çözeltisi eklenmiştir  
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(222). Kullanılan boyanın (PI) çalışma mekanizması membran bütünlüğü bozulmuş 

olan hücre içine girerek ışıma yapması esasına dayanmaktadır. Dolayısıyla % canlılık 

azaldıkça ışıma miktarı artacaktır (223). Akım sitometri cihazında numuneleri analiz 

edebilmek için çeşitli kapılar (gate) açılmaktadır. Bu kapılarda hücreler, büyüklükleri 

ve granülaritelerine göre sıralanmaktadır. Ölü hücrelerin bulunduğu alan canlı 

hücrelerden farklı olmaktadır (222). 

CD3/CD28 Uyarımı ve T Hücre Proliferasyonunun Optimizasyonu 

Sağlıklı gönüllülerden elde edilen PKMH’ler 106 hücre/100 µL olacak şekilde 

PBS (1X) tamponu içerisinde süspanse edilip, üzerine eFluor670 proliferasyon boyası 

(5 µM) eklenmiştir. Hücreler, oda sıcaklığında, karanlık koşullarda 15 dakika inkübe 

edildikten sonra, 1-2 mL FBS içeren RPMI 1640 hücre besiyeri eklenerek 1800 rpm 5 

dakika santrifüj edilmiş ve boyanın fazlası ortamdan uzaklaştırılmıştır. Süpernatan 

atıldıktan sonra PKMH, FBS içeren RPMI 1640 besiyerinde süspanse edilmiş ve 200 

µL içerisinde 100.000 hücre olacak şekilde 96 kuyulu yuvarlak tabanlı plakalara 

ekilmiştir. Anti-CD3/28 boncuklarının miktarı önceden yapılan deneylerle test 

edilmiş, 0,05 µL, 0,1 µL ve 0,2 µL ve boncuk PKMH’ye uygulanmış, 72 saat inkübe 

edilmiş ve 0,1 µL uyarım için ideal bulunmuştur. T hücrelere sabit bir şekilde birinci 

ve ikinci sinyalin sağlanabilmesi için 0,1 µL Anti-CD3/28 ticari boncuklarından 

eklenmiş, % 5 CO2 ve 37 °C koşullarındaki inkübatörde 24 saat bekletilmiştir. Hücre 

kültürü ortamında redisperse edilen 100 μL hacimdeki nivolumab çözeltisi (10 µg/mL) 

ve nivolumab (bütün) yüklü konjuge nanopartikül (10 µg/mL nivolumab içeren) 

kuyucuklara üç tekrarlı olacak şekilde eklenmiştir. 72 saat inkübasyon süresinin 

sonunda eFluor670 boyasının dilüsyonuna göre T hücre proliferasyon yüzdeleri akım 

sitometride belirlenmiştir. Deney sonuçlarında fragman antikorla immün yanıtta 

istenen cevap alınamadığı (Şekil 4.44.) için ek deney (PD-1 bloklama deneyi) 

planlanmıştır. 

PD-1 Bloklama Deneyi 

Nivolumab, T hücreleri yüzeyindeki PD-1 reseptörünü bloke ederek bağışık 

yanıtın artmasını sağlamaktadır. Dolayısıyla, PD-1 bloklama deneyinin yapılma 

amacı, kullanılan antikorun (nivolumab) bütün veya fragman formlarının çalışır 



75  

durumda olup olmadığını tespit etmektir. Deneyin yapılışında, RPMI 1640 + % 10 

FBS besiyeri içinde bulunan PKMH kuyu başına 100 μL olacak şekilde 96 kuyulu 

yuvarlak tabanlı plakalara ekilmiş ve 0,1 µL anti-CD3/28 boncukları ile % 5 CO2 ve 

37 °C koşullarında 24 saatlik inkübasyon ile uyarım sağlanmıştır (172). Uyarılmış 

PKMH’ye 100 µL hacimde fragmante ve bütün nivolumab (10 µg/mL) eklenmiş ve 

24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Kontrol grubu olarak CD3 uyarımı yapılan PKMH 

kullanılmıştır. İnkübasyon sonrası akım sitometri tüplerine alınan hücrelere 

allofikosiyanin (APC) konjuge anti-insan PD-1 antikoru eklenmiş ve 25 dk oda 

sıcaklığında, karanlık koşullarda beklenmiştir. Bağlanmayan antikorun 

uzaklaştırılması için hücreler 1 mL hücre yıkama çözeltisi ile yıkanmış ve 1800 

rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Son olarak, hücreler 150 µL hücre yıkama 

çözeltisi içinde yeniden süspanse edilmiş ve nivolumabın bütün ve fragmante 

formunun CD3+ T hücrelerinin yüzeyindeki PD-1’i bloklama kapasiteleri akım 

sitometrisi ile değerlendirilmiştir (224). Nivolumabın PD-1 blokaj etkinliğinin yüksek 

olduğu durumlarda, APC-konjuge antikorun T hücre yüzeyindeki PD-1 reseptörüne 

bağlanma miktarı az olacak, dolayısıyla akım sitometride ölçülen sinyalin şiddeti de 

zayıf olacaktır. Bu prensibe dayanarak yapılan ölçümler sonucunda Şekil 4.45.’teki 

grafik elde edilmiştir. 

Deney sonucunda fragmante nivolumabın PD-1 blokajı yapmadığı tespit 

edilmiş, PD-1 bloklama deneyi bütün antikorun nanopartiküle yüklenmesi ile 

tekrarlanmıştır. Yukarıda bahsedildiği gibi PKMH Anti-CD3/28 boncukları ile 

uyarıldıktan sonra hücre kültürü ortamında redisperse edilen 100 μL hacimdeki 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-N KNP ve 

nivolumab çözeltisi (10 µg/mL) kuyucuklara üç tekrarlı olacak şekilde eklenmiştir. 24 

saat inkübasyonu takiben CD3+ T hücrelerin yüzeyindeki PD-1’i bloklama 

kapasiteleri akım sitometrisi ile değerlendirilmiştir (224). Bu prensibe dayanarak 

yapılan ölçümler sonucunda Şekil 4.46.’daki grafik elde edilmiştir. 

T Hücre Proliferasyon Deneyi 

Nivolumabın PD-1’i bloke etmesi sonucu T hücre proliferasyonunda artış 

olması beklenmektedir (225). Bu deney nivolumabın tek başına ve nanopartiküle 

yüklü halde T hücrelerin çoğalması üzerine olumlu etki gösterip göstermediğinin 
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incelenmesi amacıyla yapılmıştır. Sağlıklı gönüllülerden izole elde edilen PKMH, 106 

hücre/100 µL olacak şekilde PBS (1X) tamponu içerisinde süspanse edilip, üzerine 

karboksifloresein süksinimidil ester (CFSE) proliferasyon boyası (5 µM) eklenmiştir. 

Hücreler, oda sıcaklığında, karanlık koşullarda 15 dakika inkübe edildikten sonra, 1-2 

mL FBS içeren RPMI 1640 hücre besiyeri eklenerek 1800 rpm’de 5 dakika santrifüj 

edilmiş ve boyanın fazlası ortamdan uzaklaştırılmıştır. Süpernatan atıldıktan sonra 

PKMH, FBS içeren RPMI 1640 besiyerinde süspanse edilmiş ve 100 µL içerisinde 

100.000 hücre olacak şekilde 96 kuyulu yuvarlak tabanlı plakalara ekilmiş ve 0,1 µL 

Anti-CD3/28 boncukları ile % 5 CO2 ve 37 °C koşullarında 24 saatlik inkübasyon ile 

uyarım sağlanmıştır. Hücre kültürü ortamında redisperse edilen 100 μL hacimdeki 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-N KNP ve 

nivolumab çözeltisi (10 µg/mL) kuyucuklara üç tekrarlı olacak şekilde eklenmiştir. 72 

saat inkübasyon süresinin sonunda CFSE boyasının dilüsyonuna göre T hücre 

proliferasyon yüzdeleri akım sitometride belirlenmiştir (222). Hücreler çoğaldıkça bu 

boyanın konsantrasyonu azalacaktır (226). Bu durumda akım sitometri analizinde 

gözlenen pikler sola doğru kaymaya başlayacaktır. Çoğalmayan hücre pikleri (d0) 

“harici” seçilip kalan pikler (d1, d2, d3…) dikkate alınarak T hücrelerin ne kadar 

çoğaldığı tespit edilmiştir (Şekil 3.17.) (227). 

 

Şekil 3.17. T hücre proliferasyonu ölçüm prensibinin şematik gösterimi (227). 
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PKMH Canlılık Deneyi (İn Vivo Gruplar için) 

Bu deneyin yapılma amacı, in vivo deneylerde farelere uygulanacak olan tüm 

çözelti ve nanoformülasyonların PKMH canlılığı üzerine olumsuz bir etki oluşturup 

oluşturmadığının belirlenmesidir. Bölüm 3.2.13. “PKMH Canlılık Deneyi” başlığında 

belirtildiği şekilde izole edilen PKMH, kuyu başına 100 μL olacak şekilde (100.000 

hücre/kuyu) 96 kuyulu yuvarlak tabanlı plakalara ekilmiş ve 0,1 µL Anti-CD3/28 

boncukları ile uyarımı sağlanmıştır. İn vivo deneylerde çalışılan her grup, öncelikle in 

vitro koşullarda test edilmiştir. Hücre kültürü ortamında redisperse edilen 100 μL 

hacimdeki ilaç çözeltisi (Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR), hedefsiz kombine 

etkin madde yüklü NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP), hedefli kombine 

etkin madde yüklü NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP), hedefli 

boş NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP), serum fizyolojik (kontrol 

grubu, gri), hedefsiz boş NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP) kuyucuklara üç 

tekrarlı olacak şekilde eklenmiştir. Deney gruplarının 72 saat inkübasyonu sonunda 

kuyulara 2 µL PI çözeltisi eklenmiştir ve akım sitometrisi ile analiz edilmiştir (222). 

T Hücre Proliferasyon Deneyi (İn Vivo Gruplar için) 

 Daha önceki aşamada gerçekleştirilen T hücre proliferasyon deneyi ile etkin 

nivolumab dozu tespit edilmiş, nivolumab yüklü nanopartiküllerin T hücre 

proliferasyonunu artırdığı tespit edilmiştir. İn vivo deneylerde çalışılacak olan her grup 

öncelikle in vitro olarak hücre kültürü koşullarda test edilmiştir. Bölüm 3.2.13. “T 

Hücre Proliferasyon Deneyi” başlığında anlatıldığı şekilde PKMH, CFSE boyası ile 

işaretlenmiş ve CD3/CD28 boncukları ile uyarılmıştır. Hücre kültürü ortamında 

redisperse edilen 100 μL hacimdeki ilaç çözeltisi (Nivolumab+galunisertib+anti-

EGFR), hedefsiz kombine etkin madde yüklü NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-

N KNP), hedefli kombine etkin madde yüklü NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-

EGFR-G-N KNP), hedefli boş NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP), 

serum fizyolojik (kontrol grubu, gri), hedefsiz boş NP (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG 

KNP) kuyucuklara üç tekrarlı olacak şekilde eklenmiştir. 72 saat inkübasyon süresinin 

sonunda CFSE boyasının dilüsyonuna göre T hücre proliferasyon yüzdeleri akım 

sitometride belirlenmiştir. T hücre proliferasyon deneyinden elde edilen 

süpernatanların bir kısmı CD8/NK ve yardımcı T hücre sitokin panellerini içeren 
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boncuk temelli kitler ile çeşitli interlökinler, Tümör Nekroz Faktörü-α (TNF-α), IFN-

γ gibi sitokinlerin analizinde kullanılmıştır (Şekil 4.50.). 

İnsan CD8/NK Boncuk Temelli Çoklu Analiz Kiti ile Sitokinlerin Analizi 

Bu deney, farelerden alınan doku örneklerindeki çeşitli sitokinler ile tedavi 

etkinliği arasındaki ilişkinin belirlenmesi amacıyla yapılmıştır. Kullanılan kit, boncuk 

(bead) temelli bir multipleks testtir. Boncuklar sayesinde sitokinler akım sitometride 

hücre boyutuna ulaşarak görünür hale gelmektedir. Bu analizde küçük (A) ve büyük 

(B) boyutlu iki set boncuk kullanılmaktadır. Her bir boncuk farklı bir analite spesifik 

bağlanmaktadır. Örneğin, A3 IL-17A’ya spesifik bağlanırken, A7 IL-6’ya spesifik 

bağlanmakta, B4 IFN-γ’ya spesifik bağlanırken, B5 granzim A’ya spesifik 

bağlanmaktadır. Kit, sandviç ELISA prensibine (boncuk-analit-tespit antikoru) 

dayanmaktadır. Deney prosedürü aşağıdaki adımlarla özetlenmiştir (Şekil 3.18.), bu 

prosedür in vivo numuneler için de aynı şekilde tekrarlanmıştır. 
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Şekil 3.18. CD8/NK boncuk temelli ELISA kit prosedürü şematik gösterimi. 

Şekil 3.18.’de özetlenen ELISA analizine ilişkin detaylar aşağıda yer almaktadır: 

İn vitro numuneler kitin kalibrasyon aralığına girmesi amacıyla analiz tamponu 

ile 1:5 seyreltilmiştir. İn vivo numunelere herhangi bir seyreltme işlemi 

uygulanmamıştır. Kitin içinde bulunan stok çözeltisinden hareketle C1-C7 standartları 
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2,4 - 9,8 - 39,1 - 156,3 - 625 - 2500 - 10000 pg/mL konsantrasyonlarda hazırlanmıştır. 

Analizde numune veya standartlar kuyucuklara ikişer tekrarlı olarak eklenmiştir (n=2). 

Şekil 3.18.’de belirtilen aşamalar sonunda sonuçların okunması amacıyla klasik 

ELISA analizlerinden farklı olarak plaka okuyucu yerine akım sitometri cihazı ile 

tayin yapılmıştır. Boncukların boyut ve iç floresan yoğunluklarına göre farklı 

alanlarda sinyal vermesi sebebiyle analite özgü popülasyonlar ayrı ayrı tespit edilmiş 

ve floresan sinyalleri kaydedilmiştir. Akım sitometriden elde edilen değerlerin anlamlı 

sayısal değerlere dönüştürülebilmesi (Şekil 4.50. ve 4.51.) amacıyla kitin temin 

edildiği Biolegend markasına ilişkin veri analizi yazılım programı kullanılmıştır (228). 

3.2.14. Tümör Modelinin Geliştirilmesi ve Tümörün Değerlendirilmesi 

Mevcut preklinik modeller insan hastalıklarının altında yatan fizyolojik 

ve/veya patolojik mekanizmaları tam olarak yansıtmamaktadır. Tümör biyolojisi çok 

karmaşık olduğu için bir fare kanser modeli ile bu ortamın taklit edilmesi çok zordur 

(229). Ek olarak tedaviye yanıt ve direnç mekanizmaları insan fizyolojisini birebir 

yansıtmamaktadır. Bu sebeple immün yetmezliği olan farelerin insanlaştırılmasına 

yönelik araştırmalar yakın zamanda yaygınlaşmaya başlamıştır (139, 229-231). 

CD-1 nude, BALB/c gibi bağışıklık yetersizliği olan fare türleri, T, B ve NK 

hücreleri üretemezler, sadece dendritik hücre ve makrofajlara sahiptir (229). Bu tür 

farelere insan kanser hücreleri, dokuları veya hastadan türetilmiş ksenograftlar 

aşılanabildiği için, kanser çalışmalarında yaygın olarak kullanılmaktadırlar (229, 230). 

Tezde sağlıklı gönüllülerden alınan PKMH ile nude farelerin humanize edilmesinin 

amacı insandaki tümör mikroçevresini daha iyi taklit etmek ve insan tümörüne daha 

yakın bir kanser modeli elde etmektir (Şekil 3.19.) (139). İn vivo çalışmalar, Kobay 

D.H.L. A.Ş.’den (Protokol no: 353) ve Hacettepe Üniversitesi Yerel Etik Kurulu’ndan 

(2019/09-01 sayılı karar) alınan etik izinler kapsamında yürütülmüştür. 
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Şekil 3.19. Nude farelerde PKMH ile humanizasyon işleminin şematik gösterimi. 

İn vivo deneyler için insan A549-Luc2 hücre hattı azot tankından alınarak T25 

flaska ekilmiş ve % 80 sıkışma oranına ulaşan hücreler önce 10 adet T75 flaska 

ardından da 50 adet T175 flaska aktarılarak yeterli hücre sayısı elde edilmiştir. 

Hücrelerin genel durumu mikroskopla kontrol edildikten sonra (Şekil 3.20.) 

flasklardaki hücre kültürü ortamları uzaklaştırılmıştır. 

 
Şekil 3.20. İnsan KHDAK hücre hattının (A549-Luc2) optik mikroskoptaki görüntüsü. 

Flasktaki hücreler 8’er mL PBS ile yıkanmıştır. Devamında hücreler 500 µL 

10X tripsin EDTA (Oda sıcaklığında 5-10 dk bekletildi) ile kaldırılmış ve tek bir 

falkon tüpe aktarılmıştır (Şekil 3.21.). 
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Şekil 3.21. T175 flaskta bulunan hücrelerin kaldırılması ve tek bir falkon tüpte 
toplanmasına ilişkin görsel. 

Enzim aktivasyonunu inhibe etmek için üzerine hücre kültürü ortamı eklenen 

hücreler 4 kez 1800 rpm’de santrifüj edilerek PBS ile yıkanmıştır. 10 mL PBS eklenen 

hücreler sayılarak enjeksiyon için gerekli hücre sayısı/hacim belirlenmiştir (35, 232-

234). 30 x 106 adet A549-Luc2 hücresi/150µL, matrijel ile 1:1 (h/h) oranında 

karıştırıldıktan sonra 42 adet CD-1 nude (erkek) farenin dorsal flank bölgesine 

subkütan yol ile enjekte [28G (Gauge) iğne ile] edilmiştir (Şekil 3.22.). 

 
Şekil 3.22. CD-1 nude farelere subkütan olarak A549-Luc2 hücrelerinin uygulanması. 

Enjeksiyonu takip eden günlerde hayvanların sağlık durumu, yem ve su 

ihtiyaçları takip edilmiş ve on dördüncü günde farelerin tümör çapları ve ağırlık 

ölçümleri yapılarak toplam 8 gruba ayrılmıştır. 6 deney grubu anti-tümör yanıt için 

n=6 olarak bölünmüş, 2 deney grubu biyodağılım incelemesi için n=3 olacak şekilde 

belirlenmiştir.  
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Yapılan ön denemeler sonucunda, PKMH’nin tedavi boyunca haftada bir 

verilmesi kararlaştırılmıştır. Humanizasyon işlemi literatürde verilen protokole göre 

gerçekleştirilmiştir. Tümör geliştirilen farelere sağlıklı tek bir gönüllüden alınıp izole 

edilen PKMH, 6 x 106 hücre/150 µL olacak şekilde kuyruk veninden enjekte edilmiştir 

(231, 235). PKMH enjeksiyonunu takiben 48. saatte ilk tedavi uygulaması yapılmıştır. 

Buna göre ilaç çözeltisi veya etkin madde yüklü nanopartikül uygulanan her fareye bir 

enjeksiyonda 3 mg/kg nivolumab, 1,4 mg/kg galunisertib verilmiştir. Galunisertib, 

oral yolla kullanımı araştırılan bir kemoterapötik olması, nanosisteme enkapsüle 

edilerek i.v. enjeksiyon ile farelere uygulanmasına ilişkin literatürde az sayıda çalışma 

olması sebebiyle in vivo doz, hücre kültürü deneyleri ile belirlenmiştir. 

Nanopartikül çökeltileri uygulama öncesinde serum fizyolojik ile redisperse 

edilmiş ve her fareye yarım seri nanopartikül/200 µL hacimde kuyruk veninden 

uygulanmıştır. Her uygulama öncesi farelerin tümör çapları ve ağırlıkları 

kaydedilmiştir, ayrıca grupların genel fiziksel ve ruhsal sağlık durumları da 

değerlendirilmiştir. Toplam altı doz nanopartikül uygulaması, haftada iki kez (2 veya 

3 gün ara ile) yapılmıştır. Deney sonunda, yüksek doz ketamin/ksilazin kompleksi 

uygulaması ile fareler sakrifiye edilmiş, tümör ve dalakları immün yanıt analizleri için 

ayrılmıştır. 

Tümörler uygun büyüklüğe (0,5 cm çap) ulaştıktan sonra altı gruba ayrılan 

humanize CD-1 nude farelere farklı tedaviler toplam altı doz olarak kuyruk veninden 

uygulanmıştır. Tedavi süresi boyunca kumpas yardımı ile tümör çapları ölçülmüş ve 

ağırlıklar kaydedilmiştir. Tedavi protokolleri sonunda sakrifiye edilen farelerden 

çıkarılan tümör dokularının boyutları kumpasla ölçülmüştür. 

3.2.15. İmmün Yanıtın İn Vivo Olarak Değerlendirilmesi 

Literatürde de bahsedildiği üzere T lenfositlere ilişkin sitokin analizlerinin 

yapılabilmesi amacıyla, in vivo deneylerin takibinde sakrifiye edilen farelerin tümör 

ve dalakları çıkarılmıştır. Tümör dokuları (n=5 (236, 237)) tartılıp ayrı ayrı falkon 

tüplere alınarak üzerine enzimatik sindirim çözeltisi ve 1’er mL DMEM eklenmiş ve 

37 °C’deki yatay çalkalayıcılı su banyosunda 3 saat inkübasyona bırakılmıştır (238). 

Dalak numunelerinde, tümör dokularından farklı olarak enzimatik sindirim 

yapılmamıştır. Ardından tümör ve dalak numuneleri hücre süzgeci üzerine 3 mL 
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DMEM eklenip ezilerek içinden PKMH ayrıştırılmıştır. Devamında hücre sayımı 

yapılmış ve numuneler ikiye ayrılarak deney hazırlıkları gerçekleştirilmiştir: 

• Tümör ve dalak numunelerinin ilk bölümü, gerekli miktarda forbol 12-miristat 13-

asetat (PMA) ve iyonomisin kombinasyonu ile 12 saat inkübe edilerek uyarım 

yapılmıştır. PMA/iyonomisin kombinasyonu, sitokin ekspresyonunu indüklemek 

amacıyla kullanılmıştır (239). İnkübasyonun sonunda, süpernatanlar toplanarak -

80 °C’de immün yanıt deneyleri için saklanmıştır. Kilit immün yanıt (essential 

immune response) ve inflamasyon panellerini içeren boncuk temelli sitokin analiz 

kiti (bead array) kullanılarak analizler (n=2) gerçekleştirilmiştir. 

• Tümör ve dalak numunelerinin diğer bölümü, akım sitometri analizi için CD45, 

CD3, CD8, CD25, CD38, PD-1, CD69 biyobelirteçleri boyanarak CD4+ ve CD8+ 

hücreler birbirinden ayrılmıştır. Dalak numunelerinde CD45+ hücre yüzdesi çok 

düşük bulunduğu için deneyler tümör numuneleri üzerinden gerçekleştirilmiştir. 

Tümör dokusu PMA/iyonomisin (50 ng/mL PMA, 0,5 µg/mL iyonomisin) ile 12 

saat uyarılmış ve süpernatanlar toplanmıştır. Süpernatanlarla gerçekleştirilen (n=3) 

akım sitometri analiz sonuçları incelenerek gruplar arası farklılıklar kıyaslanmıştır. 

3.2.16. Biyodağılım Çalışmaları 

Tümör çapı uygun boyuta ulaşan (0,5 cm) CD-1 nude fareler çalışma öncesinde 

iki gruba (n=3) ayrılmıştır. Anti-EGFR antikoru ile hedeflendirilmiş ve izotip kontrol 

antikoru ile konjuge edilmiş floresan işaretli nanopartiküller, kuyruk veninden 200’er 

µL (yarım seri NP) uygulanmıştır. Enjeksiyonu takip eden 14. saatte ilk olarak farelere 

100’er µL ketamin/ksilazin enjeksiyonu yapılmış, ardından 6 mg/kg dozda lusiferin 

intravenöz yolla enjekte edilmiştir. Çalışılan hücre hattı transfekte olup lusiferaz 

enzimi içermesi sebebiyle lusiferinle reaksiyona girip biyolüminesans ışıma 

yapmaktadır (210). İlk olarak IVIS ile biyolüminesans görüntüleme yapılarak tümör 

oluşumunun istenilen bölgede ve boyutta (0,5 cm çapta) olduğu teyit edilmiştir. 

Nanopartiküllerin biyodağılımlarını IVIS ile inceleyebilmek amacıyla fareler sakrifiye 

edilmiş ve akciğer, kalp, karaciğer, dalak, böbrekler ve tümör dokusu çıkarılmıştır. 

Kullanılan floresan özellikli polimerin cihazda ışıma yaptığı dalga boyu ve çekim 

süresini belirlemek için denemeler yapılmış, optimum sonuçların 780 nm near 

infrared dalga boyunda 5 sn süreyle alındığı tespit edilmiştir. 
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3.2.17. İstatistiksel Değerlendirme 

Tez kapsamında elde edilen değerler ortalama ± standart sapma olarak ifade 

edilmiştir. Her bir deney, en az iki tekrarlı (istisna durumlar yöntem bölümünde 

belirtilmiştir) olarak gerçekleştirilmiştir. Veriler, uygun istatistiksel analizler 

(ANOVA, Mann-Whitney U, Kruskal-Wallis gibi) ve Graphpad Prism 8 yazılımı 

kullanılarak analiz edilmiştir. p<0,05 olduğu durumlar anlamlı bir fark olarak 

değerlendirilmiştir. 

3.2.18. Tez Çalışmaları Kapsamında Kullanılan Nanopartiküllere İlişkin 

Formülasyon Kodları 

Tez kapsamında sonuçların daha anlaşılır sunulması amacıyla, üretilen 

nanopartiküllere formülasyon kodları verilmiştir. Söz konusu kodlar ve bu kodlara 

karşılık gelen formülasyon özellikleri Tablo 3.8.’de verilmiştir. 

Tablo 3.8. Polimerik nanopartiküllere ilişkin formülasyon kodları. 

Formülasyon Kodu Formülasyon Bileşimi 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG 
KNP 

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karışımından 
oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) küresel nanopartiküller 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG 
ÇNP 

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karışımından 
oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) çubuk şeklindeki 
nanopartiküller 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG 
EDNP 

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karışımından 
oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) eliptik disk şeklindeki 
nanopartiküller 

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

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karışımından 
oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) küresel, anti-EGFR ile 
konjuge nanopartiküller 

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

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karışımından 
oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) küresel, bütün nivolumab 
yüklü nanopartiküller 

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

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karışımından 
oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) küresel, galunisertib ve 
bütün nivolumab yüklü nanopartiküller 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-
NF(ab’)2 KNP 

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karışımından 
oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) küresel, galunisertib ve 
fragmante nivolumab yüklü nanopartiküller 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-
NF(ab’)2 ÇNP 

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karışımından 
oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) çubuk şeklinde, galunisertib 
ve fragmante nivolumab yüklü nanopartiküller 
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Tablo 3.8. (Devam) Polimerik nanopartiküllere ilişkin formülasyon kodları. 

Formülasyon Kodu Formülasyon Bileşimi 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-
NF(ab’)2 ÇNP 

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karışımından 
oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) çubuk şeklinde, galunisertib 
ve fragmante nivolumab yüklü nanopartiküller 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-
NF(ab’)2 EDNP 

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karışımından 
oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) eliptik disk şeklinde, 
galunisertib ve fragmante nivolumab yüklü 
nanopartiküller 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
anti-EGFR-NF(ab’)2 KNP 

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karışımından 
oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) küresel, anti-EGFR ile 
konjuge fragmante nivolumab yüklü nanopartiküller 

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

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karışımından 
oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) küresel, anti-EGFR ile 
konjuge bütün nivolumab yüklü nanopartiküller 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
anti-EGFR-G-NF(ab’)2 KNP 

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karışımından 
oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) küresel, anti-EGFR ile 
konjuge galunisertib ve fragmante nivolumab yüklü 
nanopartiküller 

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

PLGA, PLGA-His ve PLGA-PEG karışımından 
oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) küresel, anti-EGFR ile 
konjuge galunisertib ve bütün nivolumab yüklü 
nanopartiküller 

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

mPEG-PLGA-FKR560, PLGA-His ve PLGA-PEG 
karışımından oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) küresel 
nanopartiküller 

mPEG-PLGA-FKR560/PLGA-
His/PLGA-PEG ÇNP 

mPEG-PLGA-FKR560, PLGA-His ve PLGA-PEG 
karışımından oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) çubuk şeklinde 
nanopartiküller 

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

mPEG-PLGA-FKR560, PLGA-His ve PLGA-PEG 
karışımından oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) eliptik disk 
şeklinde nanopartiküller 

PLGA-FPI749/PLGA-His/PLGA-
PEG-anti-EGFR KNP 

PLGA-FPI749, PLGA-His ve PLGA-PEG 
karışımından oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) küresel, anti-
EGFR ile konjuge nanopartiküller 

PLGA-FPI749/PLGA-His/PLGA-
PEG-İzo KNP 

PLGA-FPI749, PLGA-His ve PLGA-PEG 
karışımından oluşan (1,5:1,5:1, a/a/a) küresel, izotip 
antikor ile konjuge nanopartiküller 
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4. BULGULAR 

 

Bu bölümde tez kapsamında gerçekleştirilen deneylere ilişkin bulgular 

sunulmuş olup, bulguların literatür ile karşılaştırılarak yorumlanması tartışma 

bölümünde gerçekleştirilmiştir. 

4.1. Galunisertib için İn Vitro Miktar Tayini Yönteminin Geliştirilmesi ve 

Validasyonu 

Galunisertibin en yüksek absorbans verdiği dalga boyunu belirlemek için 

HPLC cihazı ile elde edilen üç boyutlu UV spektrumu incelenmiş ve böylece, seçilen 

mobil faz ile en yüksek absorbansı veren dalga boyu (λmax), 242 nm olarak 

belirlenmiştir (Şekil 4.1.). 

 

Şekil 4.1. Galunisertibin 1:9 (h/h) oranında DMSO:su içerisindeki UV spektrumunun 
üç boyutlu görüntüsü. 

Yöntem bölümünde belirtilen koşullarda yapılan analizler sonucunda, HPLC 

ile alıkonma zamanı (tR) galunisertib için 1,608 dk olarak bulunmuştur. Galunisertibin 

100 µg/mL konsantrasyondaki numunesi ile elde kromatogram Şekil 4.2.’de 

verilmiştir. 
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Şekil 4.2. Galunisertibe ilişkin (100 µg/mL) HPLC kromatogramı. 

Galunisertibin miktar tayini için geliştirilen HPLC yönteminin Uluslararası 

Harmonizasyon Komitesi (ICH) Q2(R1) Kılavuzu’na göre gerçekleştirilen analitik 

yöntem validasyonuna ilişkin bulgular sırası ile aşağıda değerlendirilmiştir: 

Doğrusallık 

Yöntem bölümünde belirtildiği gibi prosedür uygulanmış ve galunisertib için, 

standart çözelti konsantrasyonlarına karşı, HPLC analiz sonucu elde edilen pik alanları 

ile kalibrasyon doğrusu grafiği oluşturulmuştur (Şekil 4.3.). Korelasyon katsayısı, 

galunisertib için r2=0,9999 bulunarak yöntemin doğrusallığı kanıtlanmıştır. 

 
Şekil 4.3. Galunisertibe ilişkin kalibrasyon doğrusu ve denklemi. 
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Elde edilen kalibrasyon doğrusu incelendiğinde korelasyon katsayısı (r2) 1’e 

çok yakın bulunmuştur. Bu durum, 0,1-100 ppm konsantrasyon aralığında hazırlanan 

standart çözeltilerin konsantrasyon ve absorbans değerleri arasında doğrusal bir ilişki 

olduğunu göstermektedir. 

Doğruluk 

Yöntem 3.2.1. bölümünde verilen formül (Formül 3.1.) kullanılarak yapılan 

hesaplamalara göre, galunisertib için deney içi (gün içi) ve deneyler arası (günler arası) 

geri kazanım değerleri Tablo 4.1.’de gösterilmiştir. 

Tablo 4.1. Galunisertib için deney içi ve deneyler arası % geri kazanım değerleri. 

 İlave edilen 
konsantrasyon 

(μg/mL) 

Hesaplanan 
konsantrasyon 

(μg/mL) 

Doğruluk 
(% Geri kazanım) 

Gün içi * 

0,5 0,41 ± 0,004 82,43 ± 0,74 

5 5,04 ± 0,09 100,82 ± 1,84 

50 50,44 ± 0,38 100,87 ± 0,75 

Günler 

arası * 

0,5 0,41 ± 0,004 81,62 ± 0,79 

5 5,10 ± 0,05 101,98 ± 1,02 

50 50,59 ± 0,15 101,19 ± 0,30 

*: Gün içi ve günler arası tayinde her konsantrasyon için n=6 çalışılmıştır. 

Tablo incelendiğinde, geri kazanım değerlerinin % 82-102 arasında olduğu 

belirlenmiştir. Üç konsantrasyon için de doğruluk değerleri literatür ile uyumlu 

bulunmuştur (240, 241). 

Kesinlik 

Analitik yöntem validasyonu kapsamında kesinlik parametresi için 

tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik parametreleri değerlendirilmiştir. 

Galunisertibe ilişkin tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik değerlendirmeleri 

aşağıdaki tablolarda (Tablo 4.2. ve 4.3.) gösterilmektedir.  
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Tablo 4.2. Galunisertib için HPLC ile tekrarlanabilirliğin değerlendirilmesi. 

İlave edilen 
konsantrasyon 

(μg/mL) 

Hesaplanan 
konsantrasyon 

(μg/mL) 
Ortalama ± SS* VK (%)** 

0,5 

0,40 
0,41 
0,41 
0,41 
0,41 
0,41 

 
 

0,41 ± 0,003 

 
 

0,74 

5 

5,04 
5,04 
5,04 
5,04 
5,04 
5,03 

 
 

5,04 ± 0,003 

 
 

0,06 

50 
 
 
 

50,55 
50,57 
50,57 
50,56 
50,56 
50,56 

 
 

50,56 ± 0,008 

 
 

0,02 

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

Tablo 4.3. Galunisertib için HPLC ile tekrar elde edilebilirliğin değerlendirilmesi 

 İlave edilen 
konsantrasyon 

(μg/mL) 

Hesaplanan 
konsantrasyon (μg/mL) 

VK (%)** 

 
Gün içi * 

0,5 0,41 ± 0,004 0,97 
5 5,04 ± 0,09 1,83 
50 50,44 ± 0,2 0,39 

 
Günler arası * 

0,5 0,41 ± 0,01 2,22 
5 5,09 ± 0,05 1,00 
50 50,59 ± 0,15 0,30 

* Gün içi ve günler arası tayinde her konsantrasyon için n=6 çalışılmıştır. **VK: Varyasyon katsayısı. 

Tablo 4.2. ve 4.3.’te görüldüğü gibi, pik alanlarına karşılık gelen 

konsantrasyonlar için varyasyon katsayısı değerleri hesaplanmıştır. Hesaplanan % 

varyasyon katsayısı değerlerinin % 2’den küçük olduğu görülmekte olup, HPLC 

yönteminin tekrarlanabilirliği ve tekrar elde edilebilirliği gösterilmiştir. 
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Özgünlük 

Analitik bir yöntemin özgünlüğü; etkin maddenin ortamda bulunan 

eksipiyanların, safsızlıkların veya parçalanma ürünlerinin varlığında, analiz edebilme 

yeteneğini göstermektedir. Bu ölçütlerin değerlendirilmesine yönelik olarak 

formülasyonda kullanılan diğer maddelerin (PLGA, PVA vb.) formülasyonda 

bulundukları konsantrasyonda çözeltileri hazırlanmış ve etkin madde analizinin 

yapıldığı koşullarda HPLC kullanılarak kromatogramları incelenmiştir. 

 
Şekil 4.4. Galunisertib için geliştirilen HPLC yönteminin özgünlüğüne ilişkin 

kromatogram. 

Galunisertibin miktar tayini koşullarında elde edilen kromatogram 

incelendiğinde formülasyonda kullanılan yardımcı maddelere ilişkin herhangi bir pik 

gözlenmemiştir. Galunisertib piki dışında gözlenen tek pik (~ 0,62 dk), galunisertibin 

çözünmesi amacıyla kullanılan DMSO’ya aittir. Sonuç olarak, yardımcı maddelerin 

etkin madde piki ile girişim yapmadığı görülmüştür. 

Duyarlılık 

Galunisertib miktar tayini yöntemiyle en düşük konsantrasyonda elde edilen 

pik ve pik alanı kullanılarak, HPLC yazılımı yardımıyla, yöntemin duyarlılığı için 

saptama sınırı (LOD) 12,79 ng/mL, yöntemin duyarlılığı için kabul edilebilir doğruluk 

ve kesinlikte ölçülebilen konsantrasyon (LOQ) ise 42,64 ng/mL olarak tespit 
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edilmiştir. Geliştirilen HPLC yöntemi ile ng (nanogram) seviyesinde hassas ve doğru 

bir şekilde ölçüm yapılabildiği gözlenmiştir. Elde edilen LOD ve LOQ değerleri tez 

çalışması kapsamında gerçekleştirilecek analizlerin sonuçlarının değerlendirilmesi 

için yeterli seviyededir. 

Stabilite 

Stabilite analizi kapsamında, galunisertib çözeltisinin deneyler kapsamında 

veya analiz süresince maruz kalabileceği 24 saatlik bekleme süresinin etkisi 

incelenmiştir. Çözeltiler, başlangıç noktasında ve 21-25 °C’de 24 saat bekletildikten 

sonra HPLC ile analiz edilmiş ve elde edilen konsantrasyonlar karşılaştırılmıştır. 

Varyasyon katsayısı değerleri % 2’nin altında bulunarak galunisertibin analiz süresi 

boyunca stabil kaldığı gösterilmiştir (Tablo 4.4.). 

Tablo 4.4. Galunisertibe ilişkin stabilite analiz sonuçları. 

Konsantrasyon 

(µg/mL) 

Zaman 

(sa) 

Hesaplanan 

konsantrasyon (µg/mL) 

%VK 

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 için iki farklı zamanda elde edilen veriler arasında 

istatistiksel açıdan anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0,05). 

4.2. Nivolumab Antikorunun Fragmantasyonu ve Fragmantasyonun 

Doğrulanması 

Nivolumab, IdeS enzimi ile inkübe edilerek F(ab’)2 ve Fc fragmanlarına 

ayrılmıştır. Fragmantasyonun doğrulanması amacıyla gerçekleştirilen SDS-PAGE 

analizine ilişkin sonuçlar Şekil 4.5.’te yer almaktadır. 
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Şekil 4.5. Bütün ve fragmante edilmiş nivolumaba ilişkin SDS-PAGE bantları:1. 

PageRuler™ protein merdiveni (10-180 kDa aralığında bantlara sahip); 2. 
Bütün nivolumab antikoru; 3. IdeS enzimi ile 1 saat inkübasyon sonrası 
elde edilen F(ab’)2 ve Fc fragmanları karışımı. 

 Şekil 4.5.’teki 3 numaralı alan incelendiğinde, ~100 kDa seviyesinde F(ab’)2 

fragmanı, ~27-30 kDa seviyesinde ise Fc fragmanı bant vermiştir. Başarılı bir şekilde 

yapılan fragmantasyonun ardından antikorun istenen bölümü olan F(ab’)2 fragmanı iki 

farklı por çapına sahip ultra filtre yardımıyla ayrılmış ve bu işlemin doğrulanması için 

SDS-PAGE analizi tekrarlanmıştır (Şekil 4.6.). 
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Şekil 4.6. Antikor fragmanlarına uygulanan ultrafiltrasyon işlemi sonrası elde edilen 

SDS-PAGE bantları: A1 ve B1. PageRuler™ protein merdiveni; A2. 50 
kDa ultra filtreden süzülen F(ab’)2 ve Fc antikor fragmanı karışımı; B2. 100 
kDa filtreden süzülen F(ab’)2 ve Fc antikor fragmanı karışımı. 

Şekil 4.6. A ve B’deki SDS-PAGE analiz sonuçları incelendiğinde nitel olarak 

antikor miktarı hakkında yorum yapılabilmektedir. Bantların genişliği ve koyuluğu 

dikkate alınarak 50 kDa filtreli tüp ile Fc fragmanının ortamdan daha az 

uzaklaştırılabildiği, 100 kDa filtreli tüp ile Fc fragmanlarının çoğunluğunun ortamdan 

uzaklaştırıldığı gözlenmektedir. Yapılan tüm SDS-PAGE jel elektroforez analizlerin 

sonucunda fragmantasyon işlemi için IdeS enzimi, fragman karışımından Fc 

fragmanlarının uzaklaştırılması için ise 100 kDa filtreli tüplerin kullanılması uygun 

bulunmuştur. 

4.3. Nivolumab için İn Vitro Miktar Tayini Yönteminin Geliştirilmesi ve 

Validasyonu 

4.3.1. Fragmante Nivolumab için Miktar Tayini Geliştirilmesi 

Tez kapsamında öncelikle fragmante nivolumab kullanılmış, ancak ileri 

çalışmalarda fragmantasyonun immün yanıtta yetersiz kaldığı belirlenmiş ve bu 

sebeple bütün antikorla çalışmalara devam edilmiştir. Nivolumabın fragmante formu 

için BCA, bütün formu için ELISA miktar tayini yöntemleri geliştirilmiştir. 
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Bikinkoninik Asit (BCA) Yöntemi ile Miktar Tayini Geliştirilmesi 

Protein yapıları için hassas bir miktar tayin yöntemi olan BCA yöntemi ile BSA 

ve fragmante nivolumabın nicel analizi gerçekleştirilmiştir. İnkübasyon sonrası farklı 

kuyucuklarda farklı yoğunlukta mor renk oluşumu gözlenmiştir (Şekil 4.7.). ELISA 

plaka okuyucu ile 562 nm’de okuma yapılarak absorbans değerleri elde edilmiştir. 

 

Şekil 4.7. BSA ve fragmante nivolumabın farklı konsantrasyonlardaki 
standart/numunelerine ilişkin BCA analizi plaka görüntüsü (S:BSA 
standartı, B:Blank, 200-1 değerleri: Fragmante nivolumab numune 
konsantrasyonlarını (µg/mL) temsil etmektedir.) 

Plaka okuyucu ile elde edilen blank (analiz tamponu) değerleri absorbans 

değerlerinden çıkartıldıktan sonra deney sonuçlarının ortalaması alınmış ve 

konsantrasyon değerlerine karşı grafiğe geçirilmiştir. BSA ve fragmante nivolumab 

için kalibrasyon doğrusu çizilmiş, doğruya ilişkin denklemler ve r2 değerleri Şekil 4.8. 

ve 4.9.’da verilmiştir. 
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Şekil 4.8. BSA standartları için BCA tayini sonucu elde edilen kalibrasyon doğrusu. 

 
Şekil 4.9. Fragmante nivolumab standartları için BCA tayini sonucu elde edilen 

kalibrasyon doğrusu. 

BSA ve fragmante nivolumaba ilişkin kalibrasyon doğruları incelendiğinde, 

korelasyon katsayıları (r2) 1’e oldukça yakın bulunmuştur. BCA kitinde BSA ile elde 

edilen kalibrasyon doğrusu bilinmeyen numune analizlerinde kullanılabilmektedir 

ancak fragmante nivolumab ile elde edilen doğrunun da yüksek doğrusallığa sahip 

olduğu gözlenmiştir. Sonuç olarak fragmante antikor miktar tayini amacıyla BCA 

yönteminin kullanılmasına karar verilmiştir. 
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4.3.2. Nivolumab için Miktar Tayini Geliştirilmesi 

Nivolumaba spesifik kit protokolü dikkate alınarak gerçekleştirilen ELISA 

analizi sonucunda elde edilen optik yoğunluk değerleri ile kalibrasyon eğrisi (Şekil 

4.10.) oluşturulmuş, eğriye ilişkin denklem değerleri Tablo 4.5.’te verilmiştir. 

 
Şekil 4.10. ELISA analizine ilişkin kalibrasyon eğrisi. 

Tablo 4.5. Nivolumab 4PL kalibrasyon eğrisine ilişkin değerler. 

Parametre Sonuç 

a (analiz ile elde edilecek en düşük değer) 0,14 

b (analiz ile elde edilecek en yüksek değer) 1,28 

c (bükülme noktası - S şeklindeki eğri üzerinde a ve d'nin ortasındaki nokta) 0,72 

d (eğrinin eğimi) 5,70 

MSE (ortalama kare hatası) 0,00005 

r² (korelasyon katsayısı) 1 

SS (Hataların karelerinin toplamı, varyans) 0,0003 

SYX (Hataların standart sapması) 0,016 
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4.4. Küresel ve Farklı Şekilli PLGA Nanopartiküllerinin 

Karakterizasyonu 

İlk olarak küresel nanopartiküller çift emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma 

yöntemiyle başarılı bir şekilde üretilmiş ve farklı şekillerdeki PLGA nanopartiküller, 

daha önce gereç ve yöntem bölümü 3.2.4.’te açıklandığı şekilde film germe 

yöntemiyle (n=3) hazırlanmıştır. 

4.4.1. Partikül Boyutu, Polidispersite İndeksi ve Zeta Potansiyelin 

Değerlendirilmesi 

Çift emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma yöntemi ile, yöntem bölümünde 

anlatıldığı şekilde hazırlanan boş ve kombine etkin madde yüklü (galunisertib ve 

nivolumab) nanopartiküllerin partikül boyutu, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta 

potansiyel değerleri Tablo 4.6.’da verilmiştir. Analizler üç tekrarlı olarak 

gerçekleştirilmiş ve sonuçlar ortalama ± SS olarak verilmiştir. 

Tablo 4.6. Farklı geometrik şekillerdeki boş ve etkin madde yüklü nanopartiküllere 
ilişkin partikül boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli değerleri. 

Formülasyon Kodu Partikül Boyutu  
(nm) 

En-boy 
oranı* 

Polidispersite 
İndeksi  
(PDI) 

Zeta 
Potansiyel 

(mV) 

PLGA/PLGA-His/PLGA-
PEG KNP 

163,2 ± 0,70 1 0,04 ± 0,01 -18,3 ± 0,36 

PLGA/PLGA-His/PLGA-
PEG ÇNP 375,3 ± 3,55 4,0 ± 0,5 0,11 ± 0,03 -0,62 ± -0,03 

PLGA/PLGA-His/PLGA-
PEG EDNP 294,3 ± 1,60 7,5 ± 0,5 0,22 ± 0,01 -12,9 ± 0,70 

PLGA/PLGA-His/PLGA-
PEG-G-NF(ab’)2 KNP  

184,2 ± 2,11 - 0,06 ± 0,02 -15,1 ± 0,36 

PLGA/PLGA-His/PLGA-
PEG-G-NF(ab’)2 ÇNP  

403,8 ± 23,17 - 0,37 ± 0,01 -0,31 ± 0,08 

PLGA/PLGA-His/PLGA-
PEG-G-NF(ab’)2 EDNP  

312,9 ± 5,40 - 0,08 ± 0,03 -12,2 ± 0,40 

* En-boy oranı TEM görüntülerinden elde edilmiştir. 

Tablo 4.6. incelendiğinde küresel nanopartiküllere kıyasla daha büyük ve farklı 

boyutlarda çubuk ve eliptik disk şeklinde olduğu varsayılan nanopartiküller tespit 

edilmiştir (p<0,05). Nanopartiküllerdeki şekil değişimini doğrulamak amacıyla ek 
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olarak TEM analizi gerçekleştirilmiştir. Tablo 4.6.’da sonuçları verilen boş 

nanopartikül analizlerine ilişkin ayrıntılı bilgileri içeren Nano ZS grafikleri Şekil 

4.11.-4.16.’da yer almaktadır. 

 

Şekil 4.11. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP’ye ilişkin partikül boyutu ve 
polidispersite indeksi. 

 

Şekil 4.12. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP’ye ilişkin zeta potansiyel dağılımı. 
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Şekil 4.13. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG ÇNP’ye ilişkin partikül boyutu ve 
polidispersite indeksi. 

 
Şekil 4.14. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG ÇNP’ye ilişkin zeta potansiyel dağılımı. 
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Şekil 4.15. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP’ye ilişkin partikül boyutu ve 
polidispersite indeksi. 

 

Şekil 4.16. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP’ye ilişkin zeta potansiyel dağılımı. 
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Nano ZS sonuçları incelendiğinde, boş ve kombine etkin madde yüklü küresel 

nanopartiküllerin hem aktif hem de pasif hedefleme için uygun boyutlara sahip olduğu 

görülmektedir (100, 242). En düşük polidispersite indeksi küresel nanopartiküllerde 

elde edilirken, şekil değişimi yapılan nanopartiküllerde çoklu santrifüj işlemi 

dolayısıyla PDI değerlerinde kabul sınırları (PDI<0,2 (243)) içinde bir artış 

gözlenmiştir. Hem boş hem de kombine etkin madde yüklü nanopartiküller için en 

yüksek mutlak zeta potansiyeli, küresel nanopartiküllerde gözlenmiştir. 

4.4.2. Enkapsülasyon Etkinliği ve Yükleme Kapasitesinin 

Değerlendirilmesi 

 Farklı şekillerdeki PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N nanopartiklerinin 

enkapsülasyon etkinlikleri indirekt yöntem ile değerlendirilmiş ve sonuçlar Tablo 

4.7.’de verilmiştir.  

Tablo 4.7. Farklı geometrik şekillerdeki nanopartiküllerin enkapsülasyon etkinlikleri 
ve yükleme kapasitelerinin değerlendirilmesi. 

Formülasyon Galunisertib  Nivolumab 

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

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

NF(ab’)2 KNP  

9,59 ± 0,29 0,76 ± 0,02 59,20 ± 2,31 0,23 ± 0,01 

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

NF(ab’)2 ÇNP 

9,09 ± 0,42 0,72 ± 0,03 56,21 ± 1,57 0,22 ± 0,01 

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

NF(ab’)2 EDNP 

9,08 ± 0,47 0,71 ± 0,03 56,03 ± 1,77 0,22 ± 0,01 

*EE: Enkapsülasyon etkinliği, **YK: Yükleme kapasitesi. 

 Tezin ilk aşamalarında, PLGA temelli nanopartiküllere yüklü galunisertibin 

enkapsülasyon etkinliği (% 4,38) düşük bulunmuştur. Nanosistemlere birden fazla 

etkin maddenin yüklenmesi durumunda, benzer yükleme etkinliği kayıpları 

gözlenebilmektedir (244). Galunisertibin nanopartiküllere etkin ve verimli bir şekilde 

yüklenebilmesi için çeşitli stratejiler denenmiş (formülasyona eklenen galunisertib 

miktarının artırılması, nanopartiküllerin üretim aşamasında ultrasonik karıştırıcı 

yerine yüksek hızlı homojenizatör kullanılması, farklı organik çözücülerde 

galunisertibin çözülmesi vb.), sonuç olarak formülasyonda galunisertibin çözündüğü 
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organik faz bileşimi değiştirilmiştir. Bu denemeler sonucunda, küresel nanopartiküller 

için % 4,38 olan enkapsülasyon etkinliği % 9,59’a çıkarılarak yaklaşık iki kat 

artırılmıştır. Her iki madde için yükleme kapasiteleri de incelenmiş ve sonuçlar Tablo 

4.7.’de verilmiştir. Üç şekil için de benzer enkapsülasyon etkinlikleri ve yükleme 

kapasiteleri gözlenmiştir (p>0,05). 

4.4.3. Farklı Geometrik Şekillerdeki Nanopartiküllerin Morfolojik 

Özelliklerinin Değerlendirilmesi 

Malvern Nanoziser ZS ile gerçekleştirilen karakterizasyon çalışmalarının 

devamında, şekil değişiminin doğrulanması amacıyla boş nanopartiküllerin TEM 

analizi ile görüntülenmesi gerçekleştirilmiştir. Çift emülsifikasyon/çözücü 

buharlaştırma yöntemi ile üretilen nanopartiküllerin küresele yakın homojen bir 

görünüme sahip olduğu Şekil 4.17.’de görülmektedir. 

 
Şekil 4.17. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP’ye ilişkin TEM analiz görüntüsü. 

Isıtma ile yapılan germe işlemi sonrası Nano ZS ile yapılan ölçümlerde şekil 

değişikliğine işaret eden, küresel NP’lere kıyasla daha büyük partikül boyutları elde 

edilmiş, bu nanopartiküller için TEM analizi yapıldığında çubuk ve eliptik disk 

şeklinin başarıyla üretildiği doğrulanmıştır (Şekil 4.18. ve 4.19.). 
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Şekil 4.18. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG ÇNP’ye ilişkin TEM analiz görüntüsü. 

 
Şekil 4.19. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG EDNP’ye ilişkin TEM analiz görüntüsü. 
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4.4.4. Termal Özelliklerin Değerlendirilmesi 

Galunisertib, nivolumab F(ab’)2 fragmanı, boş nanopartikül, galunisertib ve 

nivolumab F(ab’)2 fragmanı yüklü nanopartiküllerin fiziksel karışımlarını içeren DSC 

termogramları Şekil 4.20.’de sunulmuştur. 

 
Şekil 4.20. Etkin maddelerin fiziksel karışımı, etkin maddeler ve boş nanopartiküllerin 

fiziksel karışımı ve kombine etkin madde yüklü PLGA nanopartiküllerine 
ilişkin DSC termogramları. 

Etkin maddelerin fiziksel karışımında (yeşil), 218,22 °C’de nivolumab 

fragmanına ilişkin pik, 241,0 °C’de (245) galunisertibe ilişkin termogram piki 

görülmektedir. Yapısında ağırlıklı olarak PLGA bulunan PLGA/PLGA-His/PLGA-

PEG polimerinin camsı geçiş sıcaklığının 40-60 °C arasında olduğu bilinmektedir (88, 

246). Mavi ve kırmızı renkli termogramlardaki 50 °C bölgesinde gözlenen pikin, 

PLGA’nın camsı geçiş sıcaklığına ilişkin olduğu düşünülmektedir. Boş PLGA 

nanopartikülleri ile etkin maddelerin fiziksel karışımını içeren numuneye ilişkin 

termogram incelendiğinde (mavi), nanopartikül oranına kıyasla numune içerisinde az 

miktarda kalan etkin maddelere ilişkin erime piklerini görmek zorlaşmış, buna rağmen 

nivolumab piki ve galunisertibin yapısında bulunan (monohidrat) suyun buharlaşma 

piki (~130-135 °C) gözlenmiştir. Kombine etkin madde yüklü nanopartikül 
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numunesine ilişkin termogram incelendiğinde, etkin maddeler nanopartiküle 

yüklendiği için etkin maddelere ilişkin erime pikleri kaybolmuştur. Sonuç olarak, DSC 

analizi ile etkin maddelerin nanopartikül içine başarı ile enkapsüle edildiği 

doğrulanmıştır. 

4.4.5. Farklı Şekildeki Nanopartiküllerden Etkin Madde Salımının 

Değerlendirilmesi 

Gereç ve yöntem bölümü 3.2.5’te anlatıldığı üzere, etkin maddelerin kombine 

halde yüklendiği nanopartiküllerin, tüp yöntemi ile pH 6,8 ve pH 7,4 olarak iki farklı 

ortamda 72 saatlik salım çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Galunisertib için HPLC ile 

elde edilen sonuçlar Şekil 4.21.’de, fragmante nivolumab için BCA yöntemleri ile elde 

edilen sonuçlar Şekil 4.22.’de sunulmuştur. 
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Şekil 4.21. Farklı şekillerdeki PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-NF(ab’)2 nanopartiküllerinden galunisertibin in vitro salım profili (Standart 
sapma değerleri grafikler üzerine eklenmiş olup, değerlerin küçük (<% 2) olması nedeniyle grafik üzerinde fark edilememektedir.). 
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Şekil 4.22. Farklı şekillerdeki PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-NF(ab’)2 nanopartiküllerinden nivolumabın in vitro salım profili. 

Salım çalışması sonucu elde edilen profiller değerlendirildiğinde, her iki pH için küresel nanopartiküllerden iki etkin maddenin de % 

50’si ilk 10 saatte salınmıştır. Küresel nanopartiküllere yüklenen galunisertibin tamamı pH 6,8 ortamında 72. saatte salınırken, 7,4 ortamında 

yaklaşık % 70 salım gözlenmiştir. Nivolumab salımının tüm şekiller için 72 saate kadar devam ettiği, küresel nanopartiküllerde % 100’e 

ulaştığı görülmektedir.
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4.5. Farklı Şekillerdeki Nanopartiküllerin İn Vitro Toksisitesinin 

Değerlendirilmesi 

Gereç ve yöntem bölümü 3.2.6.’da belirtildiği üzere gerçekleştirilen MTT 

analizi sonucu elde edilen % canlılık değerlerine ilişkin grafikler Şekil 4.23.’te 

verilmektedir. 

 

 
Şekil 4.23. Farklı şekillerdeki nanopartiküllerle gerçekleştirilen MTT testine ilişkin % 

canlılık sonuçları (A. 24 sa; B. 48 sa). 
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Şekil 4.23.-A’daki hücre canlılıkları incelendiğinde, uygulanan nanopartikül 

konsantrasyonunun artışına bağlı olarak KNP için % 91,09 ile % 60,30, ÇNP için % 

87,32 ile % 60,45 ve EDNP için % 82,24 ile % 59,98 arasında bulunmuştur.  Süre 

artışına bağlı olarak canlılık değerlerinde düşüş gözlenmiş ve KNP için % 75,92 ile % 

58,12, ÇNP için % 77,77 ile % 57,49 ve EDNP için % 82,04 ile % 60,22 arasında 

bulunmuştur. 24 ve 48 saat için % canlılık sonuçları ikili gruplar halinde Mann-

Whitney U testi ile analiz edilmiş ve gruplar arasında istatistiksel açıdan anlamlı 

farklılık olmadığı tespit edilmiştir. Sonuç olarak, nanopartiküllerin küresel, çubuk 

veya eliptik disk şeklinde olması, sağlıklı hücreler üzerinde benzer canlılık profili 

göstermiştir (p>0,05). 

4.6. Farklı Şekillerdeki Nanopartiküllerin Hücre İçine Alımının 

Değerlendirilmesi 

Gereç ve yöntem bölümü 3.2.7.’de bildirildiği üzere, floresan özellikli mPEG-

PLGA-FKR560 ile hazırlanan, etkin madde yüklü olmayan üç farklı şekildeki 

nanopartiküllerin, A549-Luc2 hücre içine alımları değerlendirilmiş ve üç şekil 

arasında kıyaslama yapılmıştır. Nanopartiküllerden elde edilen MFI değerleri, kontrol 

grubundan elde edilen MFI değerlerine bölünerek (normalleştirilmiş MFI) Şekil 

4.24.’teki grafikte sunulmuştur. 

 
Şekil 4.24. A549-Luc2 hücre içine alım deneyi akım sitometri analiz sonuçları. 

Akım sitometri analizi sonucunda elde edilen MFI değerleri incelendiğinde, 

KNP’nin KHDAK hücrelerine giriş yeteneği ÇNP ve EDNP’ye kıyasla anlamlı 

derecede yüksek bulunmuştur. Ayrıca, floresan mikroskop ile görüntüleme yapılarak 

nanopartiküllerin A549-Luc2 hücrelerine girme yetenekleri kalitatif olarak tayin 

edilmiştir (Şekil 4.25.). 



111  

 

Şekil 4.25. A549-Luc2 hücre içine alım deneyi floresan mikroskop sonuçları (Mavi 
ışıma yapan bölge, hücrelerin çekirdeğini; kırmızı ışıma yapan bölge, hücre içine alınan 
nanopartikülleri göstermektedir.). 

Işıma şiddetleri dikkate alındığında, kontrol grubuna nanopartikül uygulaması 

yapılmadığı için mavi renkteki çekirdeklerin çevresinde floresan özellikli polimerden 

kaynaklanan kırmızı renkli bir ışıma gözlenmemiştir. Nanopartiküllerin uygulandığı 

gruplar için inceleme yapıldığında, KHDAK hücresi içine girme yeteneği, 

küresel>çubuk>eliptik disk şeklinde sıralanmaktadır. Floresan mikroskopla elde 

edilen sonuçlar akım sitometri analiz sonuçlarını destekler nitelikte olup, küresel 

nanopartiküllerin A549-Luc2 hücre içine alım miktarının en yüksek olduğu 

belirlenmiştir. 

4.7. Farklı Geometrik Şekillerdeki Nanopartiküllerin Biyodağılımlarının 

Değerlendirilmesi 

Floresan özellikli polimer kullanarak üç farklı şekilde üretilen boş 

nanopartiküllerin CD-1 nude farelere uygulanmasını takiben 16. saatte fareler 

sakrifiye edilmiştir. Farelerin kalp, akciğer, karaciğer, dalak, böbrek, tümör dokusu, 
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kemik iliği ve beyinleri çıkarılarak serum fizyolojik içerisinde bekletilmiş ve plakaya 

Şekil 4.26.’daki gibi dizilerek IVIS ile görüntülemeleri yapılmıştır. 

 

Şekil 4.26. IVIS cihazı ile görüntüleme için CD-1 nude farelerden sakrifiye işlemi 
sonrası elde edilen doku ve organlar: A. Beyin ve kemik iliği çıkarılan ilk 
grup fareler için temsili görüntü; B. Beyin ve kemik iliği çıkarılmayan 
ikinci grup fareler için temsili görüntü. 

Beyin ve kemik iliği sadece ilk grup farelerden çıkarılmış, görüntüleme sonucu 

bu organ ve dokularda nanopartiküllere bağlı bir ışıma görülmediği tespit edilerek 

kalan farelerin akciğer, kalp, karaciğer, dalak, böbrekler ve tümör dokusu çıkarılarak 

görüntüleme yapılmıştır (Şekil 4.27.). 

 

Şekil 4.27. Sıra ile akciğer, kalp, karaciğer, dalak, böbrekler ve tümör dokusu çıkarılan 
farelerin IVIS görüntüsü. 
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IVIS cihazı ile organlardaki ışıma ortalama floresans yoğunluk (MFI) 

cinsinden hesaplanmış ve bir grafik halinde sunulmuştur (Şekil 4.28.). 

 

Şekil 4.28. Polimer çözeltisi ve nanopartiküllerin organlardaki biyodağılımı. 

Tümör dokusunda birikimin kıyaslanması, ikili gruplar halinde (KNP-ÇNP, 

KNP-EDNP, ÇNP-EDNP) yapılmış ve çalışılan üç farklı şekildeki PLGA temelli 

NP’nin, heterotopik KHDAK tümörü geliştirilmiş CD-1 nude farelerde benzer 

biyodağılım gösterdiği belirlenmiştir (p>0,05). 
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4.8. Optimum Özelliklere Sahip Nanopartikül Şeklinin Belirlenmesi 

Gereç ve yöntem bölümü 3.2.1. – 3.2.8.’deki söz konusu deneylere ilişkin sonuçlar Tablo 4.8.’de birleştirilmiş ve optimum şeklin 

belirlenmesi amacıyla parametrelerin önem derecelerine göre sistematik değerlendirme yapılmıştır. 

Tablo 4.8. Farklı şekillerdeki nanopartikül formülasyonlarına ilişkin in vitro ve in vivo karakterizasyon sonuçları. 

NP şekline ilişkin seçim kriterleri Küresel NP Çubuk şeklindeki 
NP 

Eliptik disk 
şeklindeki NP 

İstatistiksel değerlendirme* Tercih edilen NP şekli 

Partikül büyüklüğü ve dağılımı 
(Boş nanopartikül) 

163,2 ± 0,70 375,5 ± 3,55 294,3 ± 1,60 

KNP-ÇNP, p>0,05 

KNP-EDNP, p>0,05 

ÇNP-EDNP, p>0,05 

KNP-ÇNP-EDNP, p<0,05 

Küresel** 

Partikül büyüklüğü ve dağılımı 
(Kombine etkin madde yüklü 
nanopartikül) 

184,2 ± 2,11 403,8 ± 23,17 312,9 ± 5,40 

KNP-ÇNP, p>0,05 

KNP-EDNP, p>0,05 

ÇNP-EDNP, p>0,05 

KNP-ÇNP-EDNP, p<0,05 

Küresel** 

Zeta Potansiyel 
(Boş nanopartikül) 

-18,3 ± 0,36 -0,62 ± -0,03 -12,9 ± 0,70

KNP-ÇNP, p>0,05 

KNP-EDNP, p>0,05 

ÇNP-EDNP, p>0,05 

KNP-ÇNP-EDNP, p<0,05 

Küresel*** 

Zeta Potansiyel 
(Kombine etkin madde yüklü) 

-15,1 ± 0,36 -0,31 ± 0,08 -12,2 ± 0,40

KNP-ÇNP, p>0,05 

KNP-EDNP, p>0,05 

ÇNP-EDNP, p>0,05 

KNP-ÇNP-EDNP, p>0,05 

Küresel*** 
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Tablo 4.8. (Devam) Farklı şekillerdeki nanopartikül formülasyonlarına ilişkin in vitro ve in vivo karakterizasyon sonuçları. 
NP şekline ilişkin seçim kriterleri Küresel NP Çubuk şeklindeki 

NP 

Eliptik disk 

şeklindeki NP 

İstatistiksel değerlendirme* Tercih edilen NP şekli 

Üretim basamakları, verim, maliyet Az basamak, 

yüksek verim, 

düşük maliyet 

Çok basamak, düşük 

verim, yüksek maliyet 

Çok basamak, düşük 

verim, yüksek 

maliyet 

- Küresel 

Enkapsülasyon etkinliği (%) 

(Galunisertib) 
9,59 9,09 9,08 KNP-ÇNP-EDNP, p>0,05 

Küresel=Çubuk=Eliptik 

disk 

Enkapsülasyon etkinliği (%) 
(Nivolumab) 59,20 56,21 56,03 KNP-ÇNP-EDNP, p>0,05 

Küresel=Çubuk=Eliptik 

disk 

Galunisertib için in vitro salım****, 

Ph 7,4 (%) 70,457 1,385 1,148 

KNP-ÇNP, p<0,05 

KNP-EDNP, p<0,05 

ÇNP-EDNP, p> 0,05 

Küresel 

Galunisertib için in vitro salım, 

pH 6,8 (%) 98,411 3,351 2,136 

KNP-ÇNP, p<0,05 

KNP-EDNP, p<0,05 

ÇNP-EDNP, p> 0,05 

Küresel 

Nivolumab için in vitro salım****, 

pH 7,4 100,000 24,700 28,100 

KNP-ÇNP, p<0,05 

KNP-EDNP, p<0,05 

ÇNP-EDNP, p> 0,05 

Küresel 

Nivolumab için in vitro salım, 

 pH 6,8 100,000 42,400 35,800 

KNP-ÇNP, p<0,05 

KNP-EDNP, p<0,05 

ÇNP-EDNP, p> 0,05 

Küresel 



116 

Tablo 4.8. (Devam) Farklı şekillerdeki nanopartikül formülasyonlarına ilişkin in vitro ve in vivo karakterizasyon sonuçları. 
NP şekline ilişkin seçim kriterleri Küresel NP Çubuk şeklindeki 

NP 

Eliptik disk 

şeklindeki NP 

İstatistiksel değerlendirme* Tercih edilen NP şekli 

Sağlıklı hücreler (L929) üzerine 

toksisite 

(24 ve 48 saat sonuçları için) 

***** ***** ***** 

p>0,05
Küresel=Çubuk=Eliptik 

disk 

İn vivo biyodağılım 

(MFI, tümör) 
7200 ± 381 6629 ± 211 6354,5 ± 908,5 p>0,05

Küresel=Çubuk=Eliptik 

disk 

Hücre içine alım - akım sitometrisi 2,206 ± 0,043 2,121 ± 0,037 1,632 ± 0,076 

KNP-ÇNP, p>0,05 

KNP-EDNP, p>0,05 

ÇNP-EDNP, p>0,05 

KNP-ÇNP-EDNP, p<0,05 

Küresel=Çubuk=Eliptik 

disk 

Hücre içine alım – mikroskop ile 

inceleme 

- - - 

Sonuçlar kalitatif olduğu için 

istatistiksel bir kıyaslama 

yapılamamaktadır. 

Küresel=Çubuk=Eliptik 

disk 

* Serilerin ikili gruplar halinde kıyaslaması (küresel-çubuk, küresel-eliptik disk ve çubuk-eliptik disk) Mann-Whitney U testi ile, üçlü gruplar halinde kıyaslaması Kruskal-
Wallis analizi ile yapılmıştır.
**Partikül boyutunun 200 nm altında olması pasif hedefleme için istenilen bir durumdur. Küresel nanopartiküller bu şartı sağlamaktadır.
***Zeta potansiyelin mutlak değerinin yüksek olması, dispersiyon ortamı içerisinde aynı yüklü partiküllerin birbirini iterek agregasyonun önüne geçilmesi açısından
önemlidir. Üç şekil kıyaslandığı zaman, en stabil şekil küresel nanopartiküller olarak görünmektedir.
****İn vitro salım analizinde on farklı zaman noktası için elde edilen sonuçlar ikili gruplar halinde kıyaslanmıştır.
*****Deneyde çalışılan altı farklı konsantrasyon ve iki farklı zaman noktası için elde edilen sonuçlar ikili gruplar şeklinde (KNP-ÇNP vb.) kıyaslanmıştır.
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Sonuç olarak, farklı şekillerde nanopartiküller için elde edilen tüm deney 

sonuçları ve Tablo 4.8. incelendiğinde, tezin sonraki aşamaları için optimum 

özelliklere sahip olduğuna karar verilen nanopartikül şekli küresel olarak belirlenmiş 

ve sonraki aşamada planlanan deneyler küresel nanopartiküller dikkate alınarak 

gerçekleştirilmiştir. 

4.9. A549 Hücrelerinde Epidermal Büyüme Faktörü Reseptör (EGFR) 

Ekspresyonunun Gösterilmesi 

Gereç ve yöntem bölümü 3.2.10. başlığı altında anlatıldığı şekilde yürütülen 

deney prosedürüne göre, tez kapsamında çalışılan insan KHDAK hücrelerinin (A549-

Luc2) yüzeyinde bulunan EGFR’nin, hangi oranda eksprese/ifade edildiği, akım 

sitometri analizi ile tespit edilmiş ve analiz sonuçları Şekil 4.29.’da histogram grafiği 

şeklinde sunulmuştur. Grafikte, izotip antikorun verdiği floresan intensite değeri 

negatif olarak işaretlenerek (hücrelerden kaynaklanan spesifik olmayan ışıma), anti-

EGFR antikorunun pozitif olduğu alan okunmuş ve EGF reseptörünün pozitiflik oranı 

% 93,6±0,4 olarak bulunmuştur. 

  
Şekil 4.29. A549-Luc2 hücrelerinde EGFR ekspresyon düzeyini gösteren akım 

sitometri görüntüsü. 
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4.10. Ligand Konjugasyonunun Değerlendirilmesi ve Konjuge 

Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

4.10.1. Ligand Konjugasyonunun Doğrulanması 

Yapısındaki amin grubu (-NH2), Traut’s reaktifi ile tiyol grubuna (-SH) 

dönüştürülen anti-EGFR’ın PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP’lere konjugasyonu 

sağlanmıştır. Konjugasyon etkinliği, BCA analizi ile hesaplanmıştır. Hesaplamalarda 

kullanılan BCA kalibrasyon doğrusu ve denklemi, farklı konsantrasyonlardaki BSA 

standart çözeltilerinden hareketle elde edilmiş ve Şekil 4.30.’da sunulmuştur. 

 

Şekil 4.30. BCA testi ile protein miktar tayinininde kullanılan kalibrasyon doğrusu ve 
denklemi. 

Konjugasyon işlemi sonrası nanopartikül süpernatanları ile gerçekleştirilen 

BCA analizine ilişkin sonuçlar, ELISA plaka okuyucu ile 562 nm’de okuma yapılarak 

elde edilmiştir. Konjugasyon yapılmayan nanopartiküllerden elde edilen 

konsantrasyonlar, konjuge nanopartiküllerden elde edilen konsantrasyonlardan 

çıkarılarak NP’lere konjuge olmayan serbest anti-EGFR miktarı hesaplanmıştır (Tablo 

4.9.). 
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Tablo 4.9. Konjugasyonun doğrulanması amacıyla yapılan BCA analizine ilişkin 
veriler. 

 Abs.* 
1 

Abs. 
2 

Abs. 1 
(blank 

çıkarılmış) 

Abs. 2  
(blank 

çıkarılmış) 

Abs. 
ortalaması 

Kons. 
(µg/mL) 

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

0,11 0,12 0,05 0,07 0,06 4,87 

PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG KNP 
süpernatanı 

0,09 0,09 0,03 0,04 0,04 0,06 

Blank** 0,05 0,05 - - 0,05 - 

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

BCA testi ile, süpernatanda kalan (konjuge olmamış) antikor miktarı tayin 

edildikten sonra, ortalama konjugasyon etkinliği, Formül 3.6. kullanılarak % 

94,88±0,31 olarak bulunmuştur. 

4.10.2. Ligand Konjuge Edilmiş Nanopartiküllerin İn Vitro 

Karakterizasyon Çalışmaları 

Konjugasyon yapılmayan küresel nanopartiküller için gerçekleştirilen 

analizler, konjuge nanopartiküller için de tekrarlanmıştır. 

Partikül Boyutu, Polidispersite İndeksi ve Zeta Potansiyelin İncelenmesi 

Boş konjuge olmayan, boş anti-EGFR konjuge ve kombine etkin madde yüklü 

konjuge küresel polimerik nanopartiküllerin partikül büyüklüğü, PDI ve zeta 

potansiyelleri bölüm 3.2.5.’te belirtildiği şekilde DLS yöntemi ile ölçülmüş ve 

sonuçlar Tablo 4.10., Şekil 4.31.-4.36.’da sunulmuştur. 
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Tablo 4.10. Nanopartiküllerin partikül boyutu, polidispersite indeksi ve zeta 
potansiyel değerleri. 

Formülasyon Kodu Partikül Boyutu  
(nm) 

Polidispersite 
İndeksi (PDI) 

Zeta Potansiyel 
(mV) 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG 
KNP 

166,6 0,07 -21,6 
166,7 0,05 -19,5 
166,5 0,03 -17,9 

Ortalama ± SS 166,6 ± 0,10 0,05 ± 0,05 -19,7 ± 1,86 

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

198,0 0,22 -18,8 
198,5 0,18 -19,9 
197,8 0,19 -19,7 

Ortalama ± SS 198,1 ± 0,36 0,19 ± 0,02 -19,5 ± -0,59 
PLGA/PLGA-His/PLGA-
PEG-anti-EGFR-G-N KNP 

176,2 
180,8 
177,9 

0,025 
0,045 
0,054 

-28,6 
-26,8 
-29,9 

Ortalama ± SS 178,3 ± 2,33 0,04 ± 0,02 -28,4 ± 1,56 

 

Tablo 4.10.’da verilen değerlere ilişkin Nano ZS grafikleri aşağıda yer almaktadır. 

 
Şekil 4.31. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP’nin partikül boyutu ve polidispersite 

indeksi. 
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Şekil 4.32. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP’nin zeta potansiyel dağılımı. 

 
Şekil 4.33. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP’nin partikül boyutu ve 

polidispersite indeksi. 

 



122  

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

dağılımı. 

 
Şekil 4.35. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP’nin partikül boyutu 

ve polidispersite indeksi. 
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Şekil 4.36. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP’nin zeta potansiyel 

dağılımı. 

Morfolojik İnceleme 

Antikor ile konjuge edilmiş nanopartiküllerin morfolojik analizi taramalı 

elektron mikroskobu (SEM) ile gerçekleştirilmiştir. Hedeflendirme ligandı konjuge 

edilmiş nanopartiküller için hem şekil hem de yüzey özellikleri hakkında bilgi 

edinilmiştir (Şekil 4.37.). 

 
Şekil 4.37. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP’ye ilişkin SEM analiz 

görüntüsü. 



124  

SEM görüntüsü incelendiğinde, benzer boyutlara ve pürüssüz yüzeye sahip 

küresel/küresele yakın şekillerde nanopartiküllerin olduğu değerlendirilmiştir.  

Enkapsülasyon Etkinliği ve Yükleme Kapasitesi Çalışmaları 

Nanopartiküllerin üretimini takiben ve konjugasyon sonrası elde edilen 

süpernatanlar ile BCA, ELISA ve HPLC analizleri yapılmıştır. Konjuge 

nanopartiküllere ilişkin indirekt tayinle hesaplanan enkapsülasyon etkinlikleri hem 

galunisertib hem de nivolumab için Tablo 4.11.’de verilmiştir. 

Tablo 4.11. Konjugasyonun enkapsülasyon etkinliği ve yükleme kapasitesine olan 
etkisi. 

Formülasyon Galunisertib  Nivolumab  

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

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-
NF(ab’)2 KNP 9,59 ± 0,56 0,77 ± 0,45 59,203 ± 3,4 0,24 ± 3,5 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
anti-EGFR-G-NF(ab’)2 KNP 7,53 ± 0,24 0,60 ± 0,18 50,256 ± 2,9 0,20 ± 2,7 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-
anti-EGFR-G-N KNP 10,77 ± 0,89 0,86 ± 0,62 70,893 ± 2,7 0,28 ± 2,8 

*EE: Enkapsülasyon etkinliği, **YK: Yükleme kapasitesi. 

 Galunisertibe ilişkin enkapsülasyon etkinlikleri incelendiğinde, fragmante 

nivolumabla hazırlanan nanopartiküllerde; konjugasyon sonrası % 9,59 olan EE değeri 

azalarak % 7,53’e düşmüştür. Nihai formülasyonda (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-

anti-EGFR-G-N KNP) ise enkapsülason etkinliği % 10,77 bulunarak konjugasyonun 

ve antikor boyutunun enkapsülasyon etkinliğinde anlamlı bir değişime neden olmadığı 

değerlendirilmiştir (p>0,05). Nivolumab için başlangıçta % 59,2 olan enkapsülasyon 

değeri konjugasyonu takiben % 50,3’e düşmüştür (p>0,05). Tezin sonraki 

bölümlerinde nanopartiküllere bütün haldeki nivolumab hem yüklenmiş hem de 

yüzeye adsorpsiyonu yapılarak sonuçta nihai formülasyonda EE değerinde artırılarak 

(p>0,05) % 70,9 olarak ölçülmüştür. YK değerleri incelendiğinde, % 0,60 ile % 0,86 

arasında olan galunisertib ve % 0,20 ile % 0,28 arasında olan nivolumab için 

formülasyonlar arası anlamlı fark bulunmamıştır (p>0,05). 
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 İn Vitro Salım Çalışmaları 

Konjugasyon yapılmamış galunisertib ve nivolumab F(ab’)2 fragmanı yüklü 

nanopartiküllere ilişkin salım çalışmasının ayrıntıları gereç ve yöntem bölümü 3.2.7. 

ve 3.2.11.’de sunulmuştur. Kombine etkin madde yüklü (fragmante ve bütün) antikor 

konjuge nanopartiküllere ilişkin salım çalışmaları konjuge olmayan nanopartiküllerde 

olduğu gibi sink koşullar altında, tüp yöntemi kullanılarak gerçekleştirilmiş (200) ve 

elde edilen sonuçlar Şekil 4.38.-4.39.’da sunulmuştur. 

 

 

Şekil 4.38. pH 6,8 ve 7,4 koşullarında PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-NF(ab’)2 KNP 
ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-NF(ab’)2 KNP’den   
galunisertib (A) ve fragmante nivolumaba (B) ilişkin salım profilleri. 
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Şekil 4.38.’de, galunisertib için salım profili (A grafiği) incelendiğinde, pH 7,4 

ortamında hem konjuge hem de konjuge olmayan NP’lerde salımın 72 saatin sonunda 

% 70’lerde kaldığı; pH 6,8 koşullarında ise antikor konjugasyonu olmayan 

nanopartiküllerden galunisertib salımının 72 saat sonunda, konjuge olan NP’lerde ise 

48 saat sonunda % 100’e ulaştığı sonuçları elde edilmiştir.  Nivolumab için 

konjugasyon ve pH değişikliklerinin salım üzerindeki etkisi incelenmiş ve 72 saatte 

incelenen tüm gruplar için benzer olarak % 90 salım olduğu gözlenmiştir. 

 
Şekil 4.39. pH 5,5 ve 7,4 koşullarında PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-

N KNP’den galunisertib ve nivolumaba ilişkin salım profilleri. 

Bütün nivolumab ile devam eden çalışmalarda salım özelliklerinin aynı kalıp 

kalmadığı incelenmiş ve 72 saat sonuçları galunisertib için % 100, nivolumab için % 

90 bulunarak önceki salım çalışmaları ile benzerlik doğrulanmıştır. İn vitro salım 

deneyi sonuçları KİNETDS 3.0 uygulaması kullanılarak analiz edilmiş ve hem 

galunisertib hem de nivolumabın tüm koşullarda nanopartiküllerden salım profilinin 

Weibull salım kinetiğine uygun olarak gerçekleştiği belirlenmiştir. 

4.11. İn Vitro Sitotoksisite Çalışmaları 

Hem galunisertib hem de nivolumabın kanser hücreleri üzerine doğrudan 

sitotoksik etkisi bulunmamaktadır. Her iki madde de etkilerini immün sistem 

üzerinden göstermektedir. Dolayısıyla, bu maddelere yönelik sitotoksisite testleri 

yapılmamıştır. Nanopartiküllere konjuge edilen anti-EGFR’nin hedeflemenin yanında 
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sitotoksik etkisinin de gözlenebileceği literatürde belirtilmiştir (247, 248). Bu sebeple 

anti-EGFR’nin KHDAK hücrelerine karşı sitotoksik etkisi MTT analizi ile 

incelenmiştir. Deneyde, anti-EGFR çözeltisi, konjugasyon yapılmamış boş 

nanopartiküller ve anti-EGFR ile konjuge boş nanopartiküller A549 hücrelerine 

uygulanmış ve üç farklı zaman noktasında MTT analizi gerçekleştirilmiştir. Deney 

sonuçları Şekil 4.40.’ta verilmiştir. 

 

 
Şekil 4.40. Konjugasyonun sitotoksisite üzerine etkisi (A: 24 sa, B: 48 sa, C:72 sa). 
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Şekil 4.40. (Devam) Konjugasyonun sitotoksisite üzerine etkisi (A: 24 sa, B: 48 sa, C:72 

sa). 

Şekil 4.40.’ta görüldüğü üzere, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR 

KNP grubu konsantrasyon artışına bağlı olarak 24. saatte % 94’ten % 36’ya, 48. saatte 

% 77’den % 36’ya ve 72. saatte % 86’dan % 41’e düşen canlılık değerleri göstermiş, 

KHDAK hücreleri üzerinde üç zaman noktasında da en yüksek sitotoksik etkiyi 

(p<0,05) sağlamıştır. 24, 48 ve 72 saat için % canlılık sonuçları t testi ile ikişerli 

gruplar halinde test edilerek gruplar arasında istatistiksel açıdan anlamlı farklılık (p 

değeri yorumlanarak) olup olmadığı Graphpad Prism 8 yazılımı kullanılarak 

incelenmiştir. 72. saatte PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP ve PLGA/PLGA-

His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP gruplarının canlılıkları benzer bulunmuş olup 

(p>0,05), diğer tüm gruplar arası kıyaslamalarda canlılıklar arasındaki farkın anlamlı 

olduğu (p<0,05) değerlendirilmiştir. 

4.12. PD-1 ve TGF-β İnhibisyonunun T Hücre İmmün Yanıtlarına Olan 

Etkisinin Değerlendirilmesi 

Deney kapsamında kullanılan boncuk temelli sitokin analiz kitlerinin yüksek 

maliyetli olması ve altı adet deney grubu olması sebebiyle ön denemeler 

gerçekleştirilmiş, ek olarak PKMH canlılık ve T hücre proliferasyon deneylerinin 

optimizasyonu yapılmıştır. Etkin madde çözeltileri, konjuge boş nanopartiküller ve 

etkin madde yüklü nanopartiküllerin PKMH canlılıkları üzerine etkileri incelenmiş, 

sonuçta optimum (PKMH’ye toksik etki göstermeyen) polimer ve etkin madde 
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konsantrasyonları sırasıyla 1100 µg/mL ve galunisertib için 50 µM olarak tespit 

edilmiştir.  

 

Şekil 4.41. Galunisertibin farklı konsantrasyonları için PKMH hücreleri üzerindeki 
canlılığın değerlendirilmesi. 

 

Şekil 4.42. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP ve PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-anti-EGFR-N KNP’nin PKMH canlılığı üzerine etkisi 
(72 sa). 

Şekil 4.42.’de PKMH canlılığı bakılan gruplar için T hücre proliferasyonu da 

incelenmiş ve sonuçlar Şekil 4.43.’te sunulmuştur. 
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Şekil 4.43. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP ve PLGA/PLGA-
His/PLGA-PEG-anti-EGFR-N KNP’nin T hücre proliferasyonu 
üzerine etkisi (72 sa). 

PD-1 Bloklama Deneyi 

Şekil 4.43.’te sunulan T hücre proliferasyon deney sonuçları dikkate alınarak 

fragmante antikorla immün yanıtta istenen cevap alınamadığı tespit edilmiş, bu 

durumun fragmantasyona bağlı olup olmadığını araştırmak amacıyla ek deney (PD-1 

bloklama deneyi) planlanmıştır. Bu deney için bütün (intakt) ve fragmante antikor aynı 

koşullarda ve aynı konsantrasyonda CD3+ T hücreleri üzerine uygulanmıştır. 

Antikorların blokaj seviyeleri akım sitometri ile analiz edilmiş ve sonuçlar Şekil 

4.44.’te verilmiştir. 

 

Şekil 4.44. Bütün ve fragmante nivolumabın T hücreleri yüzeyinde bulunan PD-1 
reseptör blokajına etkileri. 
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PD-1 reseptörü bloke olduğunda (nivolumab reseptöre bağlandığında) APC 

konjuge antikor reseptöre bağlanamayacağı için cihazdan alınan floresan sinyal düşük 

olacaktır. Bu prensibe dayanarak Şekil 4.44. incelendiğinde, bütün haldeki 

nivolumabın reseptör blokajı sağladığı, fragmante nivolumabın ise kontrol grubu ile 

aynı alanda sinyal vermesi sebebiyle reseptör blokajı yapmadığı tespit edilmiştir. Şekil 

4.43. ve 4.44. sonuçları dikkate alınarak çalışmalara bütün nivolumabla devam 

edilmesine karar verilmiştir. Bütün antikorun nanopartiküle yüklü olmasının blokaja 

etkinliği ayrıca araştırılmış ve sonuçlar Şekil 4.45.’te verilmiştir. 

  
Şekil 4.45. Nivolumabın çözelti ve nanopartiküle yüklü halde PD-1 bloklama üzerine 

etkisinin değerlendirilmesi. 

Bütün halde nivolumab yüklü nanopartiküllerin de çözeltisine benzer şekilde 

(p>0,05) PD-1 blokasyonu yaptığı tespit edilmiş olup formülasyon ileri aşama 

deneyler için uygun bulunmuştur. 

T Hücre Proliferasyon Deneyi 

PD-1 bloklama deneyindeki gruplar için T hücre proliferasyon deneyleri gereç 

ve yöntem bölümü 3.2.13.’te belirtilen şekilde tekrarlanmış ve sonuçta nivolumab 

yüklü nanopartikül ve çözelti grubunda kontrol grubuna kıyasla yüksek ve benzer 

proliferasyon değerleri gözlenmiştir (Şekil 4.46.). 
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Şekil 4.46. Nivolumabın çözelti ve nanopartiküle yüklü halde T hücre proliferasyonu 

üzerine etkisinin değerlendirilmesi. 

Ön deneylerde istenen sonuçlara ulaşılmasını takiben, in vivo deney grupları 

ile çalışmalar tekrarlanmıştır. 

PKMH Canlılık Deneyi (İn Vivo Deney Gruplarına İlişkin) 

PKMH, bağışık yanıtta istenen T hücrelerini içerdiği için canlılıkların yüksek 

olması (% 80-85) beklenmektedir (249, 250). İn vivo deneylerde kullanılacak grupların 

in vitro koşullarda PKMH’ye toksik olup olmadığının teyit edilmesi amacıyla yapılan 

deneylere ilişkin sonuçlar Şekil 4.47.’de verilmiştir. 

 
Şekil 4.47. İn vivo deneyde kullanılacak nanopartikül ve çözelti gruplarına ilişkin 

PKMH canlılık yüzdeleri. 
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PKMH canlılık sonuçları incelendiğinde, PLGA/PLGA His/PLGA-PEG-anti-

EGFR KNP grubu (turuncu) hariç tüm gruplar, literatürde T hücre proliferasyon 

deneyleri için ön şart olarak belirtilen yüzdelerde canlılık sağlamıştır. İncelenen zaman 

noktası (72 sa) dahilinde, nihai formülasyonun (kırmızı), immün sistem hücreleri 

üzerinde deneyi olumsuz yönde etkilemeyecek şekilde güvenle kullanılabileceği tespit 

edilmiştir. 

T Hücre Proliferasyon Deneyi (İn Vivo Deney Gruplarına İlişkin) 

Etkin madde içeren gruplarda T hücre proliferasyonunun kontrol grubuna 

kıyasla yüksek olması beklenmektedir. İn vivo deneyler sonrası yapılacak immün yanıt 

analizinin in vitro koşullarla kıyaslanması amacıyla gerçekleştirilen T hücre 

proliferasyon deneylerine ilişkin sonuçlar Şekil 4.48.’de yer almaktadır. 

 
Şekil 4.48. İn vivo deneyde kullanılacak nanopartikül ve çözelti gruplarına ilişkin T 

hücre proliferasyon yüzdeleri. 

Şekil 4.48. incelendiğinde, asıl tedavi grubunda (kırmızı) ilaç çözeltisine 

(lacivert) benzer ve kontrol grubuna kıyasla yüksek bir yüzdede T hücre 

proliferasyonu gözlenmiş olup, nihai formülasyon in vivo deneyler için uygun 

bulunmuştur. Sonuç olarak, in vitro koşullarda elde edilen PKMH canlılıkları ve T 

hücre proliferasyonları in vivo deneyleri birebir yansıtmamakla birlikte in vitro salım 

analizinde olduğu gibi fizyolojik ortamdaki davranışa ilişkin bir öngörü sağlamıştır. 

İnsan CD8/NK Boncuk Temelli Çoklu Analiz Kiti ile Sitokinlerin Analizi 

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

Sitokin seviyeleri akım sitometri ile değerlendirilmiş ve kitin temin edildiği Biolegend 
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markasına ilişkin veri analizi yazılım programı aracılığı ile anlamlı sayısal verilere 

dönüştürülerek aşağıdaki grafikler hazırlanmıştır (Şekil 4.49. ve 4.50.). 

 
Şekil 4.49. İn vitro numuneler için CD8/NK boncuk temelli çoklu analiz kiti ile 

yapılan sitokin analizi sonuçları. 

Şekil 4.49.’da, PKMH hücre kültürüne uygulanan formülasyon ve çözeltilerin 

72 saat inkübasyon sonrası toplanan süpernatanları ile gerçekleştirilen boncuk temelli 

sitokin analiz sonuçları görülmektedir. Genel olarak tüm sitokin seviyeleri 

incelendiğinde, immün yanıtın kombine çözelti (lacivert) ve aktif hedefli etkin madde 

yüklü nanopartiküllerle (yeşil) artırılmış olabileceği söylenebilir. Bu biyobelirteçlerin 

seviyelerinin doğru ölçümü, bağışıklık tepkilerinin ve birçok hastalık sürecinin 
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derinlemesine anlaşılması için kritik öneme sahiptir. Şekildeki sitokinlerin ayrıntılı 

incelemesi 5.11.6. başlığında yapılmıştır. 

CD8/NK boncuk temelli çoklu analiz kiti ile in vitro numunelerle aynı anda in 

vivo numunelerin de analizi yapılmış, sonuçlar Şekil 4.50.’de verilmiştir. Analizin 

yorumlanmasına ilişkin ayrıntılar Bölüm 5.11.’de yer almaktadır. 

 
Şekil 4.50. İn vivo tümör numuneleri için CD8/NK boncuk temelli çoklu analiz kiti ile 

yapılan sitokin analizi. 

T lenfositlerde bulunan yüzey farklılaşma antijenleri (Cluster of 

Differentiation, CD), T hücre reseptörleri (T Cell Receptor, TCR) ile iletişim halinde 

olarak TCR’nin sinyal iletimini ve antijenik uyarım gücünü artıran hücre yüzey 
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reseptörleridir (251). İmmünoterapinin etkinliği, kit ile sitokin seviyelerinin 

incelenmesinin yanında ayrıca akım sitometri analizi ile değerlendirilmiş ve potansiyel 

biyobelirteçlerin (CD) seviyelerine ilişkin sonuçlar Şekil 4.51.’de sunulmuştur. 

 
Şekil 4.51. İn vivo tümör numuneleri için CD biyobelirteçlerinin akım sitometri ile 

analizi. 
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4.13. Tümör Modelinin Geliştirilmesi, Nanopartiküllerin Uygulanması ve 

Tümörün Değerlendirilmesi 

Nude farelere dorsal flank bölgesinden insan KHDAK hücreleri uygulamasını 

takiben 14. günde tümör çapları kumpas yardımıyla ölçülmüş (tümör çapları ~0,5 cm), 

ek olarak IVIS ile tümörün incelemesi gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.52.). 

 
Şekil 4.52. Farelerde heterotopik tümör gelişiminin IVIS ile takibi. 

Şekil 4.52. incelendiğinde, tümör dokusundaki floresan yoğunluğun yüksek 

olması (tümörün orta bölgesinde kırmızı alan bulunması), tümör hücrelerinin canlı 

kaldığını göstermektedir. Sonuçlar dikkate alınarak tümör geliştirilen fareler, in vivo 

deneylere uygun bulunmuştur. 

Tedaviyi Takiben Tümörün Değerlendirilmesi 

Tümörler uygun büyüklüğe (0,5 cm çap) ulaştıktan sonra altı gruba ayrılan 

humanize CD-1 nude farelere bir hafta aralıklarla PKMH enjeksiyonu yapılmış ve 

farklı tedaviler toplam altı doz olarak kuyruk veninden uygulanmıştır. Tedavi süresi 

boyunca ağırlıklar kaydedilmiş (Şekil 4.54.) ve kumpas yardımı ile tümör çapları 

ölçülmüştür (Şekil 4.55.). Yöntem bölümü 3.2.14.’te bildirilen tedavi protokolleri 

sonunda sakrifiye edilen farelerden çıkarılan tümör dokuları görüntülenmiş ve temsili 

görüntüler Şekil 4.53.’te verilmiştir. Nitel olarak PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N 

KNP (yeşil) ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP (siyah) gruplarında tümör çapında 
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diğer gruplara kıyasla (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP ve kontrol 

grubu) büyümenin daha fazla olduğu gözlenmiştir. Bu gözlem, Şekil 4.55.’teki nicel 

verilerle desteklenmiştir.  

  
Şekil 4.53. Sakrifiye edilen farelerden elde edilen tümör dokularına ilişkin temsili 

görüntüler. 

Farelerin tedavi süresince ölçülen ağırlıkları temel alınarak hazırlanmış olan 

zamana karşı % ağırlık değişim grafiği Şekil 4.54.’te verilmiştir. Sonuçlar 

incelendiğinde, tüm gruplarda farelerin ağırlıklarının deney başlangıcına göre azaldığı 

gözlenmiştir. Ağırlıktaki azalmanın asıl tedavi grubu (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-

anti-EGFR-G-N KNP, kırmızı) ve kontrol grubunda (serum fizyolojik, gri) en az 

olduğu gözlenmektedir. Bu durum, sözü edilen iki gruptaki farelerin refah 

seviyelerinin deney süresince iyi olduğunu göstermektedir. 
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Şekil 4.54. Tedavi süresince farelerin ağırlıklarındaki değişim. 

Tedavi süresince farelerdeki tümör dokusunun boyutunda gerçekleşen 

değişiklikler (% çap değişimi) Şekil 4.55.’te sunulmuştur. Sonuçlar incelendiğinde, 

etkin madde yüklü hedefsiz nanopartikül ve hedefsiz boş nanopartikül gruplarında 

tümör büyüklüğünün başlangıç (0,5 cm) boyutlarına göre yaklaşık % 35-40 artmış 

olduğu, tedavi süresince tümör boyutunda küçülmenin sadece kombine ilaç çözeltisi 

(Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR çözeltisi) ve hedeflendirilmiş kombine etkin 

madde yüklü nanopartikül (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP) (6. 

doz uygulması hariç) gruplarında olduğu gözlenmiştir. 

 
Şekil 4.55. Tedavi sürecince farelerdeki tümör dokusunun boyutlarında değişim 

(**p<0,01; ***p<0,005, t testi ile hesaplanmıştır.). 
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4.14. Biyodağılım Çalışmaları 

Anti-EGFR antikoru ile hedeflendirilmiş veya izotip kontrol antikoru konjuge 

edilmiş (kontrol grubu) floresan işaretli nanopartiküller, iki gruba ayrılan KHDAK 

tümörü geliştirilmiş CD-1 nude farelere (her grup n=3), biyodağılımı kıyaslamak 

amacıyla uygulanmıştır. Enjeksiyon sonrası 14 saatte düşük doz anestezik uygulanan 

fareler IVIS ile görüntülenerek deneyin sonlandırılması uygun bulunmuş, ardından 

yüksek doz anestezik ile sakrifiye edilen farelerden çıkarılan organlar ile tümör 

dokularının floresan görüntülemesi IVIS cihazı ile gerçekleştirilmiştir. Antikor 

konjuge boş nanopartiküllerin biyodağılımına ilişkin sonuçlar aşağıda verilmiştir 

(Şekil 4.56.-4.58.). 

 
Şekil 4.56. Tümör modeli geliştirilen humanize nude farelerin IVIS ile biyolüminesans 

görüntülemesi: A. PLGA-FPI749/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR 
KNP  uygulanan grup; B. PLGA-FPI749/PLGA-His/PLGA-PEG-İzo KNP 
uygulanan grup. 

Şekil 4.56.’daki IVIS görüntüsü incelendiğinde, tümörün istenilen bölgede ve 

boyutta (0,5 cm çapta) oluştuğu görüntüleme ile teyit edilmiştir. Tümörde gözlenen 

ışıma, lusiferaz enzimi içeren A549 hücrelerinin lusiferinle reaksiyonundan 

kaynaklanan biyolüminesans ışımadır. Diğer organlarda herhangi bir ışıma 

gözlenmemesi hücrelerin bu organlara metastaz yapmadığını göstermektedir. 
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Şekil 4.57. Tümör modeli geliştirilen humanize nude farelerde nanopartiküllerin 

organlardaki birikiminin IVIS ile görüntülenmesi: A. PLGA-
FPI749/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP  uygulanan grup; B. 
PLGA-FPI749/PLGA-His/PLGA-PEG-İzo KNP  uygulanan grup. 

IVIS ile organlar ve tümör dokularında gözlenen ışımalara ilişkin (Şekil 4.57.) 

MFI değerleri tespit edilmiş ve Şekil 4.58.’de bir grafik halinde sunulmuştur (252).  

 
Şekil 4.58. Antikor konjuge floresan özellikli nanopartiküllerin biyodağılımı. 

Şekil 4.58. incelendiğinde, aktif hedeflendirilmiş nanopartiküllerin en yoğun 

olarak karaciğer, dalak ve böbreklerde birikim gösterdiği görülmektedir. Hedefli ve 

izotip antikor konjuge nanopartiküllerin çeşitli organ ve dokulardaki birikim davranışı, 

tümör dokusu haricinde benzer bulunmuştur (p>0,05). Elde edilen sonuçlara göre, 

biyodağılım açısından boş hedefli nanopartiküllerin tümör çevresindeki birikimi izotip 

kontrole kıyasla daha yüksek bulunmuştur (p>0,05). 
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5. TARTIŞMA 

 

Tez çalışmaları kapsamında, KHDAK’nin tedavisi amacıyla tümöre aktif 

olarak hedeflendirilmiş kombine etkin madde yüklü polimerik ilaç taşıyıcı nanosistem 

geliştirilmesi planlanmıştır. Tasarlanan sistem başarılı bir şekilde hazırlanarak in vitro 

ve in vivo karakterizasyon çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Bulgular bölümünde 

sunulan sonuçlar, bu bölümde literatürle kıyaslama yapılarak bilimsel olarak 

tartışılmıştır. 

5.1. Galunisertibin Miktar Tayini Yönteminin Geliştirilmesi ve 

Validasyonu 

Tez çalışmaları kapsamında, galunisertib için HPLC ile miktar tayini 

literatürdeki yöntem modifiye edilerek geliştirilmiş ve analitik yöntemin validasyonu 

başarıyla tamamlanmıştır. Galunisertibin henüz aday bir ilaç molekülü olması 

sebebiyle, HPLC analizine ilişkin literatürde sınırlı sayıda veri yer almaktadır. Ding 

ve arkadaşları (166) tarafından gerçekleştirilen HPLC analizinde galunisertib için 

maksimum absorbans (λmax) 235 nm’de elde edilmiştir. Galunisertib için üç boyutlu 

UV spektrum incelemesi (Şekil 4.1., s.87) sonucu elde edilen ʎmax değerinin (242 nm) 

literatür ile uyumlu olduğu belirlenmiştir. Keskin ve düzgün bir pike sahip olan 

galunisertibin alıkonma zamanı 1,608 dakika olarak bulunmuştur. Çalışmalarda tercih 

edilen kolonun (C14 alkil zincirine gömülü bir polar amid grubu içeren ters faz kolon) 

boyunun kısa olması (75 mm) ve sabit fazın fonksiyonelleştirilmiş alkil grupları 

içermesi sebebiyle alıkonma süresinin kısa olması beklenen bir durum olup, zaman ve 

çözücü kaybı açısından üstünlük sağlamaktadır. 0,1-100 μg/mL konsantrasyon 

aralığında gerçekleştirilen doğrusallık çalışmaları sonucunda, çalışılan standart çözelti 

konsantrasyonları ile HPLC analizi sonucu elde edilen pik alanları arasında doğrusal 

bir orantı olduğu tespit edilmiştir. Analize ilişkin bulgular Şekil 4.3.’te (s.88) verilmiş 

olup galunisertibin kalibrasyon doğrusu için korelasyon katsayısı (r2) değeri 0,999 

bulunmuştur. Literatürde de bildirildiği (253) üzere, r2 değeri 1’e ne kadar yakınsa, 

konsantrasyon ve pik alanı arasındaki ilişki o kadar güçlüdür. Sonuçta elde edilen 

bulgular doğrultusunda çalışan konsantrasyon aralığı için HPLC yönteminin 

doğrusallığı gösterilmiştir. Doğruluk çalışmaları düşük, orta ve yüksek (0,5-50-100 
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μg/mL) olmak üzere kalibrasyon aralığında bulunan üç farklı konsantrasyonda 

gerçekleştirilmiş ve % geri kazanım değerlerinin, Tablo 4.1.’de (s.89) verildiği üzere 

% 81-102 arasında olduğu görülmüştür. Geri kazanım değerlerinin, 100 ppm için % 

90-107; 10 ppm, 1 ppm ve 100 ppb için % 80-110 aralığında olması gerektiği 

bildirilmiştir (240, 241). Gereç ve yöntem bölümünde verilen Formül 3.1. kullanılarak 

yapılan hesaplamalara göre, galunisertib için gün içi ve günler arası geri kazanım 

değerleri sınırlar dahilinde bulunarak, geliştirilen miktar tayini yönteminin doğruluğu 

gösterilmiştir. 

Yöntemin kesinliği düşük, orta ve yüksek (0,5-50-100 μg/mL) olmak üzere 

kalibrasyon aralığında bulunan üç farklı konsantrasyonda, tekrarlanabilirlik ve tekrar 

elde edilebilirlik parametreleri ile değerlendirilmiştir. Tekrarlanabilirlik ve tekrar elde 

edilebilirlik çalışmaları kapsamında elde edilen bulgular Tablo 4.2. ve Tablo 4.3.’te 

(s.90) sunulmuştur. Üç konsantrasyon aralığı için hesaplanan % varyasyon 

katsayılarının % 2’ye eşit veya daha küçük olması beklenmektedir (254). 

Değerlendirilen her iki parametre için de varyasyon katsayıları en fazla % 2,2 olarak 

belirlenmiş ve yöntemin tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirliğinin (gün içi ve 

günler arası) sağlandığı tespit edilmiştir. 

Özgünlük çalışmaları kapsamında formülasyonda kullanılan yardımcı 

maddeler olan PVA ve PLGA türevlerinin (PLGA, PLGA-His, PLGA-PEG-Mal) 

formülasyonda kullanılan konsantrasyondaki çözeltileri ve salım ortamı bileşenleri ile 

HPLC analizi gerçekleştirilmiştir. Bu analiz sonucunda, DMSO (tR: 0,62 dk) piki 

haricinde polimerlere ve tampon tuzlarına ilişkin herhangi bir pik gözlenmemiş olup, 

enkapsülasyon etkinliği ve salım çalışmaları kapsamında elde edilen etkin madde 

pikleri ile girişim olmayacağı, geliştirilen yöntemin galunisertib için özgün olduğu 

tespit edilmiştir.  

Duyarlılık çalışmaları kapsamında, etkin maddelerin en düşük konsantrasyonu 

için (0,1 μg/mL) elde edilen kromatogram kullanılarak, HPLC’nin yazılımı yardımıyla 

galunisertib için LOQ değeri 42,64 ng/mL, LOD değeri 12,79 ng/mL olarak tespit 

edilmiştir. Geliştirilen HPLC yöntemi ile ng (nanogram) seviyesinde hassas ve doğru 

bir şekilde ölçüm yapılabildiği gösterilmiştir. Stabilite çalışmaları kapsamında etkin 

maddelerin 0,5-5-100 μg/mL konsantrasyonlardaki çözeltileri hazırlanmış ve 21-25 

°C’de (laboratuvar koşulları) 24 saat bekletildikten sonra analiz edilmiştir. Analizlere 
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ilişkin sonuçlar Tablo 4.4.’te (s.92) sunulmuş olup analiz başlangıcı ve 24 saatte 

yapılan analizler arasında anlamlı fark olmadığı (VK<% 2, p>0,05), galunisertibin 

analiz süresi boyunca kararlı kaldığı gösterilmiştir. 

5.2. Nivolumabın Fragmantasyonu ve Miktar Tayini Yöntemi 

Geliştirilmesi 

Nivolumabın fragmantasyon çalışmaları kapsamında, uygun pH ve sıcaklık 

koşullarında IdeS enzimi ile inkübasyon yapılmıştır. Elde edilen F(ab’)2 ve Fc 

fragmanları, SDS-PAGE jel analizi ile incelenmiş ve sonuçta Şekil 4.5.’te (s.93) 3 

numaralı alanda görüldüğü üzere bütün antikordan (~170-175 kDa seviyesinde 

gözlenen bant) farklı konumlarda iki ayrı bant gözlenmiştir. Antikor yaklaşık 150 kDa 

ağırlığında olmasına rağmen, jel üzerinde ilerlemekte zorlandığı için 180 kDa’a yakın 

bir konumda bant verdiği tespit edilmiştir. Bu duruma benzer sonuçlar indirgen 

olmayan SDS-PAGE jel elektroforez analizinde gözlenebilmektedir (220). Enzimle 

inkübe edilmiş numunenin olduğu bölümde (3 numara) bütün antikora ilişkin bant 

olmaması, fragmantasyon işleminin % 100 verimle başarıldığını göstermektedir. 3 

no’lu numune ayrıntılı incelendiğinde, ~100 kDa seviyesinde F(ab’)2 ve ~27-30 kDa 

seviyesinde Fc bantları gözlenmiştir. Fragmanların yaklaşık molekül ağırlıkları 

dikkate alındığında, enzimin doğru bölgeden kesim yaptığı doğrulanmıştır. Sonuç 

olarak, fragmantasyon başarıyla gerçekleştirilmiş ve analiz sonuçları literatürle 

uyumlu bulunmuştur (255, 256). 

BSA ve fragmante nivolumaba ilişkin kalibrasyon doğruları (Şekil 4.8. ve 4.9., 

s.96) incelendiğinde korelasyon katsayıları 1’e oldukça yakın bulunmuş, bu durum 

çalışılan aralıkta konsantrasyon ve absorbans değerleri arasında doğrusal bir ilişki 

olduğunu göstermiştir. Doğrusallığa ek olarak, oldukça düşük konsantrasyon 

aralığında (1-200 ppm) hassas bir miktar tayini gerçekleştirilebilmiştir. Nivolumab, 

tezin ilk bölümünde fragmante olarak kullanılmış ancak hücre kültürü çalışmalarında 

düşük immün yanıt tespit edilmiş, sonrasında bütün antikorla çalışmalara devam 

edilmiştir. Bütün antikor için sandviç ELISA yöntemi ile miktar tayini yapılmıştır. 

Tablo 4.5. incelendiğinde (s.97) elde edilen eğrinin r2 değeri 1 bulunmuş olup, çalışılan 

konsantrasyon aralığında analiz sonuçlarının doğrusal olacağı kanıtlanmıştır. MSE, 

tahmin edilen sonuçların gerçek sayıdan ne kadar farklı olduğuna ilişkin bilgi 
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vermektedir. Analiz sonucunda elde edilen ortalama kare hatası (MSE) değerinin çok 

küçük olması (0,00005), ELISA ile miktar tayininde gerçek değerlere oldukça yakın 

sonuçlar elde edilebileceğini göstermektedir. Standart sapma ve varyans değerleri de 

0’a oldukça yakın bulunmuş olup, bilindiği üzere bu değerlerin küçük olması analiz 

sonuçlarının güvenilirliğini artırmaktadır. Sonuç olarak, elde edilen kalibrasyon eğrisi 

ile nanopartiküllere enkapsüle olan ve nanopartikülden salınan bütün haldeki 

nivolumab miktarı, bölüm 4.10.2.’de verilen grafiklerde olduğu gibi güvenilir verilerle 

analiz edilebilmiştir. 

5.3. Polimerik Nanopartiküllerin Üretimi ve Karakterizasyonu 

Küresel nanopartiküller çift emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma yöntemiyle 

başarılı bir şekilde üretilmiş, ardından farklı şekilli PLGA temelli nanopartiküller, 

daha önce bölüm 3.2.4.’te belirtildiği şekilde film germe yöntemi ile hazırlanmıştır. 

Deney sonuçları, nanopartikül şeklindeki değişimin filmin germe oranıyla kontrol 

edilebileceğini göstermektedir. Tez kapsamında modifiye edilen film germe işlemi, 

nanopartiküllerin geniş bir en-boy oranında üretilmesini sağlamasına rağmen (86), 

düşük zeta potansiyel değerleri, nanopartiküle yüklü ilacın bir kısmının çoklu yıkama 

işlemlerinden dolayı kaybedilmesi, yüklü ilacın salımında azalma gibi bazı sakıncalar 

içermektedir. Hazırlanan farklı şekillerdeki nanopartiküllere ilişkin karakterizasyon 

çalışmaları, alt başlıklarda ayrıntılı olarak tartışılmıştır. 

5.3.1. Partikül Boyutu, Polidispersite İndeksi ve Zeta Potansiyelin 

Değerlendirilmesi 

Nanopartikül üretimini takiben yapılan ilk karakterizasyon çalışması, partikül 

boyutu ve zeta potansiyeli ölçümüdür. Partikül boyutu ölçümünde en sık kullanılan 

yöntem dinamik ışık saçılımı (DLS) metodu olup, tez kapsamında bu yöntem 

kullanılarak analizler gerçekleştirilmiştir. Dinamik ışık saçılımı, küresel 

nanopartiküller için optimize bir yöntemdir (257). DLS analizinin teorik varsayımına 

göre, boyutu ölçülen partikülle aynı ortalama difüzyon katsayısına sahip olan 

kavramsal bir kürenin çapı tanımlanabildiği için küresel olmayan nanopartiküller için 

ölçülen hidrodinamik çaplar, genellikle gerçek boyutlarla tutarlı olmamaktadır (253, 

254) Dolayısıyla, gerçekleştirilen deneylerde çubuk ve eliptik disk şeklindeki 
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nanopartiküllerin partikül boyutu ölçümlerinin asıl amacı, nanopartikül şeklinde 

değişim sağlanıp sağlanmadığına ilişkin kestirim yapılması ve bu sayede yüksek 

maliyetli olan SEM ve TEM analizleri için seçilecek numunelerin daha doğru bir 

şekilde belirlenebilmesi olmuştur. 

Farklı geometrik şekillerdeki boş ve etkin madde yüklü nanopartiküllere ilişkin 

partikül boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli değerlerine ilişkin Tablo 4.6. 

(s.98) incelendiğinde küresel nanopartiküllere kıyasla daha büyük ve farklı boyutlarda 

çubuk ve eliptik disk şeklinde olduğu varsayılan nanopartiküller tespit edilmiştir 

(p<0,05). Etkin madde içermeyen, boş KNP, ÇNP ve EDNP’lere ilişkin partikül 

boyutları sırasıyla 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 ölçülmüştür (Şekil 4.11., 4.13., 4.15., s.99-101). DLS 

yönteminin çalışma prensibi, dispersiyon ortamı içerisinde Brownian hareketi yapan 

küresel partiküllere gönderilen ışınların saçılma açısı yardımıyla hidrodinamik çapın 

ölçülmesidir (258). En-boy oranındaki değişikliğin (ÇNP ve EDNP) numunelere 

gönderilen lazer ışınlarının, küresel nanopartiküllere kıyasla daha farklı açılarla 

saçılım yapmasına neden olduğu ve bu sebeple ortalama partikül boyutunda bir artışa 

neden olduğu düşünülmektedir. Bu duruma benzer çalışmalar literatürde mevcuttur. 

Örneğin tez çalışmalarımıza benzer şekilde, Choi ve arkadaşları (89) tarafından 

paklitakselin PLGA nanopartiküllerine yüklendiği ve film germe yöntemi ile küresel 

nanopartiküllerden iki farklı şekilde nanopartikülün üretildiği bir çalışmada, DLS 

yöntemi ile analiz sonucunda elde edilen ortalama partikül boyutularının germe oranı 

ile ilişkili olarak yaklaşık 152 nm’den 204 nm ve 257 nm’ye ulaştığı tespit edilmiştir. 

Amini ve arkadaşlarının (197) gerçekleştirdiği bir diğer araştırmada imipenem ile 

fonksiyonelleştirilmiş küresel ve çubuk şeklinde altın nanopartiküller üretilmiş, şekil 

değişikliği DLS ve TEM yöntemleri ile incelenmiştir. DLS sonuçları incelendiğinde 

küresel altın nanopartiküllerin ortalama partikül boyutları yaklaşık 10-15 nm iken daha 

yüksek en-boy oranına sahip çubuk şeklindeki nanopartiküllerin boyutları 40-55 nm 

olarak ölçülmüştür. Nano ZS sonuçları şekil değişimine yönelik bir öngörü olup, TEM 

analizi ile üretilen NP’lerin şekli doğrulanmıştır. Farklı şekildeki nanopartiküllerin 

üretiminde öncü olan Mitragotri ve grubu tarafından yapılan bir diğer çalışmada (259) 

ise küresel polistiren nanopartiküller üretilmiş ve takibinde film germe yöntemiyle 

çubuk ve disk şekline dönüştürülmüştür. DLS analizi ile elde edilen ortalama partikül 
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boyutları sırasıyla küresel, çubuk ve disk şekli için 245 nm, 394 nm ve 293 nm olarak 

bildirilmiş olup, çalışmalarımızla benzer boyut artışları gözlenmiştir. Literatür 

örneklerinden de anlaşılacağı üzere, özellikle küreselden hareketle farklı şekillerde 

NP’lerin hazırlandığı yöntemlerde (örneğin; film germe yöntemi) NP boyutu 

değişmektedir, dolayısıyla DLS analiz sonuçları şekil değişiminin başarıyla 

sağlandığına ilişkin bir gösterge niteliğindedir. Nanopartiküllere galunisertib ve 

fragmante nivolumab yüklenmesini takiben DLS analizleri tekrarlanmış ve etkin 

madde yüklemenin tüm şekiller için partikül boyutu üzerinde bir artışa neden olmadığı 

(p>0,05) belirlenmiştir. Polimerik nanopartiküllerde etkin maddeler polimerin ağsı 

yapısı içerisine enkapsüle olduğu için, boyutta artış olmaması beklenen bir durumdur. 

Nanopartiküllerdeki şekil değişimini doğrulamak amacıyla boş nanopartiküller için 

ayrıca TEM analizi gerçekleştirilmiş, sonuçların yorumlanması bölüm 5.3.3.’te 

yapılmıştır. 

İlaç taşıyıcı sistem olarak nanopartikülerin PDI değerinin 0,2’den küçük olması 

nanopartikül dispersiyonunun monodispers bir dağılıma sahip olduğunu 

göstermektedir (243, 260, 261). Tablo 4.6.’da yer alan PDI değerleri incelendiğinde: 

kombine etkin madde yüklü çubuk nanopartiküller (PDI: 0,37) hariç tüm 

nanopartiküller için PDI<0,2 koşulunun sağlandığı (0,04 ila 0,22 aralığında) yorumu 

yapılabilir. Küresel olmayan nanopartiküllerin PDI değerindeki artışın (p>0,05) üretim 

yöntemi ve filmin uzaklaştırılması amacıyla yapılan çoklu santrifüj işlemlerinden 

kaynaklandığı düşünülmektedir. Patil ve arkadaşlarının (262) yaptığı benzer bir 

çalışmada emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma yöntemiyle hazırlanan küresel 

polimerik (Eudragit® S100) nanopartiküllerinden hareketle film germe yöntemiyle 

çubuk benzeri nanopartiküller üretilmiş, iki farklı şekil için partikül boyutu ve PDI 

değerlerindeki değişim DLS yöntemi ile incelenmiştir. Nanopartiküllerin hem boyut 

(86,29 nm’den 552,4 nm’ye) hem de PDI değerindeki artışın (0,09’dan 0,293’e) 

çalışmalarımızla uyumlu olduğu bulunmuştur. Partikül boyutu ve PDI değerindeki 

artış, küresel NP’lerin film germe işlemi sırasında çubuk benzeri şekle dönüştürülmüş 

olabileceğini düşündürmüş olup, şekil değişimi SEM ve TEM analizleri ile 

doğrulanmıştır. 

Zeta potansiyeli, kolloidal sistemlerin stabilitesi için önemli bir parametre 

olup, küresel, çubuk ve eliptik disk şekline sahip nanopartikül formülasyonlarının zeta 
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potansiyelleri Malvern Nano ZS ile tayin edilmiş ve Şekil 4.12., 4.14., 4.16.’da (s.99-

101) sonuçlara ilişkin grafikler verilmiştir. Zeta potansiyelin mutlak değerinin yüksek 

olması, dispersiyon ortamında bulunan aynı yüklü partiküllerin birbirini iterek 

agregasyonun önüne geçilmesi açısından önemlidir. Yüksek stabilite için zeta 

potansiyelinin ±25 mV’tan büyük olması (263) (bazı kaynaklara göre ±30 mV (264, 

265)) önerilmektedir (263). Boş nanopartiküllerle elde edilen zeta potansiyel değerleri 

küresel nanopartiküller için en yüksek iken (-18,3 mV), eliptik disk şekline sahip 

nanopartiküllerde bu değerin daha düşük olduğu (-12,9 mV) tespit edilmiştir (p>0,05). 

Bu durum literatür ile uyumlu bulunmuştur. Örneğin, Cao ve grubu (195) tarafından 

üretilen küresel PLGA nanopartikülleri film germe yöntemi ile çubuk şekline 

dönüştürülmüş ve zeta potansiyelin yaklaşık -40 mV’den -18,5 mV olarak düştüğü 

(mutlak değer olarak) belirlenmiş, bu durumun da üretim yönteminden kaynaklı NP 

yüzeyinde kalan PVA kalıntılarından olabileceği belirtilmiştir. Genel olarak üç şekil 

için zeta potansiyeli değerleri yüksek stabilite için verilen değerin dışında olmakla 

birlikte, modifiye polimer yapısında bulunan PEG’in, PLGA’nın negatif yükünü (266-

268) nötral değerlere kaydırması nedeniyle daha düşük değerler elde edilmiştir (269). 

Deney sonuçlarımızı destekleyen bir literatür örneği olarak, Pamujula ve 

arkadaşları (270) tarafından meme kanserinde kullanılmak amacıyla hazırlanan PLGA 

nanopartikülleri verilebilir. Bu çalışmada, çeşitli oranlarda (% 5, 10, 15) PEG içeren 

PLGA (50:50) nanopartikülleri çift emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma yöntemiyle 

hazırlanmış ve Nano ZS ile zeta potansiyelleri incelendiğinde sadece PLGA ile 

hazırlanan nanopartiküllerin -26,24 mV gibi yüksek bir zeta potansiyele sahip 

olmasının yanında, % 15 diblok PEG içeren PLGA nanopartiküllerinin -2,8 mV gibi 

neredeyse nötral bir değere sahip olduğu tespit edilmiştir. Zeta potansiyeli en düşük 

olan PEGile PLGA nanopartiküller aynı zamanda en düşük partikül boyutuna (114 

nm) sahip olmasından kaynaklı, meme kanseri hücrelerine (4T1) en yüksek alımı 

göstermiştir. 

KNP ve EDNP formülasyonlarının zeta potansiyeli anyonik iken (mutlak değer 

>10 mV), ÇNP yaklaşık olarak nötrdür (mutlak değer <10 mV). Yıkama işlemleri 

sonrası nanopartikül yüzeyinde kalan yüzey aktif madde (PVA) zeta potansiyeli 

etkileyebilmektedir. PVA içeren film kullanılarak hazırlanan ÇNP ve EDNP’lerin, 

PVA’da bulunan hidroksil grupları (-OH) nedeniyle küresel nanopartiküllere kıyasla 
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daha düşük bir zeta potansiyel değeri göstermiş olduğu düşünülmektedir. Bu durum 

yukarıda da bahsedildiği üzere literatürle uyumlu bulunmuştur (195). Sonuçlar 

neticesinde, PVA kalıntılarının uzaklaştırılması amacıyla film germe sonrası yıkama 

işlemlerinin artırılması gerektiği tespit edilmiştir. Bölüm 4.4.5.’te de görüldüğü üzere 

(s.107 ve s.108) ÇNP ve EDNP’lerde salım KNP’lere kıyasla düşük olup, yıkama 

prosedürü sayısının artırılması (>4 kez) yüklü ilacın daha fazla kaybına ve 

nanopartiküllerde agregasyon problemine sebep olduğu için yıkama prosedüründe 

değişiklik yapılmamıştır. Nano ZS’nin ölçüm prensibi, hem partikül boyutu hem de 

zeta potansiyeli açısından küresel şekiller için optimize olduğu için farklı şekillerdeki 

nanopartiküllerin zeta potansiyeli ölçümüne yönelik elektroakustik ölçüm yöntemi 

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

5.3.2. Enkapsülasyon Etkinliği ve Yükleme Kapasitesinin 

Değerlendirilmesi 

Nanopartiküllere yüklenen etkin madde miktarlarının belirlenebilmesi ve bu 

sayede tezin ileri aşamalarında gerçekleştirilecek in vitro ve in vivo çalışmalarda 

kullanılacak nanopartikül dozunu öngörmek amacıyla enkapsülasyon etkinliği ve ilaç 

yükleme kapasitesi çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Nivolumab fragmanı ve 

galunisertib yüklü PLGA temelli nanopartiküller için elde edilen sonuçlar Tablo 

4.7.’de (s.102) verilmiştir. Galunisertibin, henüz onay almış bir preparatı olmaması 

sebebiyle literatürde sınırlı sayıda nanoboyutlu ilaç taşıyıcı sisteme yükleme çalışması 

bulunmaktadır (273-275). Galunisertibin PLGA nanopartiküllerine yüklenmesine 

ilişkin bir çalışma olmadığı için elde edilen enkapsülasyon etkinliklerinin literatürle 

kıyaslaması yapılamamıştır. Ancak, enkapsülasyon etkinliğinin in vivo doz için yeterli 

olduğu ileri çalışmalarda (in vitro salım ve hücre kültürü çalışmaları) tespit edilmiştir. 

Galunisertibin nanosisteme enkapsüle edildiği nanosistemler genellikle lipit yapılı 

(274, 276) olmakla birlikte polimerik yapılı matrikslerin kullanıldığı çalışmalar da 

bulunmaktadır. Örneğin Huang ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada (275) 

kolorektal kanser tedavisinde kullanılmak üzere galunisertib ve Klorin e6 molekülleri 

ve PEG-blok-poli (2-diizopropilmetakrilat) di blok kopolimeri kullanılarak 

nanopresipitasyon yöntemi ile polimerik nanopartiküller hazırlanmış ve galunisertibin 

yükleme kapasitesi çalışmalarımıza benzer şekilde düşük (% 3,35) bulunmuştır.  
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Antikorların nanopartiküllere yüklenmesi son 10 yılda yaygın hale gelmiş ve 

antikorun hedef bölgeye ulaşana kadar dayanıklı kalmasını sağlamak amacıyla bir 

strateji olarak polimerik nanopartiküller kullanılmıştır. Antikorlar, büyük  

boyutlarından dolayı (~150 kDa (277)), küçük moleküllere kıyasla nispeten düşük ve 

değişken enkapsülasyon etkinliklerine sahiptir. Ek olarak, antikorların tedavi edici 

dozu düşük olduğu için % yükleme kapasitesi ölçümünde birim dönüşümü yapılması 

(µg’dan mg’a) sonuçların çok düşük yüzdede olmasına neden olmaktadır (278). 

Örneğin, Ordikhani ve arkadaşları (72) tarafından anti-PD-1 yüklü mPEG-PLGA 

(50:50) nanopartikülleri çift emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma yöntemiyle 

hazırlanmış ve enkapsülasyon etkinliği ~% 26,2 bulunmuştur. Colzani ve arkadaşları 

(279) tarafından yapılan benzer bir çalışmada ise trastuzumab (MA: 148 kDa) yüklü 

PLGA (50:50) nanopartikülleri çift emülsifikasyon/çözücü buharlaştırma yöntemi 

hazırlanmış ve enkapsülasyon etkinliklerini % 37,5, yükleme etkinliklerini ise % 2,9 

olarak hesaplamışlardır. Aynı yöntemle (çift emülsifikasyon) hazırlanan PLGA 

(50:50) nanopartiküllere bevasizumabın yüklendiği bir diğer çalışmada (280) ise 

enkapsülasyon etkinliği % 82,5 bulunurken, ilaç yükleme kapasitesi % 1,62 

bulunmuştur. Tez kapsamında antikor fragmanı ile çalışılmasının en önemli tercih 

sebeplerinden birisi nanopartiküllere daha yüksek %’de etkin madde 

enkapsülasyonunu sağlamaktır. Bu strateji ile galunisertibin de yükleme etkinliğinin 

artırılması planlanmıştır.  Nivolumab için literatürde F(ab’)2 fragmanının nanosisteme 

yüklendiği bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu durum, tezin özgün yanlarından birisini 

oluşturmaktadır. Literatür incelemesi yapıldığında, fragmante antikorların çoğunlukla 

hedefleme ligandı olarak tercih edildiği görülmektedir (112, 281-283). Yakın 

zamanda, literatürde, fragmante antikorların enkapsülayonuna ilişkin çalışmaların da 

yapılmaya başladığı görülmektedir (284).  

Nivolumab F(ab’)2 fragmanının enkapsülasyon etkinliği (% 59,20) 

galunisertibe (% 9,59) kıyasla anlamlı şekilde yüksek bulunmuştur. Bu durumun 

sebebi, nivolumabın iç su fazına eklenmesi, dolayısıyla dış su fazı ile arasında oluşan 

organik faz engeli sayesinde maddenin dış faza kaçma olasılığının düşmesi olarak 

yorumlanmıştır (285). Yükleme kapasitesi değerleri incelendiğinde ise, yüksek 

enkapsülasyon değerine rağmen yukarıda bahsedildiği üzere antikorların düşük dozda 
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kullanımı sebebiyle düşük yükleme kapasitesi (~ % 0,2) değerleri gözlenmiştir. Bu 

duruma benzer örnekler literatürde mevcuttur. Örneğin, Gdowski ve arkadaşları (278) 

tarafından hazırlanan PLGA (50:50) nanopartiküllerine Annexin A2 antikorunu 

yüklemiş ve enkapsülasyon etkinliğini % 16-22 arasında bulmasına rağmen, yükleme 

kapasitesi değerleri % 0,3-1,12 arasında bulunmuştur. Benzer bir çalışma Caputo ve 

arkadaşları (286) tarafından gerçekleştirilmiş, trastuzumab yüklü PLGA (50:50) 

nanopartiküller için EE ve YK değerleri sırasıyla % 58,7 ve % 1,4 bulunmuştur.  

Tüm bu tartışmanın yanında üç farklı şeklin EE% ve YK% değerleri 

kıyaslandığı zaman, her iki etkin madde için ÇNP ve EDNP üretiminde yer alan çoklu 

yıkama işlemleri sebebiyle nanopartiküllere yüklü/adsorbe olan etkin maddede bir 

miktar kayıp (p>0,05) gözlenmiştir. Sonuç olarak küresel nanopartiküller için EE% ve 

YK% değerleri, in vitro salım sonuçları (Şekil 4.21. ve 4.22., s.107 ve s.108) da 

dikkate alınarak hücre kültürü çalışmaları için yeterli ve uygun bulunmuş olup, ÇNP 

ve EDNP’nin EE ve YK değerleri uygun olmasına rağmen, salım sonuçları dikkate 

alınarak sonraki aşamalar için yetersiz etkinlik gözlenebileceği öngörülmüştür. 

5.3.3. Morfolojik Analiz 

Tez kapsamında, farklı şekillerdeki nanopartiküllerin görüntülenmesi TEM 

analizi ile gerçekleştirilmiştir. Şekil 4.17.’deki (s.103) görüntünün incelenmesi 

sonucunda, PLGA küresel nanopartiküllerinin düzgün yüzey morfolojisine sahip 

oldukları ve küresel/küresele yakın şekil gösterdikleri belirlenmiştir. Nano ZS ile elde 

edilen küresel partikül boyutları (~178 nm) ile TEM görüntülerindeki ölçek 

kullanılarak ölçülen boyutlar kıyaslandığında, beklendiği şekilde TEM ile daha küçük 

boyutlar elde edildiği (~130-140 nm) tespit edilmiştir. DLS yöntemi ile nanopartikülün 

bir dispersiyon ortamı içindeki difüzyon katsayısı baz alınarak hidrodinamik çap 

ölçümü yapılması ve çok sayıda partikül boyutu incelenerek sonuçların ortalama değer 

olarak verilmesi bu farklılığın nedeni olarak verilebilir. Buna karşılık TEM analizinde 

az sayıda partikül incelenmesi, partiküllerin kuru ve tek haldeki geometrik 

boyutlarının ölçümünün yapılması da boyut farkının sebeplerindendir (287, 288). 

Örneğin, nanopartikülün DLS yönteminde kısa veya uzun kenarına göre 

konumlanması, saçılan ışının açısını doğrudan etkilediği için küresel NP’lerdeki gibi 

tek tip bir saçılım görmek mümkün olmamaktadır. Çubuk ve eliptik disk şeklindeki 
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nanopartiküllere ilişkin TEM görüntüleri incelendiğinde (Şekil 4.18 ve 4.19., s.104) 

her iki şeklin başarıyla üretildiği doğrulanmıştır. Hem çubuk hem de eliptik disk 

şeklindeki nanopartiküllerin partikül yüzeyindeki kalıntıların film üretiminde 

kullanılan PVA’ya ilişkin olduğu, yıkama işlemine rağmen bir miktar PVA’nın NP 

yüzeyinden uzaklaştırılamadığı düşünülmektedir.  

5.3.4. DSC Analizi 

Nanopartiküllerin in vitro karakterizasyon çalışmaları kapsamında, DSC 

analizi ile termal özelliklerinin belirlenmesi ve etkin madde enkapsülasyonlarının 

doğrulanması gerçekleştirilmiştir. Elde edilen termogramlar, polimerik matriks 

içindeki etkin madde-polimer etkileşimini tespit etmek amacıyla kullanılmıştır. Şekil 

4.20.’de (s.105) verilen DSC termogramı incelendiğinde, etkin maddelerin fiziksel 

karışımında (yeşil renkli termogram), 218,22 °C’de nivolumab fragmanı; 241,0 °C’de 

ise galunisertibe ilişkin erime pikleri (etkin maddenin erimesine bağlı ekzotermik pik 

(289)) görülmektedir. Analiz sonucunda, galunisertib (245) ve nivolumab için elde 

edilen erime pikleri literatürle uyumlu bulunmuştur. Galunisertibin monohidrat 

formunun literatüre benzer şekilde 130-135 °C arasında verdiği pikin dehidratasyona 

ve faz geçişine bağlı olduğu tespit edilmiştir (290). Bu pik zayıf da olsa boş NP-etkin 

madde fiziksel karışımında (mavi renkli termogram) gözlenmekle birlikte, 

nanopartiküllerde enkapsülasyona bağlı olarak kaybolmuştur. Literatürde, antikorlar 

için genellikle 70-90 °C’de erime pikleri gözlenmekte (291, 292) ancak antikorun 

bütün veya fragmante halde olması erime derecesini değiştirmektedir (293). 

Nanopartikül numunesinde (kırmızı renkli termogram) etkin maddelere özgü piklerin 

bulunmadığı gözlenmiştir. Bu durum enkapsülasyonun başarıyla gerçekleştiğini 

göstermektedir (294, 295). 

5.3.5. İn Vitro Salım Çalışmaları 

72 saat süresince gerçekleştirilen salım çalışması sonucu elde edilen profiller 

değerlendirildiğinde, küresel nanopartiküllerden hem galunisertib (Şekil 4.21., s.107) 

hem de nivolumabın (Şekil 4.22., s.108) çubuk ve eliptik disk şekilli nanopartiküllere 

kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir farkla (p<0,05) yüksek salımı gözlenmiştir. Bu 

durumun birincil sebebi, farklı şekillerde nanopartiküllerin üretimi sırasında yapılan 
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çoklu yıkama işlemleri sonucu nanopartiküle enkapsüle ve/veya adsorbe olan etkin 

maddelerin bir bölümünün kaybedilmesidir (89). Sonuca yönelik, kombine etkin 

madde yüklü ÇNP ve EDNP’lerden germe işlemi sonrası yapılan yıkama 

işlemlerinden elde edilen süpernatanlar toplanarak analiz edilmiş ve yıkamada 

kaybedilen etkin madde miktarları, başlangıçta enkapsüle olan etkin madde miktarının 

~% 5’i olarak ölçülmüştür. Farklı şekillerdeki nanopartiküllerin yüzeyindeki PVA 

tabakasının yıkama ile tamamen uzaklaştırılamadığı, bu sebeple nanopartiküllerin 

yüzeyinde kalan PVA’nın salım için bir sterik engel oluşturduğu da düşünülmektedir 

(195). Ek olarak, partikül şeklinin herhangi bir üretim yönteminden bağımsız salım 

profilinde farklılık oluşturduğunu gösteren çalışmalar da bulunmaktadır (89, 296-298). 

Örneğin, Yan ve arkadaşları (297) tarafından tümör tedavisinde kullanılmak üzere 

hazırlanan çubuk ve kuyruklu yıldız şeklindeki hidroksikamptotesin yüklü PEG-b-

PLGA nanopartikülleri hazırlanmış ve diyaliz membran yöntemi ile pH 7,4 

koşullarında salım çalışması gerçekleştirilmiştir. Polimerik kabuk sebebiyle kontrollü 

ve uzun süreli salım sağlayan NP’ler için elde edilen salım profilleri incelendiğinde, 

400. saatin sonunda nanoçubuklardan yüklü ilacın % 90 salımı gerçekleşirken, 

kuyruklu yıldız şeklindeki NP’lerden salımın % 70’lerde kaldığı gözlenmiştir. Bir 

diğer çalışmada, Gharebaghi ve grubu (298) meme kanseri tedavisi amacıyla 

metotreksat yüklü küresel ve solucan benzeri şekilde PEGile polikaprolakton NP’ler 

hazırlamış ve diyaliz membran yöntemi ile pH 7,4 koşullarında salım analizi 

gerçekleştirmiştir. Solucan benzeri NP’lerin kümülatif salımda platoya 120 saat içinde 

ulaştığı, küresel NP’lerin ise daha hızlı salım yaparak platoya 72 saat içinde ulaştığı 

belirlenmiştir. 

Antikor, peptit/protein gibi makromoleküllerin enkapsüle/konjuge olduğu 

PLGA nanosistemlerle yapılan salım çalışmaları incelendiğinde, birkaç haftaya kadar 

uzayabilen salım profilleri gözlenmiştir (278, 299, 300). Tez kapsamında nivolumabın 

salım profilini iyileştiren yaklaşımlardan faydalanılmıştır. Örneğin, çalışmalarımız 

kapsamında tercih edilen polimer bileşimi hidrofobik yapıdaki galunisertib ve 

hidrofilik yapıdaki nivolumabın optimum salımını sağlayacak şekilde (50:50 

PLA:PGA, PEGile) seçilmiş ve üçlü polimer bileşimi etkin maddelerin optimum 

salımını sağlayacak şekilde belirlenmiştir. Ek olarak nanopartiküllerin yüzeyi PEG ile 

modifiye ederek hidrofiliklikliği artırılmıştır (301). Bir diğer yaklaşım olan histidin 
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konjuge PLGA polimeri sayesinde, tümör mikroçevresindeki düşük pH koşullarında 

salım hızlandırılmıştır. pH duyarlı polimerlerle hazırlanan nanosistemlerin, düşük 

pH’da daha hızlı parçalandığı ve etkin madde salımının pH 7,4 ortamına kıyasla daha 

hızlı gerçekleştiği bilinmektedir (302). Her iki etkin madde için salım profilleri 

incelendiğinde pH 6,8 ortamında etkin madde salımının, pH 7,4 ortamına kıyasla daha 

yüksek olduğu görülmekte olup, bu durum literatürle uyumlu bulunmuştur (303, 304). 

Geliştirilen nanopartiküllerin, in vitro koşullarda düşük pH’da artan etkin madde 

salımı göstermesi, tümör mikroçevresini taklit etmesi açısından değerli bir bulgu 

özelliği taşımaktadır. Buna rağmen, tek başına in vitro salım sonuçlarından yola 

çıkılarak salım profili hakkında kesin bir sonuca ulaşmak mümkün değildir. Her ne 

kadar salım çalışmaları sırasında sink koşulu sağlanmış olsa da nanopartiküllerin in 

vivo uygulamadaki davranışını, fizyolojik etkileşimleri birebir taklit etmek olanaksız 

görülmektedir. Genellikle, in vitro çalışmalarla elde edilen sonuçlar ile in vivo 

çalışmalar arasında farklılıklar gözlenebilmektedir (305). 

5.4. Farklı Şekillerdeki Nanopartiküllerin İn Vitro Sitotoksisite 

Çalışmaları 

Şekil değişikliğinin PLGA nanopartiküllerinin toksisitesini etkileyip 

etkilemediğini araştırmak için planlanan MTT çalışmaları, 10-500 μg/mL 

konsantrasyon aralığında, 24 ve 48 saat olarak iki zaman noktasında, L929 hücreleri 

üzerinde gerçekleştirilmiştir. Şeklin toksisite üzerine etkisi incelendiğinde (Şekil 4.23, 

s.109), uygulanan nanopartikül miktarına bağlı olarak her iki zaman noktasında üç 

şekil için de tüm konsantrasyonlarda benzer hücre canlılıkları bulunmuştur (p>0,05).  

Toksisitede şekle bağlı fark gözlenmesi için üç grup arasında hücre içine 

alımların farklı olması gerekmektedir. Literatürde benzer şekilde, silika, altın veya 

polistiren temelli nanopartiküllerin farklı şekillerinin kıyaslandığı çalışmalarda şeklin 

küreselden çubuklara, silindirlere, disklere veya solucan benzeri geometrilere 

dönüştürülmesi hücre canlılığını anlamlı derecede etkilememiştir (306-309). Örneğin, 

Zhao ve arkadaşlarının (296) gerçekleştirdiği bir çalışmada yaklaşık 150 nm boyuttaki 

etkin madde içermeyen küresel (AR:~1), kısa çubuk (AR: ~2) ve uzun çubuk (AR: ~4) 

şeklindeki mezopor silika nanopartiküllerin insan kolon karsinoma (Caco-2) hücreleri 

üzerindeki toksisiteleri incelenmiş ve üç şekil için de 50-1000 ppm konsantrasyon 
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aralığında benzer ve düşük toksisite profili gözlenmiştir. Farklı şekillerdeki 

nanopartiküllerin hücre içine alım süresi ve miktarı bazı durumlarda istatistiksel 

açıdan anlamlı farklılık gösterebilmektedir. Bu kapsamda, sağlıklı hücreler üzerinde 

özellikle en-boy oranı yüksek olan nanopartiküllerin küresel olanlara kıyasla daha 

yavaş hücre içine alındığını gösteren çalışmalar da mevcuttur (279, 280). 

5.5. Farklı Şekillerdeki Nanopartiküllerin Hücre İçine Alımının 

Değerlendirilmesi 

Kontrol grubu ve farklı şekillerdeki nanopartiküllerin akım sitometri ile analizi 

yapılmış ve sonuçlar MFI cinsinden sayısal olarak ifade edilmiştir (Şekil 4.24., s.110). 

MFI değerleri üç farklı şekil için kıyaslandığı zaman, en yüksek hücre içine alımı 

küresel nanopartiküllerin gösterdiği belirlenmiştir. Nanopartiküllerin hücrelerle 

etkileşimi ve endositozu nanopartikül şekli ile doğrudan ilişkilidir (74, 78). KNP’lerin, 

ÇNP ve EDNP’lere kıyasla hücreler tarafından daha yüksek alım oranı temas açısı ile 

açıklanabilir. Nanopartikülün hücre ile temas eden en geniş yüzeyi ile hücre membranı 

arasındaki açı (temas açısı, θ), nanopartiküllerin hedef hücre içine alımı 

amaçlandığında dikkate alınması gereken önemli bir parametredir. Küresel NP’ler tüm 

açılardan bakıldığında simetrik bir şekle sahip olduğu için, temas açısından (θ) 

bağımsız olarak hücre içine alınmaktadır. Bununla birlikte, çubuk, eliptik disk, iğne 

vb. şekillerde olan yüksek en-boy oranına sahip nanopartiküller ise uzun ekseni hücre 

membranında dik konumlandığı zaman hücreye daha hızlı alınırken, uzun eksen 

membrana paralel konumlandığında alım yavaşlamaktadır (310). Deney sonuçları 

incelendiğinde, EDNP’lerin (AR: 7,5±0,5) ÇNP (AR: 4,0±0,5) ve KNP (AR:~1,0)’lere 

kıyasla daha yavaş hücre içine alınması, NP’lerin en-boy oranları arasındaki fark ile 

ilişkilendirilmiştir. Özellikle, yüksek AR değerine (~20) sahip partiküller uzun 

eksenleri hücre membranına paralel olacak şekilde hizalanmakta ve dolayısıyla hücre 

içine alımları daha yavaş olmaktadır (310). Örneğin Zhang ve arkadaşlarının 

gerçekleştirdiği bir çalışmada (83) küresel (AR:~1, 90 nm boyut) ve iğne (AR: ~18, 

30 nm boyut) şeklindeki PLGA-PEG nanopartiküllerin insan karaciğer kanseri 

(HEPG2) hücrelerine alımı incelenmiş ve küresel NP’lerin iğne şeklindeki NP’lere 

kıyasla hücre içine iki kattan daha fazla alındığı belirlenmiştir. Tüm bu bilgiler 

doğrultusunda, literatürde aksini gösteren çalışmalar (259, 311, 312) olmakla birlikte 
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genel görüş; küresel nanopartiküllerin çubuk, tüp veya fiber gibi yüksek en-boy oranlı 

NP’lere kıyasla hücre içine daha kolay alındığı yönündedir (310, 313). Küresel şekilli 

partiküllerin fagositik hücreler tarafından alımı, farklı şekilli NP’lerden daha yüksek 

olmakla birlikte, diğer hücreler (örneğin; kanser hücreleri) tarafından alımı da daha 

kolay olmaktadır (314). Tez kapsamında gerçekleştirilen KHDAK hücreleri içine alım 

deney sonuçları, yukarıda bahsedilen literatür örneklerini destekler niteliktedir. 

Hücre içine alımın değerlendirilmesi amacıyla ek olarak floresan mikroskop 

ile görüntüleme yapılmış ve nanopartiküllerin KHDAK hücrelerine giriş özellikleri 

kalitatif olarak da tayin edilmiştir. Polimerin (mPEG-PLGA-FKR560) floresan 

özelliği kullanılarak elde edilen ışıma şiddetleri dikkate alındığında, nanopartiküllerin 

KHDAK hücresi içine girme yeteneği, küresel>çubuk>eliptik disk şeklinde 

sıralanmaktadır. Bu durum akım sitometri analiz sonuçlarını destekler nitelikte olup, 

küresel PLGA nanopartiküllerin A549-Luc2 hücrelerine giriş yeteneğinin en yüksek 

olduğunu göstermektedir. Nanopartiküllerin hücrelerle etkileşiminde şeklin yanında 

boyut ve zeta potansiyelin de etkisi bulunmaktadır. Hazırlanan nanopartiküller farklı 

boyut ve zeta potansiyellere sahip olduğu için hücre içine alımda bu iki fizikokimyasal 

parametrenin de etkili olma olasılığı dikkate alınmalıdır. Nötral veya zayıf yüklü (<10 

mV) NP’lere kıyasla, yüksek pozitif veya negatif zeta potansiyele sahip NP’ler, çeşitli 

hücre tiplerinde farklı alım davranışları gösterebilir (74). Pozitif yüklü nanopartiküller 

hücre yüzeyindeki negatif yüklü proteoglikanlara bağlanarak hücresel alıma olumlu 

yönde etki edebilirken (313, 315, 316) aksine, fagositik hücreler anyonik NP’lerin 

alımını daha fazla tercih etmektedir (51). Ancak genel görüşün aksine, belirli koşullar 

altında, negatif yüklü nanopartiküller, yüzeyinde pozitif yüklü proteinleri taşıyan 

hücrelere bağlanabilir ve bu durum bir hedefleme stratejisi olarak kullanılabilir (317).  

Bu durumun bir örneği olarak, Patil ve arkadaşları (318) tarafından hazırlanan negatif 

yüklü (-42,5 mV) seryum oksit NP’lerin, insan akciğer adenokarsinom hücreleri 

(A549) tarafından pozitif yüklü muadillerine (+41,6 mV) kıyasla daha yüksek oranda 

alımı bildirilmiştir. Hücresel membranın negatif yüklü olmasına rağmen katyonik 

alanlar da bulundurmasının, negatif zeta potansiyele sahip seryum oksit NP’lerin 

belirtilen katyonik alanlara bağlanarak hücre yüzeyinde daha yüksek oranda 

birikmesine sebep olduğu düşünülmektedir. Tez kapsamında, aynı hücre hattı 

kullanarak gerçekleştirdiğimiz hücresel alım deneyine ilişkin sonuçlar incelendiğinde, 
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en yüksek negatif zeta potansiyel değerine sahip olan küresel (Tablo 4.6.) NP’lerin 

KHDAK hücreleri tarafından en yüksek oranda alım göstermesi, Patil ve grubu 

tarafından yapılan çalışma sonuçlarını destekler niteliktedir. EDNP’nin (-12,9 mV) 

ÇNP’ye (-0,62 mV) kıyasla yüksek negatif zeta potansiyele sahip olmasına rağmen 

daha düşük hücresel alım göstermesinin sebebinin ise NP boyutlarının farklılığından 

kaynaklandığı düşünülmektedir. Her iki NP’ye ilişkin TEM görüntülerinden hareketle 

hesaplanan AR değerleri (EDNP: ~7,5; ÇNP: ~4,0) kıyaslandığı zaman EDNP’lerin 

uzun kenarının ÇNP’ye kıyasla daha büyük olmasının hücre içine alımı yavaşlattığı 

düşünülmektedir. 

Çalışmalarımızda üç farklı şekildeki NP’lerin her biri farklı boyutta olduğu için 

boyuta bağlı bir alım da söz konusudur. Literatürde, nanopartiküllerin tümör hücreleri 

tarafından boyuta bağlı alım gösterdiğini bildiren çalışmalar mevcuttur (319-322). İlaç 

taşıyıcı nanosistemlerde, EPR etkisinden yararlanarak tümöre hedefleme amacıyla 

genellikle 50-200 nm boyutlarında nanopartiküller tercih edilmektedir (242). Bu 

literatürü destekleyen bir çalışma Choi ve arkadaşları (319) tarafından 

gerçekleştirilmiştir. Çalışmada, farklı boyutlarda (70, 100, 200, 400, 600, 1000 nm) 

floresan özellikli kumarin-6 yüklü PLGA nanopartiküllerinin epitelyal karsinoma 

hücrelerine alımı (4 sa) incelenmiş ve partikül boyutu küçüldükçe tümör hücrelerine 

alımın arttığı, en yüksek hücre içine alımın 70 nm boyutuna sahip NP’lerde gözlendiği 

belirlenmiştir. Bir diğer çalışmada, Tang ve arkadaşları (323) tarafından iki farklı 

boyutta (50 ve 200 nm) üretilen silika nanokonjugatları floresan görüntüleme amacıyla 

rodaminle işaretlenmiş ve serviks kanser hücre hattı (HeLa) ile hücre içine alım 

çalışmaları 1 saat inkübasyon süresi ile gerçekleştirilmiştir. Sonuçta 50 nm 

boyutundaki NP’lerin 200 nm’ye kıyasla tümör hücreleri içine alımının daha yüksek 

olduğu belirlenmiştir (p<0,05). Tez kapsamında hazırlanan farklı şekillerdeki NP’lerle 

literatüre benzer sonuçlar elde edilmiş; şekilden bağımsız düşünüldüğünde, en küçük 

partikül boyutuna sahip KNP’lerin A549 hücrelerine alımı en yüksek bulunmuş, en 

büyük boyuta (TEM görüntüleri dikkate alındığında) sahip EDNP’lerin alımı en düşük 

bulunmuştur. Sonuç olarak, hücresel alımda deney sonuçlarının değerlendirilmesinde, 

nanopartiküllerin en önemli fizikokimyasal parametrelerinden olan partikül boyutu, 

zeta potansiyel ve partikül şekli bir bütün olarak incelendiğinde, sonuçlar literatürle 

uyumlu bulunmuş olup küresel şeklin hedefli ilaç taşıyıcı sistem olarak 
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kullanılmasının üstünlük sağlayabileceği değerlendirilmiştir. 

5.6. Biyodağılım Çalışmaları 

Biyodağılım çalışmaları, heterotopik tümör geliştirilmesini takiben polimer 

çözeltisi ile küresel, çubuk ve eliptik disk şeklindeki NP’lerin CD-1 nude farelere 

(n=3) uygulanmasıyla gerçekleştirilmiştir. Uygulamayı takiben 16. saatte sakrifiye 

edilen farelerin çeşitli organ ve tümör dokuları çıkarılarak IVIS cihazında 

görüntülemesi (Şekil 4.27., s.112) gerçekleştirilmiştir. IVIS görüntülerinden elde 

edilen ortalama floresans yoğunluklar ile oluşturulan grafik (Şekil 4.28., s.113) 

incelendiğinde, polimer çözeltisinin tümör ve karaciğerde yüksek miktarda biriktiği 

tespit edilmiştir. Polimerin çözelti halinde olduğu durumlarda, NP’lere kıyasla küçük 

olması sebebiyle hızlı bir eliminasyona uğraması ve bu sebeple karaciğerde birikmesi 

beklenen bir durumdur (324). Çubuk şeklindeki nanopartiküllerin diğer iki şekle 

kıyasla tümör dokusunda en fazla birikim yaptığı görülmektedir, ancak bu durum 

istatistiksel açıdan değerlendirildiğinde, üç şekil arasında anlamlı bir fark olmadığı 

(p>0,05) tespit edilmiştir. Kıyaslamalar, ikili gruplar halinde (küresel-çubuk, küresel-

eliptik disk, çubuk-eliptik disk, Mann Whitney U Testi) ve üç grup aynı anda 

değerlendirilecek şekilde (Kruskal-Wallis Testi) yapılmıştır. Farklı şekiller için diğer 

organlardaki MFI değerleri de istatiksel açıdan değerlendirilmiş ve herhangi bir 

organda birikim açısından anlamlı bir fark gözlenmemiştir (p>0,05). Bu durum, 

çalışmamızda tercih edilen PLGA/PLGA-His/mPEG-PLGA-FKR560 polimeri ile 

üretilmiş farklı şekillerdeki nanopartiküllerin, KHDAK tümörü geliştirilmiş CD-1 

nude farelerde benzer biyodağılım davranışına sahip olduğunu göstermektedir. 

Akiyama ve arkadaşları (325) iki farklı AR değerine sahip (1,7 ve 5,0) çubuk şeklinde 

PEGile altın nanopartikül hazırlayarak kolon kanseri geliştirilmiş farelere uygulamış 

ve 72 saat sonunda nanopartiküllerin biyodağılımlarını değerlendirmiştir. Her iki 

nanopartikül de tümör dokusunda çalışmalarımızda olduğu şekilde benzer biyodağılım 

göstermiştir. Bir diğer çalışmada, Shao ve arkadaşları (326) küresel (AR:1,0-1,2), kısa 

çubuk (AR:2,0-2,5) ve uzun çubuk (AR:3,5-4,0) manyetik mezopor silika 

nanopartiküller hazırlamış ve karaciğer kanseri geliştirilmiş farelerde iki farklı zaman 

noktasında (3 ve 24 sa) biyodağılımlarını değerlendirmiştir. Kısa çubuk 

nanopartiküller her iki zaman noktasında küresel NP’lerle benzer tümör birikimi 
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gösterirken, uzun çubuk NP’ler istatistiksel olarak anlamlı olarak daha yüksek birikim 

göstermiştir. Her üç şekil de kalp ve akciğerde iki zaman noktasında benzer 

biyodağılım göstermiştir. Sonuçta, tez kapsamında hazırlanan üç şekil arasında en-boy 

oranı farklı (KNP:1, ÇNP:4, EDNP:7,5) olmasına rağmen biyodağılımın önemli 

derecede etkilenmediği, en-boy oranının artırılmasının (~20) anlamlı farkın 

gözlenmesine etki edebileceği düşünülmektedir (296). Şekle ek olarak farklı 

fizikokimyasal parametrelerin de (boyut, yüzey özellikleri vb.) biyodağılıma etkileri 

göz ardı edilmemelidir. 

İn vivo deneylerde istatistiksel anlamlılığın gözlenebilmesi için önemli bir 

parametre denek sayısıdır. Literatürde n=3 olarak gerçekleştirilen biyodağılım 

çalışmaları (327-329) olmakla birlikte biyodağılım sonuçlarında standart sapmanın 

yüksek olması sebebiyle denek sayısının artırılmasının sonuçların anlamlılığına 

olumlu katkı yapabileceği düşünülmektedir. Tez çalışmasında, biyodağılımı analiz 

etmek için tek bir zaman noktası (16. saat) incelenmiştir. Farklı zaman noktalarında 

analiz yapmanın ve denek sayısını artırmanın birikim oranının daha doğru saptanması 

için faydalı olacağı düşünülmektedir (328). Örneğin Jasinski ve arkadaşlarının (330) 

yaptığı bir araştırmada benzer boyutlarda ancak üç farklı şekildeki (kare, üçgen ve 

beşgen yapılı) RNA nanopartikül için biyodağılım çalışmaları yapılmış, çalışmada 12 

ve 24 saatte organlardaki birikim değerlendirilmiştir. 12 saatte organlar arası anlamlı 

birikim farkı bulunurken 24 saatte benzer birikimler gözlenmiştir. Bu çalışma, zaman 

noktalarının dinamik bir süreç olan biyodağılım üzerine etkisini göstermektedir. 

5.7. Optimum Şeklin Belirlenmesi 

Üç şekil kıyaslandığında, küresel nanopartiküllerin partikül boyutu hem boş 

hem de etkin madde yüklü nanopartiküller için optimum olarak belirlenmiştir. Boyut, 

nanopartiküllerin fagositozu için kritik bir parametredir. Araştırmalarda, intravenöz 

enjeksiyon yoluyla uygulanacak formülasyonlar için çoğunlukla 2 ila 200 nm arasında 

partikül boyutlarının tercih edildiği gözlenmektedir. Büyük nanopartiküller (>200 nm) 

makrofajlar tarafından yüksek alıma uğrayacağı için EPR etkisinden 

faydalanılamayacak (96, 327, 328) ve sonuçta tümörde birikimi düşük seviyede 

kalacaktır (322). Tez kapsamında üretilen ÇNP ve EDNP’nin partikül boyutlarının 200 

nm üzerinde (TEM incelemesi) olmasının, şekle bağlı fagositozdan kaçış yeteneğinin 
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beklenildiği şekilde sağlanamamasına (Karaciğerde birikme: EDNP>ÇNP>KNP, 

p>0,05) ve sonuçta tümör dokusunda küresellere kıyasla anlamlı derecede yüksek 

birikim sağlanamamasına neden olduğu düşünülmektedir. Etkin madde yüklü NP’lere 

hedefleme ligandının konjugasyonu yapıldığı zaman partikül boyutunun daha da 

artacağı düşünüldüğünde (331-333), ÇNP ve EDNP’nin büyük boyutları sebebiyle 

RES’ten kaçamama ve tümör mikroçevresinde düşük birikim gibi risklere sahip 

olduğu tespit edilmiştir. Ancak, literatür incelemesi yapıldığında, küresel NP’lerin 

makrofajlar tarafından fagositozunun, benzer boyuttaki yüksek AR’li partiküllerin 

alımına kıyasla daha fazla olduğu gözlenmektedir (310). Örneğin, Geng ve grubu 

tarafından yapılan bir çalışmada (334), en-boy oranı yaklaşık 4 olan 100 nm 

uzunluğundaki nano zincirlerin bir RES organı olan karaciğerdeki birikme oranı, 

benzer boyuttaki (100 nm hidrodinamik çap) nanokürelere kıyasla önemli ölçüde daha 

düşük bulunmuştur. Nano zincirlerin yüksek en-boy oranı, RES'ten kaçmayı ve daha 

uzun süre kan dolaşımında kalmayı ve bu sayede tümör dokusuna nanokürelerden daha 

yüksek birikimi sağlamıştır [91]. Bu çalışmada partikül boyutları sabit tutularak 

sadece şeklin biyodağılım üzerindeki etkisi incelenmiştir. Koşullar, tez kapsamında 

ürettiğimiz nanopartiküllerde geçerli olmadığı için (farklı şekil ve farklı partikül 

boyutu) birebir kıyaslama yapmak mümkün olmamaktadır.  

Zeta potansiyel değerleri incelendiği zaman küresel nanopartiküllerin ÇNP ve 

EDNP’lere kıyasla kolloidal stabilitesinin daha yüksek olduğu gözlenmektedir. 

Üretim yöntemi açısından kıyaslama yapıldığında, küresel nanopartiküllerden 

hareketle film germe yöntemi kullanılarak germe, ısıtma, yıkama vb. ek işlemler ile 

çubuk ve eliptik disk şeklinde NP’ler üretilmekte, bu durum hem zaman hem de 

maliyet açısından bir yük oluşturmaktadır. Ek olarak, üretim sırasında yüklü olan 

galunisertib ve nivolumabın bir bölümü de kaybedildiği için (daha düşük 

enkapsülasyon etkinliği) gerekli NP miktarında artışa neden olacaktır. Bu bakış açısı 

ile tıbbi ürün olma potansiyeli yüksek olan şekil küresel olarak belirlenmiştir. 

İn vitro salım analizi sonuçları, ileri aşamalarda gerçekleştirilecek olan hücre 

kültürü ve in vivo deneylerlerin takip edeceği yolu tahmin etmek açısından önemli bir 

ön değerlendirme sağlamaktadır. Partiküllerin yeterli düzeyde etkin madde salımı 

gerçekleştirememesi durumunda aktif hedefleme tek başına terapötik etki açısından 

yetersiz kalacaktır. ÇNP ve EDNP’ye kıyasla, KNP’lerin her iki etkin madde için daha 
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yüksek salım yüzdesine sahip olması (p<0,05) in vivo deneyler için kritik bir 

parametredir. Üç şekil de sağlıklı hücreler üzerinde benzer toksisite göstermiş olup, 

kanser hücreleri tarafından benzer oranlarda alınmıştır. Biyodağılım sonuçları 

kıyaslandığı zaman, her üç NP, KHDAK tümör modeli oluşturulan CD-1 nude 

farelerde tümör dokusunda benzer birikim yapmıştır.  

Borzęcka ve grubu (335) tarafından küresel ve çubuk olarak iki farklı şekilde 

ve dört farklı boyutta (100 nm küresel-AR:1; 200 nm çubuk-AR:1,9; 400 nm çubuk-

AR:2,4; 500 nm çubuk-AR:4,9), foto duyarlaştırıcı madde konjuge mezopor silika 

nanopartiküller hazırlanmış ve mesane kanseri hücre hatlarında (HT-1376 ve UM-UC-

3) hücre içine alımları ve fototoksisiteleri incelenmiştir. Her iki hücre hattında da en 

düşük hücre içine alım küresellerde gözlenirken, en yüksek hücre içine alım 400 nm 

boyuttaki çubuk NP’lerde gözlenmiştir. Hücresel alım sonuçları dikkate alındığında 

küresel NP’lerin en düşük fototoksisite değeri göstermesi beklenirken, aksine küresel 

NP’ler en yüksek antitümör etkinlik gösteren grup olmuştur. Bu sonuçların çalışma 

grubu tarafından yorumlanması, tez çalışmalarımıza benzer şekilde, kıyaslanan 

NP’lerin şeklin yanında başka parametrelerin de farklılığından (yüzeydeki foto 

duyarlaştırıcı madde konsantrasyonu, NP boyutu ve zeta potansiyel, hücre tipi vb.) 

kaynaklandığı şeklinde yapılmıştır. 

Cao ve arkadaşları (336) tarafından farklı lipit bileşimleri (kısa ve uzun zincir) 

ile benzer zeta potansiyel (-12 ile -15 mV arasında) ve partikül boyutu değerlerine 

sahip küresel (~72-95 nm) ve yıldız şeklindeki (~81-122 nm) NP’ler hazırlanmıştır. 

Karaciğer kanseri hücreleri (HepG2) ile gerçekleştirilen hücresel alım deneyine göre 

yıldız şeklindeki nanopartiküller küresellere kıyasla istatistiksel açıdan anlamlı 

derecede yüksek alım göstermiş ve bu sonuçlar in vivo biyodağılım verileri (artmış 

tümör birikimi) ile desteklenmiştir. Bu çalışmada NP bileşiminde kullanılan kısa ve 

uzun zincirli lipitlerin yıldız şeklindeki nanopartiküllerde oluşturduğu kol benzeri 

yapıların artmış yüzey alanı sağlaması ve bu sayede hücrelerle daha iyi etkileşim ile 

artmış hücresel alım gösterdiği yorumu yapılmıştır. 

Barua ve arkadaşları tarafından yapılan bir diğer araştırmada küresel çubuk ve 

disk şeklinde polistiren nanopartikülleri hazırlanmış, NP’lerin üç farklı meme kanseri 

hücresine (BT-474, SK-BR-3 ve MDA-MB- 231) alımları incelenmiştir. Hücresel 

alımda şeklin yanında aktif hedeflemenin de etkisini değerlendirme için ayrı bir grup 
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olarak hedefleme ligandı olarak trastuzumab üç şekildeki NP’lere adsorbe edilmiştir. 

BT-474 hücreleri üzerinden değerlendirme yapıldığında, yüzeyde hedefleme ligandı 

bulunmadığı durumlarda hücresel alım sırasıyla küre>çubuk>disk bulunmuş; ligand 

adsorpsiyonu sonrası ise çubuk>disk>küre şeklinde alım olduğu belirlenmiştir. Çubuk 

şeklinin küresellere kıyasla daha yüksek alım göstermesinin, NP yüzeyindeki 

hedefleme ligandlarının tümör hücreleri ile daha fazla etkileşime girmesinden 

kaynaklandığı belirtilmiştir. 

Literatür örneklerinden de anlaşılacağı üzere farklı şekillerin kıyaslandığı 

çalışmalarda NP boyutu, zeta potansiyel, yüzey modifikasyonunun yanı sıra, çalışılan 

hücre hattı, hazırlanan NP materyalinin tipi (metalik, polimerik vb.) sonuçlarda 

farklılık oluşturabilmektedir. İncelenen her çalışma diğerlerine kıyasla özgünlük 

göstermekte dolayısıyla genel bir sonuca varmak için şekil dışındaki diğer tüm 

parametrelerin aynı tutulması gerekliliği olmaktadır.  

Günümüzde, geleneksel küresel nanopartiküller, üretim ve karakterizasyon 

kolaylıkları nedeniyle literatürde sözü edilen diğer şekillere (çubuk, üçgen, yıldız, disk 

vb.) kıyasla baskın NP şekli olmaya devam etmektedir. Sonuç olarak, farklı şekillerde 

nanopartiküller için elde edilen tüm deney sonuçları, Tablo 4.8. (s.114) ve literatür 

örnekleri incelendiğinde tezin sonraki aşamaları için optimum özelliklere sahip 

olduğuna karar verilen nanopartikül şekli küreseldir. 

5.8. A549 Hücrelerinde EGFR Ekspresyonunun Gösterilmesi 

Kanser tedavisindeki zorluklardan birisi, tümör hücreleri üzerinde 

nanopartikülleri hedefleyecek derecede spesifik ve yüksek oranda reseptör 

bulunmamasıdır. EGFR ekspresyon seviyeleri KHDAK alt tiplerinde farklılık 

gösterebilmektedir (337). Reseptör ekspresyonunun hedef dokuda yüksek olması aktif 

hedefleme için yeni bir umut ışığı olmakta ve dolayısıyla antikor aracılı hedeflemenin 

kullanılmasına olanak sağlamaktadır. Tez kapsamında, aktif hedeflendirme amacıyla 

anti-EGFR antikorunun nanopartiküllere konjuge edilmesi planlanmıştır. 

Hedeflemenin başarıyla sağlanacağından emin olmak için ligandın (anti-EGFR 

antikoru) bağlanması planlanan reseptörün (EGFR) tezde çalışılan hücre hattında 

(A549-Luc2 insan KHDAK hücre hattı) hangi oranda eksprese edildiğini belirlemek 

kritiktir. Deney sonucunda elde edilen % 94’e yakın ekspresyon oranı (Şekil 4.29., 
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s.117), anti-EGFR ile konjuge edilen nanopartiküllerin tümöre aktif 

hedeflendirilmesinde önemli bir başarı ölçütüdür. Ek olarak, EGFR antagonistlerinin 

metastatik KHDAK’nin tedavisi amacıyla kullanıldığı da bilinmektedir (173). 

Nanopartiküllere konjuge edilen anti-EGFR antikoru, yüksek ekspresyon oranı 

sayesinde EGFR’ye istenilen seviyede bağlanabilir ve tümör hücrelerinin büyümesini 

yavaşlatarak antikanser etkinlik de sağlayabilir (338). Sözü edilen bu etki, tezin ileri 

aşamalarında yürütülen in vitro ve in vivo deneylerle ayrıca tartışılmıştır. 

5.9. Antikor Konjugasyon Çalışmaları 

Tez kapsamında, PLGA temelli nanopartiküllere aktif hedefleme amacıyla, 

anti-EGFR antikoru konjuge edilmiştir. Polimerdeki maleimit grubu ile tiyole anti-

EGFR arasında tiyoeter bağı (bir tür kovalan bağ) oluşturulmuştur. Kovalan 

konjugasyon, fiziksel konjugasyona kıyasla daha kararlı, tekrarlanabilir ve geri 

dönüşümsüz olduğu için, hedefleme ligandlarının nanopartiküllere bağlanması 

amacıyla sıklıkla tercih edilen bir yaklaşımdır. Bu özelliklerine ek olarak fiziksel 

konjugasyonun aksine kan bileşenleri hedefleme ligandıyla rekabet etmediği için in 

vivo koşullarda hedefleme başarısı daha yüksektir (112). Konjugasyonda kullanılan 

anti-EGFR antikoru protein yapıda olup, konjugasyon etkinliğini belirlemek amacıyla 

BCA analizi gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla BCA kit protokolüne uyularak BSA ile 

yapılan analiz sonucu kalibrasyon denklemi y = 0,0052x+0,0342 şeklinde bulunmuş 

ve r² = 0,9917 olarak hesaplanmıştır. Konjugasyonu sonrasında süpernatanlar 

kullanılarak BCA testi ile indirekt yolla hesaplanan konjugasyon etkinliği 

değerlendirildiğinde (% 94,88±0,31), konjugasyonun başarı ile gerçekleştirildiği 

sonucuna ulaşılabilir. Konjugasyon verimliliğinin yüksek olması, tümöre aktif 

hedeflendirmede anahtar rol oynamaktadır. 

Wilhelm ve arkadaşları (339) tarafından 2005-2015 yılları arasındaki seçilmiş 

pasif ve aktif hedeflendirilmiş nanoboyutlu ilaç taşıyıcı sistem çalışmalarının (117 adet 

çalışma bildirilmiş) incelemesi yapılmış, sonuçta uygulanan nanopartikül dozunun 

yalnızca yaklaşık % 0,7’sinin solid (katı) tümörlere ulaşabildiği tespit edilmiştir. Daha 

ayrıntılı inceleme yapıldığında, aktif hedefleme özelliğine sahip nanopartiküllerin 

(ilaç yükleme etkinliği % 0,9) pasif hedefli olanlara kıyasla (ilaç yükleme etkinliği % 

0,6) hedef bölgeye çok küçük bir farkla (% 0,2 fark) daha yüksek ilaç taşıma etkinliği 
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gösterdiği tespit edilmiştir. Tez kapsamında, literatürde yoğun çalışmalara rağmen 

düşük tedavi başarısının gözlendiği bir alan olan solid tümörlerde aktif hedeflemeye 

yönelik bir nanosistem geliştirilmiş ve hedeflemenin tümör dokusu çevresinde 

birikimini artırdığına yönelik in vivo bulgular elde edilmiştir. 

Hedefleme başarısında önemli bir parametre, nanopartikül yüzeyindeki ligand 

yoğunluğudur. Yüksek ligand yoğunluğunda, avidite kurallarına göre bağlanma 

olasılığı artacağı için nanopartiküllerin hedef reseptöre daha iyi bağlanması 

beklenmelidir (340) ancak ligand yoğunluğunun artmasının; NP’nin hayalet (stealth) 

özelliğini kaybetmesi, EPR etkisini azaltacak şekilde hidrodinamik çapının büyümesi, 

ligandın NP’nin hedef hücrelerle bağlanmasını engelleyecek ölçüde sterik engel 

oluşturması gibi sakıncaları mevcuttur. Bu kapsamda değişken ligand yoğunluğuna 

sahip nanopartiküllerin hücresel alımı veya tümör hedeflenmesine ilişkin yapılan in 

vitro çalışmalar incelenmiş ve sonuçta ligand yoğunluğunun artmasının hücresel 

bağlanmada bir üst sınıra kadar arttığı, belirli bir seviyeden sonra sabit veya azalmış 

bir bağlanma gözlendiği tespit edilmiştir (340). İn vivo sistemler, in vitro deney 

düzeneklerine kıyasla çok daha karmaşıktır ve nanopartiküllerin RES’ten kaçarak 

tümör dokusuna ulaşması için çok fazla fizyolojik engel bulunmaktadır. Bu sebeple in 

vitro çalışmalardan farklı olarak in vivo ortamda nanopartikül üzerindeki hedefleme 

ligandı yoğunluğunun artırılmasının, tümör dokusundaki reseptöre ulaşma ve 

reseptöre bağlanma özelliğini artırdığı gösterilmiştir (341, 342). Tez kapsamında 

gerçekleştirilen konjugasyon deney sonuçları incelendiğinde, % 100’e yakın bir 

konjugasyon verimliliğinin elde edilmesi, tezin devamında gerçekleştirilecek in vivo 

deneylerdeki aktif hedefleme başarısı için olumlu bir öngörü niteliği taşımaktadır. 

Konjuge Nanopartiküllerin İn Vitro Karakterizasyonları 

Yukarıda bahsedilen önemli kriterler göz önünde bulundurularak yüksek 

verimle konjuge edilmiş boş ve etkin madde yüklü nanopartiküllerin hazırlanmasını 

takiben in vitro karakterizasyon çalışmaları yapılmıştır. Tablo 4.10.’daki (s.120) 

partikül boyutu ölçümleri değerlendirildiğinde, antikor konjugasyonu yapılmamış boş 

nanopartiküllerin ~167 nm, anti-EGFR konjuge edilmiş boş nanopartiküllerin ise ~198 

nm boyuta sahip olduğu belirlenmiştir. Nanopartiküllerdeki boyut artışının 

konjugasyon sebebiyle olduğu tespit edilmiş, boyut artışı literatürle uyumlu 
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bulunmuştur  (70, 332, 333, 343). Konjuge olan ve olmayan boş NP’ler arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir boyut farkı bulunmamıştır (p>0,05). Antikor konjuge, 

kombine etkin madde yüklü nanopartiküllerin partikül boyutu (~178 nm), aktif 

hedeflendirmenin temelini oluşturan pasif hedeflendirme (EPR etki) için (<200 nm) 

uygun bulunmuştur (344). Nihai formülasyonda, nivolumabın bir bölümü 

nanopartikülün içerisine yüklenmiş, bir bölümü ise nanopartikülün yüzeyine adsorbe 

ettirilmiştir. Sonuçta elde edilen partikül boyutu boş konjuge nanopartiküllere kıyasla 

yaklaşık 20 nm küçük olup, iki formülasyon arasında istatistiksel açıdan anlamlı boyut 

farkı bulunmamıştır. Literatür incelemesi yapıldığında, tez çalışmalarımıza benzer 

şekilde, çeşitli boyutlardaki (küçük veya makromolekül) etkin maddelerin 

yüklenmesini takiben partikül boyutunun benzer kaldığı (345, 346) veya daha düşük 

olduğu (347, 348) durumlarla karşılaşılmıştır. Bölüm 5.3.1.’de bahsedildiği gibi, 

nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemlerin homojen partikül boyutu dağılımına sahip 

olması için PDI değerinin 0,2’den küçük olması gerekmektedir (243). Konjuge boş 

nanopartiküllerde PDI değerinde artış gözlenmiş ancak her üç formülasyon 

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

KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP) için PDI değerleri 

0,2’nin altında ve hedefe uygun bulunmuştur. PDI değerinin yükselmesinin bir sebebi, 

nanopartiküllere uygulanan çoklu santrifüj (örneğin; konjugasyon için ek santrifüj 

işlemi uygulanması) ve redispersiyon işlemleri nedeniyle oluşan agregasyon 

problemidir (349-351). Şekil 4.33.’te (s.121) görüldüğü gibi konjuge boş 

nanopartiküllerdeki agrege partikül yüzdesi toplam popülasyonun % 3,4’ünü 

oluşturmaktadır. Kombine etkin madde yüklü konjuge nanopartiküller için PDI değeri 

0,04 bulunmuştur. Özetle nihai formülasyonda monodispers bir dağılım sağlandığı 

düşünülebilir. 

Konjuge olan (Şekil 4.34., s.122) ve olmayan (Şekil 4.32., s.121) boş 

nanopartiküller yaklaşık -20 mV zeta potansiyel değerine sahiptir. Yüzey yükünün 

mutlak değer olarak 20 mV veya daha yüksek olması formülasyonun fiziksel açıdan 

stabil olduğunun bir göstergesidir (352). Kombine etkin madde yüklü konjuge 

nanopartiküller için ise -28,4 mV zeta potansiyel değeri elde edilmiştir, bu durum, 

formülasyonun uzun süreli saklama koşullarında stabilitesini koruyacağına ilişkin 

bilgi sağlamaktadır. Boş konjuge nanopartiküllere kıyasla zeta potansiyelinin daha 
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negatif hale gelmesi, negatif yüke (353, 354) sahip olan nivolumabın NP yüzeyine 

adsorpsiyonu sebebiyle beklenen bir durumdur. Konjugasyona ve etkin madde 

enkapsülasyonuna bağlı zeta potansiyel değişimi kıyaslandığı zaman, istatistiksel 

açıdan anlamlı bir fark gözlenmemiş olsa da (p>0,05) zeta potensiyelin nihai 

formülasyonda mutlak olarak en yüksek değere sahip olması, ilaç taşıyıcı sistemin hem 

in vitro hem de in vivo koşullarda dayanıklılığını göstermektedir. Konjugasyonda 

antikor kullanılmasına rağmen PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP ile PLGA/PLGA-

His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP arasında zeta potansiyel değerleri (~ -20 mV) 

benzerdir. Bu durumun bir sebebi, anti-EGFR’nin nivolumaba kıyasla daha düşük 

dozda kullanılması ve bu sebeple nanopartikülün yüzey yüküne daha az etki etmesi 

olabilir. Bir diğer sebep, anti-EGFR konjugasyonunun kovalan bağlarla 

gerçekleşmesine bağlı olarak polimer-antikor etkileşimlerinin NP yüzeyinde düzenli 

ve seyrek olmasına karşılık (340) nivolumabın adsorpsiyonun zayıf etkileşimler ile 

gerçekleşmesi olabilir. Antikorun NP yüzeyindeki konumlanmasının rastgele ve 

yüzeyi kaplayacak şekilde olması, yüzey yükünde daha büyük bir değişime sebep 

olabilir (355). 

Tez kapsamında, anti-EGFR konjuge nanopartiküllerin görüntülenmesi SEM 

analizi ile gerçekleştirilmiştir. Şekil 4.37. (s.123) incelendiğinde, gerçekleştirilen 

analiz sonucunda, üzüm salkımı benzeri kümeleşmiş haldeki nanopartiküllerin 

küresel, pürüzsüz bir yüzeye sahip olduğu ve homojen dağılım gösterdiği 

görülmektedir. Ek olarak, SEM görüntülerinin literatürde PLGA temelli, peptit/antikor 

konjuge nanopartikül görüntüleri ile uyumlu oldukları tespit edilmiştir (219, 356, 357). 

Konjugasyon işleminin yükleme etkinliğine olan etkisini incelemek amacıyla, 

BCA, ELISA ve HPLC yöntemleri ile analizler gerçekleştirilmiştir. Tablo 4.11. 

(s.124) incelendiğinde, galunisertibin konjuge olmayan nanopartiküllerde % 9,59 olan 

EE% değeri konjugasyon sonucu % 7,53’e düşmüş, nivolumabın konjuge olmayan 

nanopartiküllerde % 59,20 olan EE değeri % 50,26’ya düşmüştür. Bu durumun 

konjugasyon prosedürü sırasında etkin maddenin salımından kaynaklandığı 

düşünülmektedir (358, 359). Konjugasyon sırasında nanopartiküller bir dipsersiyon 

ortamında belirli bir süre manyetik karıştırıcıda olduğu için nanopartikül 

yüzeyinde/yüzeyine yakın bölümde olan ilacın salımı olmuş olabilir. Nivolumabın 

nanopartiküllere bütün halde yüklenmesi amacıyla çeşitli denemeler gerçekleştirilmiş, 
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ilk denemelerde salım özelliği düşük bulunarak iç su fazına ek olarak yüzeye 

adsorpsiyon yapılması kararlaştırılmıştır. Bu sayede, enkapsülasyon etkinliğinin de 

sadece iç faza yüklemeye kıyasla artırılması sağlanarak % 70,89 olarak tespit 

edilmiştir. İn vitro salım analizi tümör mikroçevresini simüle etmek amacıyla pH 5,5 

(360) ve fizyolojik pH’yı simüle etmek amacıyla 7,4 ortamlarında, konjuge olmayan 

nanopartiküllerle aynı yöntemle gerçekleştirilmiştir. Tümör mikroçevresinin 5,5-7,4 

aralığında olduğu bilinmekte olup (361) pH:5,5 tamponu kanserli dokuyu taklit etmek 

için salım çalışmalarında sıklıkla tercih edilmektedir (362-364). Enkapsülasyon 

etkinliğinin artırılması (hem iç su fazına yükleme hem de NP yüzeyine adsorpsiyon 

ile) bütün yapıdaki nivolumabın salım profilinin fragmante nivolumab ile 

karşılaştırılabilir (p>0,05) hale getirilmesini sağlamıştır. Ek olarak, galunisertib 

enkapsülasyonu % 10,77 değeri ile iyileştirilmiştir (p>0,05). 

Şekil 4.38.’de (s.125), galunisertib için salım profili incelendiğinde, antikor 

konjuge NP’lerde tümör mikroçevresini taklit eden pH 6,8 ortamında 48 saat sonunda 

% 100 salım gerçekleşmiştir. Aynı koşullarda antikor konjugasyonu olmayan 

NP’lerden galunisertib salımı 72 saat sonunda % 100’e erişmektedir. Antikor konjuge 

edilmiş NP’lerde galunisertibin ilk 24 saatteki salımı % 60’lardan % 25’lere 

gerilemiştir. Bu durum, yüzeye adsorbe olan ve/veya nanopartiküllerin yüzeyinin 

yakınında bulunan ilacın, konjugasyon amacıyla yapılan yıkama ve karıştırma 

işlemlerinde kaybedilmiş olması ile ilişkilendirilebilir (70). Ek olarak, NP’lerin 

yüzeyine makromoleküllerin konjugasyonu ile polimerin yapısal karmaşıklığı arttığı 

için etkin maddenin nanosistemden salımı zorlaşmış olabilir (295). Fragmante 

nivolumabın in vitro salım profili (Şekil 4.38.) incelendiğinde antikor 

konjugasyonunun ve pH’nın salım üzerindeki etkisinin anlamlı olmadığı (p>0,05) 

görülmektedir. Şekil 4.39.’da (s.126) bütün nivolumab ve galunisertibin yüklü olduğu 

konjuge NP’lerin salım profilleri verilmiş olup, pH 5,5 ortamında nivolumabın 96 saat 

sonunda % 100 salıma ulaştığı gösterilmiştir. Bütün nivolumabın, fragmante 

nivolumab yüklü NP’lerle benzer salım profiline sahip olduğu (p>0,05) görülmektedir. 

İn vitro salım deneyi sonuçları KİNETDS 3.0 uygulaması kullanılarak analiz edilmiş 

ve hem galunisertib hem de nivolumabın tüm koşullarda nanopartikülden salım 

profilinin Weibull salım kinetiğine uygun olarak gerçekleştiği belirlenmiştir. Weibull 

modeli, hem ani hem de uzatılmış salım yapan ilaç taşıyıcı sistemlerin salım kinetiğini 
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inceleme açısından uygun bir modeldir (365, 366). Sonuç olarak, geliştirilen 

formülasyon kapsamında hazırlanan NP’lerden her iki etkin madde de ani salım 

yapmadan kontrollü salım göstermiştir.  

5.10. İn Vitro Sitotoksisite Çalışmaları 

Antikor çözeltisi, konjuge olmayan ve anti-EGFR konjuge boş 

nanopartiküllerin A549 hücreleri üzerindeki sitotoksisiteleri MTT analizi ile 

değerlendirilmiştir. 24, 48 ve 72 saat sonunda elde edilen hücre canlılıkları 

incelendiğinde (Şekil 4.40., s.127) tüm zaman noktaları ve tüm konsantrasyonlar için 

antikor konjuge nanopartiküllerin in vitro antikanser etkinliği daha yüksek (p<0,05) 

bulunmuştur. Bu deneyden yola çıkarak antikor konjuge edilmiş boş nanopartiküllerin 

anti-EGFR antikoruna kıyasla KHDAK tümör hücrelerini öldürmede daha başarılı 

olduğu söylenebilir. Bu durum, nanopartiküle yüklü etkin maddelerin yanında 

hedeflendirme ligandından kaynaklı da bir antikanser etkinlik sağlandığını 

göstermektedir. Çalışmamıza benzer bir araştırma, Qian ve arkadaşları (248) 

tarafından gerçekleştirilmiştir. Setuksimab tek başına ve altın nanopartiküllere 

konjuge halde A549 hücrelerine uygulanmış ve grupların sitotoksisitesi CCK-8 (Cell 

Counting Kit 8) yöntemi kullanılarak analiz edilmiştir. Antikorun tek başına sitotoksik 

etkisinin zayıf kaldığı, altın nanopartiküllere konjuge edildiğinde toksisitesinin arttığı 

tespit edilmiştir. Aynı gruplar in vivo olarak da nude farelerde geliştirilen KHDAK 

tümör modeli ile araştırılmış, setuksimab konjuge nanopartiküller, setuksimab 

çözeltisine kıyasla tümör boyutunda daha fazla küçülme sağlamıştır (p<0,05). 

Tasarlanan immünoterapötik nanopartikül ilaç taşıyıcı sistemin hedeflendirme ligandı 

olan anti-EGFR antikorundan antikanser etki elde edilmesi tez önerisinde de 

belirtilmiş olup tezin özgün değerleri arasında yer almaktadır. Bu yönüyle amaçlanan 

hedefe başarıyla ulaşılmıştır. Setuksimabın tek başına KHDAK tedavisinde yetersiz 

kalması sebebiyle paklitaksel, karboplatin, sisplatin, gemsitabin ve anti-PD-1 gibi 

çeşitli kemoterapötik/immünoterapötiklerle kombine kullanımı günümüzde 

araştırılmaya devam etmektedir (367, 368). 
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5.11. PD-1 ve TGF-β İnhibisyonunun T Hücre İmmün Yanıtlarına Olan 

Etkisinin Değerlendirilmesi 

PD-1/PD-L1 etkileşimi, bağışıklık hücrelerinin kanser hücrelerine karşı 

savunma yapmasını önleyen bir kontrol mekanizması olduğu için, bu etkileşimi bloke 

eden antikorlar (tez kapsamında, nivolumab), tümör mikroçevresindeki tükenmiş T 

hücrelerini yeniden canlandırmaktadır (369). Ancak, yakın zamanda gerçekleştirilen 

çalışmalar, TGF-β’nın tümörle ilişkili fibroblast aktivitesini modüle ederek tümör 

stromasındaki kolajen liflerin miktarını artırdığını; yoğun lifli tabakanın ise lenfosit 

infiltrasyonunu (tümör dokusuna T lenfositlerin giriş kabiliyeti) azaltarak immün 

gözetimden kaçmaya neden olduğunu göstermiştir. Bu durumda tümör anti-PD-1/PD-

L1 tedavisine yanıt vermemekte, çözüm olarak TGF-β sinyal yolunun antagonize 

edilmesi anti-PD-1/PD-L1 terapötik direncini önemli ölçüde kırarak antitümör 

immünoterapinin etkinliğini artırmaktadır (370).  Dolayısıyla bu deneylerde kombine 

ilaç çözeltisi/nanopartikülerde artmış bir immün yanıt sağlaması beklenmektedir. 

İmmün yanıtın önemli göstergelerinden biri sitokin seviyelerinde gözlenen 

değişimlerdir. Kanser patofizyolojisi henüz tam aydınlatılamadığı için sitokinlerin 

immün yanıttaki aktive/inhibe edici etkileri henüz netleşmemiştir. Örneğin, IL-10 

kanserde T hücreleri üzerinde hem aktive edici hem de inhibe edici bir role sahiptir 

(371). Yine de yapılan bazı çalışmalarda ortak görüşler mevcuttur. Örneğin, Andorsky 

ve arkadaşları (372) tarafından lenfoma hücre hatlarında anti-PD-L1’in immün 

yanıtlara olan etkisi akım sitometri ve ELISA ile analiz edilmiştir. PD-L1 blokajının 

inflamatuar sitokinler olan IFN-γ, granülosit makrofaj koloni uyarıcı faktör, IL-1, IL-

6, IL-8, IL-13, TNF-α seviyelerini artırdığı belirlenmiştir. Niu ve grubu (373) 

tarafından karaciğer kanseri geliştirilen farelerde anti-TGF-β/VEGF bispesifik antikor 

ile kombine olarak anti-PD-1 uygulanmasını takiben T hücre immün yanıtları akım 

sitometri ile analiz edilmiştir. Tümöre infiltre olan CD8+ T hücrelerinin miktarında 

artış gözlendiği, bu hücrelerdeki IFN-γ, CD25+, CD69+ ve granzim B seviyelerinin 

toplam T hücre popülasyonuna oranla arttığı belirlenmiştir.  

 Bu kapsamda PKMH canlılık, T hücre proliferasyon ve sitokin analiz 

sonuçları tartışılmıştır. Sitokin analizlerinin yüksek maliyetli olması sebebiyle ön 

denemeler yapılarak etkin madde ve polimer konsantrasyonlarının deneye uygunluk 

durumları değerlendirilmiştir. 
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Tez kapsamında, immün sistem hücrelerinin yeniden aktive edilerek bağışıklık 

yanıtının güçlendirilmesi amaçlandığı için çalışılan etkin madde ve polimerlerin 

PKMH hücreleri üzerinde toksik etki göstermeyen dozda kullanılması gerekmektedir. 

Bu sebeple ön denemeler gerçekleştirilerek PKMH’lere uygulanabilecek polimer ve 

etkin madde konsantrasyonunun belirlenmesi amaçlanmıştır. İmmün yanıt 

deneylerinde kullanılacak PKMH’lerde ölüm oranının en fazla % 15 olması tolere 

edilmektedir (250, 374). T hücre immün yanıt deneyinin 72 saatlik inkübasyon ile 

yapılması planlanmıştır, dolayısıyla bu deneyin ön koşulu, PKMH canlılıklarının 72. 

saatte % 85’ten yüksek olmasıdır. Bu amaçla farklı konsantrasyonlarda galunisertib 

çözeltileri PKMH hücrelerine uygulanmış ve Şekil 4.41. (s.129) incelendiğinde, 

galunisertibin sitotoksik etki göstermeyen (72 saatte en yüksek konsantrasyonda 

canlılık % 40’a kadar düşmekte), güvenli aralıkta çalışılabilecek en yüksek 

konsantrasyonu (24, 48 ve 72 saat için % 80 üzerinde canlılık sağlayan konsantrasyon) 

50 µM olarak belirlenmiştir.  

Galunisertibin i.v. uygulamaları yakın zamanda denenmiştir, ancak literatürde 

farklı etkin madde ve polimerlerle hazırlanan kombinasyonların uygulamasında 

kullanılan dozun doğrudan teze uyarlanması mümkün olmamıştır. Dolayısıyla tez 

kapsamında in vivo dozun belirlenmesinde özellikle hücre kültürü çalışmaları dikkate 

alınmıştır. Yine de galunisertib için literatürde kullanılan i.v. dozu (5-50 mg/kg) (274, 

275) dikkate alınarak, bu konsantrasyonların nanopartikül içerisinde sunulabilmesi 

için daha fazla nanopartiküle ihtiyaç duyulacağı tespit edilmiş olup, daha yüksek 

polimer konsantrasyonlarda (275-2200 µg/mL) deney tekrarı yapılmıştır (Şekil 4.42.). 

Şekil 4.42. (s.129) incelendiğinde düşük konsantrasyonlarda (275-1100 µg/mL) 

nanopartiküller için kontrol grubuna kıyasla PKMH canlılığında önemli bir düşüş 

gözlenmemiştir (p>0,05). 2200 µg/mL konsantrasyonunda PLGA/PLGA-His/PLGA-

PEG-anti-EGFR KNP’nin canlılık değerlerinde keskin bir düşüş gözlenirken (% 

93’ten % 70,5’a) nivolumab yüklü konjuge nanopartiküller en yüksek 

konsantrasyonda dahi % 82 gibi kabul edilebilir bir hücre canlılığı sağlamıştır. 

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

PEG-anti-EGFR-N KNP, T hücre proliferasyonu açısından değerlendirilmiş (Şekil 

4.43., s.130), 2200 µg/mL konsantrasyonda her iki grubun T hücre çoğalma yüzdeleri 

% 70’in altında kalırken, daha düşük konsantrasyonlardaki proliferasyon değerleri, 
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kontrol grubuna yakın (p>0,05) ve sonraki deneyler için uygun bulunmuştur. Canlılık 

ve proliferasyon deneyleri birlikte yorumlandığında 1100 µg/mL ve daha düşük 

konsantrasyonlarda NP’lerin in vivo deneylerde güvenle kullanılabileceği 

belirlenmiştir. 

5.11.1. PD-1 Bloklama Deneyleri 

T hücreleri üzerinde bulunan PD-1 reseptörlerinin İKNİ aracılı bloke edilmesi 

ile PD-1/PD-L1 sinyalizasyonu engellenmekte ve baskılanmış efektör T hücre 

yanıtları yeniden sağlamaktadır (375). Dolayısıyla tez kapsamında bütün haldeki 

nivolumabtan hareketle IdeS enzimi kullanılarak üretilen F(ab’)2 fragmanının da PD-

1 reseptörünü başarıyla inhibe etmesi, tedavi etkinliği için gereklidir. Ön denemelerde 

fragmante antikorla immün yanıt alınamadığı tespit edilmiş olup anti CD3/CD28 

boncukları ile uyarılan T hücrelerine bütün ve fragmante nivolumab uygulanarak PD-

1 bloklama deneyleri gerçekleştirilmiştir. Deneyin ilk bölümünde nivolumab (bütün 

veya fragmante) ile bloke olmayan reseptörler, ortama floresan işaretli anti-PD-1 

antikoru eklenmesini takiben akım sitometri analizinde daha yüksek MFI değerleri 

gözlenmesine neden olmaktadır. Sonuçta, bloke olmayan PD-1 reseptör seviyeleri 

(Şekil 4.44., s.130) incelendiğinde, fragmante nivolumabın CD3+ T hücreleri üzerinde 

kontrol grubu ile benzer bir etkisi mevcut olup PD-1 reseptörlerini bloke edemediği, 

aksine bütün haldeki nivolumab ile PD-1 reseptörlerinde blokaj olduğu tespit 

edilmiştir. Bu sebeple, bütün nivolumab nanopartiküllere yüklenerek yeniden PD-1 

blokaj seviyeleri değerlendirilmiştir. Nivolumab yüklü nanopartiküllerin, çözelti ile 

benzer etki gösterme durumları incelendiğinde (Şekil 4.45., s.131), kontrol ve boş 

nanopartikül grubuna kıyasla hem nivolumab çözeltisi hem de nivolumab yüklü 

nanopartiküllerde PD-1 blokajı olduğu belirlenmiştir. Nivolumabın nanopartiküle 

yüklenmesi durumunda PD-1 bloklama kapasitesinde çözelti grubuna kıyasla bir 

miktar azalma gözlenmesine rağmen devam ettiği tespit edilmiştir. Boş 

nanopartiküllerde ise kontrol grubuna benzer sonuç elde edilmiş olup bloklama 

olmadığı söylenebilir. Sonuç olarak nivolumabın bütün halde yüklü olduğu 

nanopartiküller, in vivo deneylerde terapötik amaçlı kullanılmak üzere uygun 

bulunmuştur. 
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PD-1 bloklama deneyindeki gruplar (nivolumab çözeltisi, PLGA/PLGA-

His/PLGA-PEG KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-N KNP) için T hücre 

proliferasyon deneyleri yapılmış (Şekil 4.46., s.132) ve sonuçta kontrol grubu ve boş 

NP’ye kıyasla nivolumab içeren gruplarda (çözelti ve etkin madde yüklü NP) reseptör 

blokajı sonrası beklenen şekilde proliferasyonun daha fazla olduğu tespit edilmiştir. 

Bu durum bütün nivolumabın immün yanıt üzerindeki etkinliğini doğrulamaktadır. 

Sonuç olarak, bütün antikor yüklenerek revize edilen formülasyon, in vivo deneyler 

için uygun bulunmuştur. 

Bu deneyin anlamlılığının bir ölçüsü, çalışılan hücre hattının (A549-Luc) PD-

L1 ekspresyon seviyesidir. Yapılan klinik araştırmalarda KHDAK teşhisi konulan 

hastaların % 24-60’ında PD-L1 reseptörünün eksprese olduğu belirlenmiştir. 

Nivolumabla tedaviye rağmen, hastalardan düşük yanıt alınmasının bir sebebi olarak 

düşük reseptör seviyeleri gösterilmektedir (376). Tez kapsamında çalışılan hücrelerin 

elde edildiği kaynağa bağlı olarak PD-1 ve PD-L1 ekspresyon seviyesi 

değişebilmektedir. Yan ve arkadaşları (377) tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada, 

sağlıklı ve akciğer kanseri tanısı almış hastaların immün yanıtla ilişkili reseptör (PD-

1 ve PD-L1) seviyeleri incelenmiştir. Sağlıklı kişilere kıyasla akciğer kanseri 

hastalarında hem PD-1 hem de PD-L1 reseptörlerinin anlamlı derecede arttığı tespit 

edilmiştir. Yine aynı çalışmada, çeşitli akciğer kanseri hücre hatlarının reseptör 

seviyeleri ayrı ayrı incelenmiş; sonuçta A549 hücrelerinin PD-1 ve PD-L1 reseptör 

ekspresyon seviyeleri normal akciğer fibroblast hücreleri (MRC-5) ile kıyaslandığında 

daha yüksek bulunmuştur (p>0,05) (377). Yan ve grubunun yapmış olduğu çalışmaları 

destekler nitelikte, yapılan son araştırmalarda KHDAK de dahil melanoma, karaciğer, 

tiroit gibi çeşitli kanser hücreleri üzerinde de PD-1 reseptör ekspresyonu olabildiği 

ancak bu reseptörlerin T hücrelerde olan davranışın aksine tümör baskılayıcı 

fonksiyonu olduğu tespit edilmiştir. Bu durumun, İKNİ’lerle tedaviye yönelik direnç 

gelişiminin bir sebebi olduğu düşünülmektedir (375, 378). 

5.11.2. PKMH Canlılık Deneyi (İn Vivo Deney Gruplarına İlişkin) 

Bu deneyler kapsamında, in vivo deneylerde çalışılacak tüm deney gruplarının 

in vitro ortamda PKMH hücreleri üzerine toksik etki gösterip göstermediği 

incelenmiştir. PKMH canlılık sonuçları incelendiğinde (Şekil 4.48., s.133), deneyden 
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beklenen sonuç nanopartiküllerin sağlıklı hücreler üzerine toksik etki yapmamasıdır. 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP (turuncu) hariç tüm gruplarda % 80 

ve üzeri canlılık gözlenmiştir. Canlılığın yüksek olması (>% 80 (379)), planlanan T 

hücre immün yanıt deneyleri için bir ön şart oluşturmakta olup, ilaç çözeltisi ve asıl 

tedavi grubu olan (kırmızı) nanopartiküllerde bu koşul beklendiği şekilde sağlanmıştır. 

5.11.3. T Hücre Proliferasyon Deneyi (İn Vivo Deney Gruplarına İlişkin) 

Bu deneyler kapsamında in vivo deney gruplarının in vitro koşullarda T hücre 

proliferasyonu üzerinde beklenen etkilerinin gözlenip gözlenmediği kontrol edilmiştir. 

Nivolumab, T hücre yüzeyindeki PD-L1 ve PD-L2 reseptörlerine bağlanarak sitokin 

üretimini artırmakta ve dolayısıyla T hücresinin çoğalmasını (proliferasyonunu) 

desteklemektedir (147). Galunisertib ise TGF-β1 reseptörünü inhibe ederek CD8+ T 

hücrelerinin baskılanan proliferasyon özelliğini geri kazandırmaktadır (154). 

Dolayısıyla nivolumab ve galunisertibin olduğu gruplarda 

(Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR çözeltisi (lacivert), PLGA/PLGA-His/PLGA-

PEG-G-N KNP (yeşil), PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP 

(kırmızı) proliferasyonda artış beklenmektedir. İn vivo deneyde kullanılacak 

nanopartikül ve çözelti gruplarına ilişkin T hücre proliferasyon yüzdeleri (Şekil 4.48.) 

incelendiğinde, asıl tedavi grubunda (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N 

KNP) ilaç çözeltisine (Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR) benzer bir yüzdede T 

hücre proliferasyonu gözlenmiş olup, formülasyon in vivo deneyler için uygun 

bulunmuştur. Bu grafikte dikkat çeken önemli bir detay, üretilen nanopartiküllerin 

hedefli ve hedefsiz olma durumunun proliferasyon üzerine olan etkisidir. Anti-EGFR 

ile hedefleme yapılan kombine etkin madde yüklü nanopartikül grubunda T hücre 

proliferasyonu yaklaşık % 110 iken hedefsiz kombine etkin madde yüklü nanopartikül 

grubunda % 43’tür. Deney gruplarının in vivo koşullardaki yanıtının benzerliği, 

tartışma bölümü 5.12.’de incelenmiş ve hedeflemenin immün yanıt üzerindeki olumlu 

etkisi kanıtlanmıştır. Anti-EGFR ile hedeflendirilmiş nanopartiküllerde (boş veya 

etkin madde içeren) proliferasyonun hedefli olmayan kombine etkin madde yüklü 

gruba kıyasla yüksek olması (p>0,05) anti-EGFR’nin T hücre proliferasyonunda 

olumlu etkisi olabileceğini göstermektedir (380) ancak boş ve hedeflendirilmemiş 

nanopartiküllerde (siyah) de proliferasyonun yüksek olması proliferasyona etki eden 
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tek parametrenin yalnızca anti-EGFR antikoruna bağlı olmayabileceğini 

göstermektedir. Bulgularımızı destekler nitelikte bir çalışma, Yang ve grubu (381) 

tarafından anti-EGFR’ın T hücre proliferasyonu üzerindeki etkinliğinin incelenmesine 

yönelik gerçekleştirilmiştir. Çalışmada, meme kanseri tümör modeli geliştirilmiş 

farelerde setuksimab tedavisini takiben tümör antijenine özgü T hücrelerinden IFN-γ 

üretiminin arttığı, ayrıca tümöre özgü T hücresi popülasyonunun setuksimab ile aktive 

edildiği ve anti-EGFR’ın antitümör etkiye aracılık ettiği sonucuna ulaşmıştır. Sonuçta, 

tez kapsamında gerçekleştirilen T hücre proliferasyon deneylerinin sonucunda tümör 

mikroçevresine hedeflendirilmiş nivolumab ve galunisertib yüklü nanopartikül 

grubunda elde edilen yüksek (% 110) proliferasyon sonuçları in vivo deneyler için 

uygun bulunmuştur. 

5.11.4. CD8/NK Boncuk Temelli Çoklu Analiz Kiti ile Yapılan İn Vitro 

Sitokin Analizi 

Sitokinler çoğunlukla bir uyarana yanıt olarak belirli bir süre boyunca 

salgılanan ve dolaşımdaki yarı ömürleri kısa olan, güçlü ve karmaşık immün aracı 

polipeptit yapılı moleküllerdir (382). Bağışık yanıtta önemli rol oynayan CD8+ T ve 

NK hücreleri; IL-2, IL-6, IL-10, IFN-γ vb. sitokinleri üretmekte, tümör hücrelerini yok 

etmek için ayrıca FasL, granzimler ve perforin gibi proteinlerden de 

faydalanmaktadırlar (383). Bağışıklık sisteminin kanser hücrelerini tanıma ve yok 

etme yeteneği göz önüne alındığında, son yıllarda sitokinlerin kanser tedavisi amacıyla 

kullanılmasına ilgi artmaktadır (382, 384). Sitokinlerin, kanser hücreleri, antijen 

sunucu hücreler gibi sitokin reseptörlerini taşıyan çeşitli hücrelerin hedef reseptöre 

bağlanmasını takiben, hücre içi ve hücreler arası sinyalizasyon tetiklenmekte ve 

böylece proliferasyon veya farklılaşma gibi belirli hücre fonksiyonlarında 

değişiklikler meydana gelmektedir. Hedef hücrelerin farklı sitokinlere farklı süre ve 

konsantrasyonlarda maruz kalma durumunda sinerji veya antagonizma 

gözlenebilmektedir. Bu sebeple nihai immün yanıtın ne olacağı yüksek derecede 

karmaşıklık içermektedir  (382, 385). Çeşitli sitokinler (örneğin; IFN-γ), doğrudan 

antiproliferatif veya proapoptotik aktivite yoluyla veya dolaylı olarak bağışıklık 

hücrelerinin tümör hücrelerine karşı sitotoksik aktivitesini uyararak tümör hücresi 

büyümesini sınırlandırmaktadır. Bu biyobelirteçlerin seviyelerinin doğru ölçümü, 
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bağışıklık tepkilerinin ve birçok hastalık sürecinin derinlemesine anlaşılması için 

kritik öneme sahiptir. T hücresi aktivasyonunun gücü ve süresi, esas olarak antijen 

sunan hücrelerden kaynaklı ko-stimülasyon, ko-inhibisyon molekülleri ve sitokinlerle 

belirlenmektedir (386). 

PKMH hücre kültürüne uygulanan formülasyon ve çözeltilerin 72 saat 

inkübasyon sonrası toplanan süpernatanları ile gerçekleştirilen boncuk temelli sitokin 

analizlerine ilişkin grafikler Şekil 4.49.’da (s.134) verilmiş olup, sitokin seviyelerine 

ilişkin ayrıntılı inceleme aşağıda yapılmıştır: 

Şekil 4.49.-A (IL-2): IL-2, çoğunlukla yardımcı T hücreleri (CD4+) tarafından 

üretilmekte olup daha düşük düzeyde sitotoksik T hücreleri (CD8+) tarafından da 

üretilmektedir. Bu sitokin, T hücreleri için ana büyüme faktörüdür. Ayrıca B 

hücrelerinin büyümesini teşvik edebilir, NK hücreleri ve monositleri aktive edebilir. 

IL-2, T hücreleri üzerinde otokrin etkilidir. Dolayısıyla T hücrelerin aktivasyonu, yine 

T hücreleri yüzeyinde bulunan IL-2 reseptör ekspresyonu ve IL-2 üretimi ile 

sonuçlanır. Sonuçta hücrelerden salımı artan IL-2, IL-2 reseptörüne bağlanarak T 

hücre proliferasyonunu teşvik etmektedir (387). Bu bilgiler ışığında T hücre 

aktivasyonundan sonra IL-2 sekresyonunun artması istenen bir durumdur. Tüm deney 

gruplarında benzer bir IL-2 seviyesi mevcut olup, asıl tedavi grubu ve çözelti grubunda 

da benzer sonuçların alınması olumlu olarak değerlendirilmiştir. 

Şekil 4.49.-B (TNF-α): Tümör nekroz faktörü-α (TNF-α), makrofajlar ve T 

hücreleri tarafından üretilen bir sitokindir. İnflamasyonda, immün yanıtta ve kanserde 

merkezi rol oynamaktadır (388). TNF, naif (antijen ile henüz etkileşime girmemiş) ve 

efektör T hücrelerin (CD4+, CD8+, Treg) aktivasyonunu ve proliferasyonunu 

destekleyebilirken, yüksek düzeyde aktive olan efektör T hücrelerinin apoptozunu 

indükleyerek immünsüpresif bir molekül gibi davranabilmektedir (389, 390). TNF, 

immünoterapinin toksik yan etkilerine aracılık edebilir ayrıca immün kontrol noktası 

inhibitörlerine karşı dirence neden olabilir (388). TNF’nin, aktive CD8+ T 

lenfositlerin hücre ölümünü indükleyerek CD8+ T hücrelerine karşı doğrudan olumsuz 

bir etki gösterdiğini ortaya koyan çalışmalar mevcuttur (388, 390). Kanser Genomu 

Atlası veri tabanından elde edilen veriler, TNF’nin KHDAK’de bir biyobelirteç 

olabileceğini, TNF sitokini ve reseptörlerinin KHDAK’de karmaşık bir role (çift 

yönlü) sahip olabileceğini göstermektedir (388). Grafik incelendiğinde, kontrol 
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grubundaki farelerde TNF-α sekresyon seviyeleri 0,9 ng/mL olarak hesaplanmıştır. 

Hedeflendirilmiş kombine etkin madde yüklü nanopartiküllerin (PLGA/PLGA-

His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP, kırmızı) kontrol grubuna kıyasla TNF-α 

sekresyonunun (14,7 ng/mL) arttığı tespit edilmiş, kombine ilaç çözeltisi grubunda 

(Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR, lacivert) bu sekresyonun daha da artarak 29,8 

ng/mL seviyelerine geldiği belirlenmiştir. LGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-

G-N KNP grubundaki farelerde TNF seviyelerinin çözelti grubuna kıyasla düşük 

olması, hedefli kombine etkin madde yüklü nanopartiküllerin immün yanıtta daha 

etkin rol almış olabileceğine işaret etmektedir. 

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

hücreler tarafından öldürülmesi, granzimlerin salınması ile gerçekleşmektedir (391). 

Perforin ve granzimler NK hücre sitotoksisitesi açısından da önemlidir (392). TGF-

β’nın, perforin ve granzimlerin üretimini azaltarak CD8+ T hücrelerinin sitotoksik 

fonksiyonunu belirgin şekilde baskıladığı bildirilmiştir (170, 393). Sonuç olarak 

yüksek perforin ve granzim seviyeleri, daha hızlı sitotoksik aktivite sağlamaktadır 

(394). Kombine etkin madde içeren gruplardaki (Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR 

çözeltisi, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP ve PLGA/PLGA-His/PLGA-

PEG-anti-EGFR-G-N KNP) kontrol grubuna kıyasla artmış granzim A ve perforin 

seviyeleri galunisertibin tümör mikroçevresinde etkili olduğunu gösterebilir. 

Galunisertib varlığında bu sitokin seviyelerinin arttığını gösteren çalışmalar mevcuttur 

(392, 395). 

Şekil 4.49.-D (IL-10): İnterlökin-10 (IL-10), bağışıklık yanıtlarını düzenleyen, 

T ve B lenfositleri tarafından üretilen güçlü bir antiinflamatuar sitokindir. Ayrıca 

antitümör CD8+ T hücresi yanıtlarını artırdığı da preklinik çalışmalarla gösterilmiştir. 

IL-10’un antiinflamatuar etkisi iyi tanımlanmış olmasına rağmen, tümör 

immünitesindeki rolü hakkındaki bildirimler tartışmalıdır. Yapılan araştırmaların bir 

bölümü, artan IL-10 seviyelerinin immün yanıtı artırdığını gösterirken, diğer 

çalışmalarda immün yanıtı baskılayıcı etki gözlenmiştir (396).  IL-10’un, CD4+ T 

hücrelerinin aktivasyonunu ve sitokin sekresyonunu doğrudan inhibe ettiği bilgisinin 

yanında, in vitro koşullarda CD8+ T hücrelerinin çoğalmasını ve sitotoksik aktivitesini 

indüklediği de bilinmektedir. Bununla birlikte, IL-10’un in vivo olarak IL-10 aracılı 

tümör reddi sırasında CD8+ T hücreleri üzerinde doğrudan etki edip etmediği veya 
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CD8+ T hücrelerinin aktivasyonunun diğer hücrelerin aracılık ettiği ikincil bir olay 

olup olmadığı bilinmemektedir (397). Sonuç olarak, in vitro koşullarda antitümör 

yanıtta olumlu etkisi olduğu düşünülen IL-10 için grafik D incelendiğinde, kontrol 

gurubunda 15 pg/mL olarak gözlenen sitokin sekresyonunun, beklendiği şekilde, 

nivolumab+galunisertib+anti-EGFR çözeltisi grubu (125 pg/mL) ve PLGA/PLGA-

His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP grubunda (84,5 pg/mL) arttığı ve bu artışın 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP grubuna (36,2 pg/mL) kıyasla daha 

fazla olduğu (p>0,05) gözlenmiştir. Bu durum nivolumab ve galunisertibin immün 

yanıt üzerinde destekleyici bir fonksiyonu olabileceğine işaret etmektedir. 

Şekil 4.49.-E (FasL): Fas’ın (APO-1 veya CD95 olarak da bilinir) da dahil 

olduğu çeşitli ölüm reseptörleri (DR3, DR4, DR5, TNFR1), ilgili ligandları tarafından 

(Fas için FasL) aktive edildiğinde apoptozu tetikleyebilir. FasL ağırlıklı olarak aktive 

T lenfositlerde ve NK hücrelerinde eksprese edilmektedir. FasL ve Fas’ın 

ekspresyonunun IL-1, IL-6, TNF-α veya IFN-γ varlığında arttığı bilinmektedir. 

FasL’nin membrana bağlı formu (mFasL) proteinazlar tarafından parçalandıktan sonra 

çözünür form olan sFasL’ye dönüşerek hücre yüzeyinden salınabilir (398). FasL aynı 

zamanda tümör hücrelerinin yüzeyinde de bulunabilir ancak incelenen numuneler 

sadece PKMH’leri içerdiği için bu deney kapsamında FasL artışı istenen bir durumdur, 

çünkü bu ligandın tümör hücresi üzerindeki Fas reseptörü ile etkileşmesi ile tümör 

hücrelerinin apoptozunun tetiklenmesini sağlayacaktır. Kit ile T hücre yüzeyinden 

salınan FasL seviyeleri (sFasL) incelenmiştir. Grafik E ve F kıyaslandığında IFN-γ 

seviyeleri ile paralel FasL seviyeleri olduğu gözlenmiştir. PLGA/PLGA-His/PLGA-

PEG-anti-EGFR-G-N KNP grubunda sFasL seviyesi 15,8 ng/mL olarak ölçülmüş, 

beklendiği şekilde kontrol grubuna (6,5 ng/mL) kıyasla en fazla sekresyon artışı bu 

grupta olmuştur. Ayrıca, etkin madde veya hedefleme ligandı içeren tüm gruplarda 

(ivolumab+galunisertib+anti-EGFR çözeltisi, 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 

gruplarına kıyasla artmış FasL sekresyonları gözlenmiştir. 

Şekil 4.49.-F (IFN-γ): IFN-γ, çoğunlukla sitotoksik T, yardımcı T hücreleri 1 

(Th-1) ve NK hücreleri tarafından üretilen önemli bir sitokindir. Hem doğal hem de 

adaptif bağışıklık yanıtında önemli fonksiyonları bulunmaktadır (387). Örneğin en 
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temel fagosite edici hücre olan makrofajlar, başta IFN-γ olmak üzere T lenfosit 

kaynaklı sitokinlerle karşılaşınca aktive olmaktadır (399). IFN-γ seviyesinin artması 

bağışık yanıt için istenen bir durumdur. TGF-β, CD8+ T hücrelerinde IFN-γ 

ekspresyonunu baskılamaktadır (170, 400). Dolayısıyla galunisertib içeren gruplarda 

IFN-γ seviyesinin artması beklenmektedir. PD-1’in blokajı, interferon-γ (IFN-γ) 

salgılanmasıyla birlikte T hücrelerini aktive etmektedir.  Bu durumda nivolumab 

içeren nivolumab+galunisertib+anti-EGFR çözeltisi, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-

G-N KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP gruplarında artmış 

IFN-γ seviyeleri beklenmektedir. Deney sonuçları incelendiğinde, kontrol grubunda 

3,5 ng/mL seviyesinde IFN-γ sekresyonu tespit edilmiştir. 

Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR çözeltisi (6,3 ng/mL) ve PLGA/PLGA-

His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP gruplarında (6,9 ng/mL) artmış IFN-γ 

sekresyonu gözlenmiştir. Ek olarak PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP grubuna 

(4,9 ng/mL) kıyasla PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP grubunda 

artmış IFN-γ sekresyonu olduğu görülmektedir. Bu durum tümör mikroçevresine 

hedeflemenin immün yanıta olumlu bir etkisi olduğunu gösterebilir. 

Kanser öncüsü (premalign) hücrelerin proliferasyonunu ve anjiyogenezini 

indükleyen, metastaz için elverişli bir ortam sağlayan inflamasyon, kanserin 

gelişiminde görev yapmaktadır. Kanser tiplerinin yaklaşık % 25’i bir tür enfeksiyon 

veya inflamatuar reaksiyonla ilişkilendirilmiştir. Tümör mikroçevresindeki 

proinflamatuar sitokinler (IL-1, IL-6, IL-11, IL-15, IL-17, IL-23, TNF-α), tümör 

hücresi çoğalmasının ve farklılaşmasını desteklemektedir (177). İnflamatuvar 

sitokinler yalnızca tümöre infiltre olan bağışıklık hücreleri tarafından üretilmez, aynı 

zamanda tümör hücreleri de lökositleri tümör bölgesine çekmek için bu sitokinleri aşırı 

eksprese edebilmektedir (177). 

Şekil 4.49.-G (IL-6): IL-6, inflamasyonu ve inflamasyonun aracılık ettiği 

hastalıkları (örneğin; kanser) yönlendirmedeki rolü iyi bilinen bir proinflamatuar 

sitokindir (177). IL-6 sinyalizasyonu sağlıklı dokularda T hücre proliferasyonunu 

destekleyici etki göstermesine rağmen (401), kanserde immün yanıtı baskılayıcı etki 

göstermektedir (402). Örneğin, Huseni ve arkadaşları (403) tarafından yürütülen klinik 

çalışmada renal hücreli karsinoma olan hastalardan tedavi öncesi ve PD-L1 ve IL-6 

reseptörünün kombine blokajı sonrası alınan tümör örnekleri incelenmiştir. Kombine 
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blokaj tedavisinin tümörün sinerjistik gerilemesini sağladığı ve tek başına anti-PD-

L1’e kıyasla anti-tümör CD8+ sitotoksik T lenfosit yanıtlarını önemli ölçüde 

iyileştirdiği belirlenmiştir. Dolayısıyla IL-6 seviyelerinin düşük olması immün yanıt 

için istenen bir durum olarak düşünülmektedir. G grafiği incelendiğinde, IL-6 

seviyeleri kontrol grubu (serum fizyolojik) ve boş hedefli nanopartikül (PLGA/PLGA-

His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP) grubu haricinde benzer ve nispeten yüksek 

çıkmıştır. Bu durum, beş ve altıncı doz NP/çözelti uygulamasında gözlenen tümör 

dokusunun büyüme eğilimi ve ilaç direnci gelişimi ihtimali ile ilişkilendirilebilir. 

Şekil 4.49.-H (IL-17A): IL-17A, CD4+ T yardımcı hücreleri, CD8+ sitotoksik 

T hücreleri tarafından salgılanan inflamatuar bir sitokindir. Bu sitokin, CD4+ ve CD8+ 

T hücre infiltrasyonunu baskılayarak tümör büyümesini teşvik edebilir. Ancak son 

zamanlarda yapılan bazı çalışmalarda, IL-17A’nın bağışıklık hücreleri yoluyla 

antitümör etkinlik gösterdiği de tespit edilmiştir. Dolayısıyla IL-17A’nın tümör 

progresyonu üzerindeki rolü henüz net bir şekilde belirlenmemiştir (404). 

Genel olarak in vitro PKMH numunelerine ilişkin sitokin seviyeleri 

değerlendirildiğinde, immün yanıtın kombine çözelti ve aktif hedefli kombine etkin 

madde yüklü nanopartiküllerle artırılmış olabileceği söylenebilir. İn vitro analiz bir 

öngörü niteliğinde olup in vivo deneylere ilişkin kestirim yapılmasını sağlamaktadır. 

Nanopartiküllerin canlı sistemlerdeki davranışı (Bölüm 5.11.7., 5.11.8. ve 5.12.), 

kliniğe geçiş için daha kıyaslanabilir sonuçlar elde edilmesini sağlayacaktır. 

5.11.5. CD8/NK Boncuk Temelli Çoklu Analiz Kiti ile Yapılan İn Vivo 

Sitokin Analizi 

Sitokin seviyelerinin immün yanıtı değerlendirmedeki rolüne ilişkin preklinik 

ve klinik çalışmalar mevcuttur. Örneğin, Su ve grubu (405) tarafından kolon kanseri 

geliştirilmiş BALB/C farelere tedavi amacıyla tekli veya kombine halde uygulanan 

PD-1v, IL-2/15, IL-12 ve GM-CSF rekombinant plazmidlerinin takibinde hem tümör 

çapları hem de boncuk temelli analiz ile sitokin seviyeleri değerlendirilmiştir. 

Kombine tedavide tümör çapında en az büyüme gözlenmiştir. Benzer yanıtlar sitokin 

analizleri ile de desteklenmiştir, örneğin IFN-γ, TNF-α, IL-4 ve IL-5 sitokin seviyeleri 

kontrol grubuna kıyasla kombine tedavi alan grupta anlamlı derecede (p<0,0001) 

artmıştır. Lao ve grubu (399) tarafından anti-PD-1 tedavisi alan KHDAK hastalarla 
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gerçekleştirilen bir klinik araştırmada, tedaviye yanıt veren hastaların hem CD4+ hem 

de CD8+ hücrelerinde tedavi öncesine kıyasla IL-2, IFN-γ, TNF-α ve CD69 

seviyelerinin arttığı belirlenmiştir (p<0,05).   

Sitokin analizlerde kıyaslamalar genellikle, kontrol grubu veya tedavi grupları 

arasında ikili olarak yapılmaktadır. Ek olarak sitokinin ortamdaki varlığının yanında 

bağışıklık hücrelerinin sitokine ne kadar süre boyunca maruz kaldığı da immün yanıtın 

değerlendirilmesi için önemlidir. Örneğin, TNF-α gibi bazı sitokinlerin kısa süreli 

maruziyeti antiproliferatif etki sağlarken, bu sitokinlerin sürekli maruziyetinde 

beklenenin aksi yanıtlar gözlenebilmektedir (382). 

Sitokinler hakkında genel bilgi, bir önceki başlığın (5.11.6.) açıklamalarında 

verilmiştir. Dolayısıyla bu bölümde sadece sitokinler ile tedavi etkinliği arasındaki 

ilişki incelenmiş ve in vitro analiz sonuçları ile karşılaştırma yapılmıştır. 

Şekil 4.50.-A (IL-2): T hücre aktivasyonundan sonra IL-2 sekresyonunun 

artması istenen bir durumdur. Kontrol grubuna (serum fizyolojik) kıyasla, tüm deney 

gruplarında benzer ve artmış bir IL-2 seviyesi mevcut olup, etkin madde 

kombinasyonu içeren gruplarda en yüksek IL-2 seviyelerinin gözlenmesi olumlu 

olarak değerlendirilmiştir. İn vitro analize kıyasla kontrol grubu ve PLGA/PLGA-

His/PLGA-PEG KNP grubu hariç tüm grupların IL-2 seviyesi yaklaşık iki kat 

artmıştır. 

Şekil 4.50.-B (TNF-α): İn vitro deneylere kıyasla özellikle 

nivolumab+galunisertib+anti-EGFR çözeltisi ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-

EGFR-G-N KNP gruplarında TNF-α değerlerinde düşüş gözlenmesi, kullanılan 

çözelti ve nanoformülasyonların in vivo koşullarda daha farklı ve immün yanıtı artırıcı 

etki gösterebileceğine işaret etmektedir. Bu sitokin seviyesinin azalması immün yanıt 

açısından olumlu olarak değerlendirilmiştir. 

Şekil 4.50.-C ve I (Perforin ve Granzim A): TGF-β’nın, perforin, granzimlerin 

üretimini azaltarak CD8+ T hücrelerinin sitotoksik fonksiyonunu belirgin şekilde 

baskıladığı bildirilmiştir (393). Kontrol grubu ve boş nanopartikül grubu, etkin madde 

veya hedefleme ligandı içeren nanopartiküller kıyaslandığında, gruplarda çok yakın 

sitokin seviyeleri elde edilmiş, dolayısıyla sonuçlar kıyaslanamamıştır. 

Şekil 4.50.-D (IL-10): İnterlökin-10 (IL-10), bağışıklık yanıtlarını düzenleyen, 

T ve B lenfositleri tarafından üretilen güçlü bir antiinflamatuar sitokindir. Kontrol 
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grubunda 1,7 pg/mL seviyesinde IL-10 sekresyonu gözlenmiştir. Nivolumab tedavisi 

alan hastaların serum numuneleri ile yapılan analizlerde antitümör yanıtta olumlu 

etkisi olduğu tespit edilen IL-10’un (371, 406) D grafiğindeki seviyeleri 

incelendiğinde, çözelti grubunda IL-10 sekresyonunda azalma gözlenirken (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) gruplarındaki artmış IL-10 

seviyeleri, nanopartiküllerin çözeltiye kıyasla daha güçlü bir immün yanıt sağlamış 

olabileceğine işaret edebilir. 

Şekil 4.50.-E (FasL): FasL ve Fas’ın ekspresyonunun IL-1, IL-6, TNF-α veya 

IFN-γ varlığında arttığı bilinmektedir (398). Tümör mikroçevresinde FasL artışı 

istenen bir durumdur, çünkü bu ligandın tümör hücresi üzerindeki Fas reseptörü ile 

etkileşmesi ile tümör hücrelerinin apoptozunun tetiklenmesini sağlanmaktadır. 

Kontrol grubunda 1,4 ng/mL olarak ölçülen sitokin sekresyonu, asıl tedavi grubunda 

(PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP, kırmızı) beklenen şekilde 

artmıştır (1,8 ng/mL) ve diğer tüm gruplara kıyasla en yüksek FasL seviyesi 

gözlenmiştir (p>0,05). 

Şekil 4.50.-F (IFN-γ): TGF-β, CD8+ T hücrelerinde IFN-γ ekspresyonunu 

baskılamaktadır (400). Dolayısıyla galunisertib içeren gruplarda IFN-γ seviyesinin 

artması beklenmektedir. Kontrol grubundaki farelerde 5,3 ng/mL IFN- γ üretimi 

gözlenmiştir. Galunisertib ve nivolumabın kombine olduğu çözelti grubunda diğer 

gruplara kıyasla daha yüksek IFN-γ seviyeleri (12,3 ng/mL) gözlenmiştir. Kontrol ve 

boş NP gruplarına kıyasla; PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP (yeşil), 

PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP (kırmızı) ve PLGA/PLGA-

His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP (turuncu) gruplarında da IFN-γ sekresyonunun 

arttığı belirlenmiştir. Bu durum immün yanıtta etkin madde ve hedefleme ligandının 

pozitif rolü olabileceğine işaret etmektedir. 

Şekil 4.50.-G (IL-6): IL-6 sinyalizasyonu, immün yanıtı baskılayıcı etki 

göstermektedir. Kontrol grubunda 0,6 ng/mL seviyelerinde IL-6 sitokini sekresyonu 

ölçülmüştür. Çözelti grubunda artmış IL-6 seviyeleri (2,9 ng/mL), çözelti grubuna 

karşı ilaç direnci gelişmiş olabileceğine işaret edebilir. PLGA/PLGA-His/PLGA-

PEG-G-N KNP (yeşil), PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP 

(kırmızı) gruplarında benzer ve düşük IL-6 seviyeleri kontrollü salım sayesinde ilaç 
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direnci gelişiminin önlenmesine ve bu sayede etkin immün yanıta işaret edebilir. 

Şekil 4.50.-H (IL-17A): IL-17A, CD4+ T yardımcı hücreleri, CD8+ sitotoksik 

T hücreleri tarafından salgılanan inflamatuar bir sitokindir. Bu sitokin, CD4+ ve CD8+ 

T hücre infiltrasyonunu baskılayarak tümör büyümesini teşvik edebilir. Ancak son 

zamanlarda yapılan bazı çalışmalarda, IL-17A’nın bağışıklık hücreleri yoluyla 

antitümör etkinlik gösterdiği de tespit edilmiştir. Dolayısıyla IL17A’nın tümör 

progresyonu üzerindeki rolü henüz net bir şekilde belirlenmemiştir (404).  

Sonuç olarak, sitokin seviyeleri değerlendirildiğinde, immün yanıtın 

nivolumab+galunisertib+anti-EGFR çözeltisi ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-

EGFR-G-N KNP grubunda artırılmış olabileceği söylenebilmekte, yanıtlar in vitro 

deneyleri çoğunlukla destekler niteliktedir. 

5.11.6. İn Vivo Tümör Numunelerindeki Yüzey Farklılaşma 

Antijenlerinin Akım Sitometri ile Analizi 

Yüzey farklılaşma antijenleri, bağışık yanıt sinyalizasyonunda kritik rollere 

sahiptir ve bu moleküllerin birçoğu lökosit tipine özgü farklılaşmaları sağlamaktadır. 

Örneğin yardımcı T hücreleri yüzeylerinde CD4, sitotoksik T hücreleri CD8 

moleküllerini bulundurmakta ve bu sayede immün fenotiplemede birbirlerinden 

kolaylıkla ayırt edilebilmektedirler (407). CD8+ T hücrelerinde aktivasyonu, bir dizi 

etkileşimin gerekliliğini içeren karmaşık bir yapıdır. T hücresi reseptörü, antijen 

sunucu hücre ile karşılaştığı zaman MHC tarafından sunulan antijenle bağlanmayı 

takiben hücre içi sinyalizasyon CD3 kompleksi tarafından gerçekleştirilmektedir, 

ancak yanıtın başlatılması ve artırılması için CD8 ko-reseptörüne ihtiyaç 

duyulmaktadır. T hücresinin anerjiye (antijene karşı tepkisizlik) veya apoptoza 

yönelmemesi ve aktivasyonun güçlenmesi için, TCR sinyalinden gelen ilk aktive edici 

sinyalin, bağımsız, ortak bir uyarıcı sinyal tarafından takip edilmesi gereklidir. Bu 

ikinci sinyale, CD8+ T hücreleri üzerinde bulunan CD28 reseptörlerinin antijen 

sunucu hücrelerde bulunan CD80 veya CD86 ile etkileşimi aracılık etmektedir (132). 

Aşağıda analiz sonuçları tartışılan diğer CD molekülleri de T hücrelerin yeniden aktive 

olup olmadığına ilişkin bir öngörü sağlamaktadır.  

CD45, T hücrelerinde en bol bulunan hücre yüzeyi glikoproteinlerinden 

birisidir (132), bu özelliği sayesinde tümör ve dalak dokularından boyama ile ayırt 
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edilerek CD molekül analizleri gerçekleştirilmiştir. İmmünoterapi etkinliği sitokin 

analizi dışında ayrıca akım sitometri analizi ile değerlendirilmiş ve potansiyel 

biyobelirteçlerin (CD) seviyelerine ilişkin grafikler (Şekil 4.51., s.136) aşağıda 

tartışılmıştır: 

Şekil 4.51.-A ve B: PD-1, CD4+ ve CD8+ T hücrelerinin aktivasyonu 

sonucunda eksprese edilmektedir (386, 408). PD-1’in tümörlü hastaların T 

hücrelerinde daha yüksek düzeyde eksprese edildiği çalışmalarla gösterilmiştir (386). 

T hücreleri üzerindeki PD-1'in aktivasyonunun, T hücresi tükenmesine ve sonuçta 

tümör büyümesine yol açtığı bilinmektedir. Klinik çalışmalarda, PD-1’in CD4+ T 

hücreleri üzerindeki yüzey ekspresyonunun, KHDAK hastalarında düşük klinik 

yanıtla ilişkili olduğu tespit edilmiştir. Dolayısıyla bu biyobelirteç, tedaviye yanıt 

hakkında potansiyel bir öngörü sağlamaktadır (409). Nivolumab PD-1 blokörü olduğu 

için, sonuçlardan beklenen, nivolumab uygulanan gruplarda 

(Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR çözeltisi, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N 

KNP, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP) en düşük PD-1+ 

yüzdelerinin gözlenmesidir. A grafiği incelendiğinde kontrol grubu hariç tüm 

gruplarda PD-1+ yüzdesi azalmıştır. Nivolumab içermeyen (PLGA/PLGA-

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

gruplardaki düşüşün sebebinin ek deneylerle araştırılması planlanmaktadır. CD8+ T 

lenfositlerde daha yüksek PD-1 ekspresyonu, T hücresi yanıtlarının inhibisyonu ve 

azalan antitümör aktivite ile ilişkilidir (386). Örneğin, A grafiğinde kontrol grubunun 

PD-1 seviyesi % 40 civarında iken, B grafiğinde bu yüzde 50’lere ulaşmıştır. PD-1 

yolunun inhibe edilmesinin, sitotoksik T hücrelerinin (CD8+ T) anti-tümör aktivitesini 

artırdığını gösteren çalışmalar mevcuttur (409). B grafiği incelendiğinde, CD8+ T 

hücrelerin PD-1 ekspresyonu, anti-PD-1 antikoru ile tedavi edilen gruplarda 

(Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR çözeltisi ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-

anti-EGFR-G-N KNP) beklendiği şekilde azalmıştır. Asıl tedavi grubunda (kırmızı), 

ilaç çözeltisine (lacivert) kıyasla daha etkili bir reseptör blokasyonu olduğu 

gözlenmiştir. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP ve PLGA/PLGA-

His/PLGA-PEG KNP grubunda nivolumab bulunmamasına rağmen PD-1 değerinin 

kontrol grubuna kıyasla düşük olması yorumu zorlaştırmaktadır. PLGA/PLGA-

His/PLGA-PEG-G-N KNP grubunda hedefleme ligandı bulunmaması önceki in vitro 
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ve in vivo deney sonuçları ile bağlantılı olarak immün yanıtta istenen etkinin 

alınamamasına neden olmuştur. 

Şekil 4.51.-C ve D: CD25 geç aktivasyon biyobelirtecidir. CD25, IL-2 

reseptörünün bir parçasıdır ve aktif T lenfositlerde ve Treg yüzeyinde yüksek 

miktarlarda eksprese edilmektedir (410).  Bu belirtece ilişkin grafikler incelendiğinde 

beklenen yanıtların alınmadığı tespit edilmiştir. Her biyobelirtecin ekspresyon kinetiği 

birbirinden farklıdır. Örneğin, CD69 ekspresyonu CD25'ten daha önce olmaktadır, bu 

durum deneyin hangi aşamada sonlandırıldığına bağlı olarak değişiklik gösterebilir. 

Lee ve arkadaşlarının (411) T hücresine bağımlı bispesifik antikorlarla T hücre 

aktivasyonunu değerlendirdikleri bir çalışmada CD25 ve CD69 pozitiflik düzeylerinin 

antikorun konsantrasyonuna bağlı değişimini incelemişlerdir. Her iki biyobelirtecin 

yüksek ekspresyonu T hücre aktivasyonunda istenen bir durumdur. CD69’un 

konsantrasyon artışıyla korele olarak deney süresince CD25’e kıyasla daha fazla 

eksprese edildiği tespit edildiği ve bu durumun testin zaman ölçeğinden kaynaklandığı 

belirtilmiştir. 

Şekil 4.51.-E ve F: CD45, T hücrelerinde bol bulunan bir transmebran 

proteindir. T hücreleri, antijeni tespit etmek ve yanıt vermek için CD45’e ihtiyaç duyar 

çünkü CD45, TCR kompleksinin fosforilasyonu için gerekli olan lenfosite özgü 

protein tirozin kinazı, kısa adıyla Lck’yı, aktive eder. Dolayısıyla CD45 pozitiflik 

immün yanıt için istenen bir durum olduğu düşünülebilir. T hücresi fonksiyonu için 

CD45’in gerekli olduğu kabul edilmektedir; ancak farklı deneysel gözlemler bunun 

TCR sinyalini olumlu veya olumsuz etkileyebileceğini göstermektedir. Bu karmaşık 

durumun nedeni, CD45’in farklı yolakları etkileyen substratlara sahip olmasıdır (412). 

Şekil 4.51.-G ve H: CD69 erken aktivasyon biyobelirtecidir yani T hücrelerin 

aktive olması durumunda bu belirtecin yüksek olması beklenmektedir (413). Yue ve 

arkadaşları (413) tarafından yapılan bir in vitro araştırmada PBMC’lerden elde edilen 

ve CD3/CD28 uyarımı yapılmış T hücrelerine nivolumab (10 µg/mL) uygulaması ile 

hem CD4 hem de CD8 hücrelerinde CD69 seviyelerinde artış gözlenmiştir. Tez 

kapsamında CD-1 nude farelerden çıkarılan tümör dokularından elde edilen T 

hücreleri ile yapılan akış sitometri sonuçları incelendiğinde hem CD4+ hem de CD8+ 

T hücreleri için çözelti grubundaki (Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR) CD69 

pozitifliği diğer gruplara kıyasla daha yüksek bulunmuştur. Bu durum çözelti 
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grubunda nivolumabın nanopartikül gruplarına kıyasla daha etkin bir şekilde T hücre 

proliferasyonu sağlamış olabileceğini göstermektedir, ancak tek bir biyobelirteç 

üzerinden bu yorumu yapmak mümkün olmamaktadır. 

Şekil 4.51.-I ve J: CD38 aktivasyon biyobelirtecidir. Hem CD4+ hem de CD8+ 

T hücrelerinde artmış olması beklenmektedir. Nivolumab içeren;  

nivolumab+galunisertib+anti-EGFR çözeltisi, PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N 

KNP, ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP gruplarında CD4+ T 

hücrelerinde beklenen sonuç alınmış olmasına ve en iyi sonuçların hedefli kombine 

etkin madde yüklü nanopartiküllerde alınmış olmasına rağmen, CD8+ T hücrelerinde 

CD38+’liğinin azalma eğilimine ilişkin gerekçe; literatürde CD38’in T hücreleri için 

PD-1 gibi bir bağışıklık kontrol noktası görevi görebileceğine ilişkin bulgular olarak 

gösterilebilir (414). 

Şekil 4.51.-K: CD45, esas olarak bağışık hücrelerine eksprese edilmektedir. 

CD45+’lik T hücrelerini tümör hücrelerinden ayırt etmek amacıyla kullanılmaktadır. 

CD45+ hücrelerinin tümörde birikimi beklenen şekilde en çok çözelti 

(Nivolumab+galunisertib+anti-EGFR) grubundadır. 

Sonuç olarak, in vivo deneylerden elde edilen tümör dokuları ile hem boncuk 

temelli sitokin analizleri hem de akım sitometri analizleri gerçekleştirilmiştir. 

Analizler ile KHDAK tedavisinin immün yanıt üzerindeki etkinliği incelenmiş ve 

özellikle ilaç çözeltisi ile hedefli kombine etkin madde yüklü nanopartikül gruplarının 

immün yanıt üzerine olumlu etkisi tespit edilmiş olup, bu durum tez çalışmasında 

seçilen kombinasyonun fayda sağladığını göstermiştir. İn vivo boncuk temelli analiz 

bulguları genel olarak in vitro bulgularla uyumlu bulunmuştur. 

5.12. İn Vivo Çalışmalar Sonrası Tümörün Değerlendirmesi 

Tez kapsamında ilk olarak A549-Luc2 insan KHDAK hücrelerinin CD-1 nude 

farelere enjeksiyonu ile heterotopik olarak tümör modeli geliştirilmiş, ardından 

farelere sağlıklı gönüllülerden alınan PKMH’lerin enjeksiyonu ile humanizasyon 

işlemi yapılmıştır. Nanopartiküller, gerekli tedavi dozunu sağlayacak şekilde (3 mg/kg 

nivolumab, 1,4 mg/kg galunisertib) literatüre uyumlu olarak hazırlanmış ve tedavi 

süresince farelere kuyruk veninden uygulanmıştır. 

Tümör çapı değişimi grafiğinde (Şekil 4.55., s.139), kombine etkin madde 
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yüklü hedefsiz nanopartikül (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP) ve hedefsiz 

boş nanopartikül (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG KNP) gruplarında tümör 

büyüklüğünün başlangıç (0,5 cm) boyutlarına göre yaklaşık % 35-40 artmış olduğu, 

tedavi süresince tümör boyutunda küçülmenin sadece kombine ilaç çözeltisi 

(nivolumab+galunisertib+anti-EGFR) ve hedeflendirilmiş kombine etkin madde 

yüklü nanopartikül (PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP) (6. doz 

uygulması hariç) gruplarında olduğu gözlenmiştir. 4. dozdan sonra 

nivolumab+galunisertib+anti-EGFR çözeltisi ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-

EGFR-G-N KNP gruplarındaki tümör çap artışının ilaç direncinden 

kaynaklanabileceği ya da fareleri tedavi süresince humanize etmek amacıyla 

uygulanan PKMH dozunun yetersiz gelmiş olabileceği düşünülmektedir (415). Tümör 

çapında küçülmenin görülüğü çözelti (nivolumab, galunisertib, anti-EGFR antikoru) 

ve hedeflendirilmiş kombine etkin madde yüklü nanopartikül grubu, tez kapsamında 

seçilen kombinasyonun başarılı olduğunu net bir şekilde ortaya koymaktadır. Ancak, 

hedeflendirilmiş kombine etkin madde yüklü nanopartikül grubunun çözeltiye kıyasla 

tümör çapını daha az küçültmesi (p>0,05) polimerik nanopartiküllerin farenin kuyruk 

veninden verilmesi sırasında, bilhassa üst üste uygulama sonrasında venin deforme 

olması ve nanopartikül formülasyonlarının uygulanmasında yaşanan zorluklar olarak 

düşünülmektedir. 

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

anti-EGFR-G-N KNP gruplarını kıyaslamak da literatüre katkı açısından oldukça 

önemlidir. Bu kıyaslama aktif hedeflemenin tedavideki rolünü açık bir şekilde 

göstermektedir. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N KNP ve PLGA/PLGA-

His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP gruplarındaki tümör çapları 19 günlük tedavi 

sonrası incelendiğinde, hedefli NP’lerde % 4 çap artışına rağmen hedefsiz NP’lerde 

~% 40 çap artışı gözlenmiştir (p<0,01). İki grup arasındaki tek farkın hedefleme 

olduğu dikkate alınırsa, anti-EGFR ile yapılan hedeflemenin başarılı olduğu açık bir 

şekilde gözlenmektedir. Bu sonuçlar, KHDAK gibi agresif tümörlerde tek başına pasif 

hedeflemenin yetersiz olabileceğini düşündürmektedir (43, 415, 416). Ayrıca, in vivo 

sonuçlar, Şekil 4.49.’daki (s.134) in vitro T hücre proliferasyon deneyinde gözlenen 

sonuçları destekler niteliktedir. 

Kontrol grubu (serum fizyolojik) incelendiğinde, PLGA/PLGA-His/PLGA-



187  

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

His/PLGA-PEG KNP gruplarına kıyasla tümör çaplarındaki artış daha düşüktür ve 

farelerin genel anlamda deney süresi boyunca refah seviyeleri iyi düzeyde 

bulunmuştur. Bu durumun temel sebebinin kuyruk venine yapılan serum fizyolojik 

uygulamasının nanopartiküllerde olduğu gibi vende deformasyona yol açmaması, bu 

sebeple PKMH’nin farelere daha etkin bir şekilde uygulanması olduğu 

düşünülmektedir. PKMH sayesinde etkin madde uygulanmaksızın bağışık yanıtın tek 

başına da bir miktar güçlendirildiği düşünülmektedir. Literatürde bu görüşü 

destekleyen araştırmalar bulunmaktadır. Örneğin, Liu ve ark. (417) tarafından 

gerçekleştirilen bir çalışmada tek başına insan akciğer adenokarsinoma hücreleri 

(Am1010) ve akciğer kanseri hücreleri + PKMH kombinasyonu şeklinde NOD/SCID 

farelere intraperitoneal yolla enjekte edilmiş, üç haftanın sonunda tümör boyutları 

incelendiğinde PKMH kombine olan grupta, sadece kanser hücreleri verilen gruba 

kıyasla tümör boyutları daha küçük bulunmuştur (p<0,05). Bu durum PKMH’nin tek 

başına tümör gelişimi üzerinde inhibitör etkisi olduğunu göstermektedir. 

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 yapılan 

nanopartikül uygulamalarının vücutta homojen dağılmamış olması ihtimali ve son 

uygulamalarda venin deforme olması sebebiyle etkili sonuç alınamamış olabileceği 

düşünülmektedir. 

Farelerin tedavi süresince ölçülen ağırlıkları temel alınarak hazırlanmış olan 

zamana karşı % ağırlık değişim grafiği, Şekil 4.54.’te (s.139) verilmiştir. Sonuçlar 

incelendiğinde, tüm gruplarda farelerin ağırlıkların başlangıca göre azaldığı, kilo 

kaybı yaşandığı gözlenmiştir. Ağırlıktaki azalmanın asıl tedavi grubu (kırmızı) ve 

kontrol grubunda (gri) en az olduğu gözlenmiştir. Kontrol grubundaki ağırlık 

düşüşünün az olması hem serum fizyolojik uygulaması hem de PKMH ile bağışık 

yanıtın desteklenmesi ile ilişkilendirilmiştir. PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-G-N 

KNP ve PLGA/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR-G-N KNP grubunda gözlenen yan 

etkilerin az olması, ilaçların doğrudan çözelti halinde değil bir nanosisteme enkapsüle 

edilerek verilmesi ile ilişkilendirilmiştir. Sadece hedef bölgesinde ve kontrollü salım 

ile ani toksisite belirtilerinin önlenmesi literatürle uyumludur (43, 418). Çözelti 

grubunda gözlenen % 5 ağırlık değişiminin en önemli sebebinin farelerde tedavinin ilk 
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dozundan itibaren başlayan ishal olduğu düşünülmektedir. Hem kemoterapötiklerin 

hem de immünoterapötiklerin ortak yan etkilerinden olan ishal, çalışmalarda farelerde 

gözlenmekte ve ağırlık kaybına sebep olmaktadır (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 gözlenmezken çözelti grubunda ishalin gözlenmesi, antikanser 

ilaçların güncel tedavi yaklaşımı olan ilaç taşıyıcı sistemlere yüklenmesinin 

üstünlüklerine örnek olarak verilebilir. 

Tümör çapındaki değişim açısından tümöre hedefli nanopartiküllerle 

aralarında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmayan galunisertib, nivolumab ve 

anti-EGFR çözeltisi uygulanan grup da tez kapsamında literatürde ilk kez kombine 

halde nanosisteme enkapsüle edilen bu iki maddenin önerildiği gibi etkili olduğunu 

doğrulamaktadır. Bu noktada nanotaşıyıcı sistemin üstünlüğü kombine çözelti 

grubuna göre yan etki profilinin iyileştirilmesi yönünde olmuştur. Tez kapsamında 

elde edilen bulguların hedefli kombinasyon tedavisinin akciğer kanserinde 

kullanımına ilişkin etkinliği artırılmış, yenilikçi ve özgün immünoterapötik yaklaşım 

bir yaklaşım ortaya koyduğu ve klinik kullanım için umut vaat edeceği 

düşünülmektedir. 

Sonuç olarak, tez kapsamında önerilen galunisertib+nivolumab 

kombinasyonunun, öngörülerimiz ile uyumlu olarak, nanopartiküle yüklenmesi ile 

etkin ve güvenli bir yaklaşım olabileceği gösterilmiştir. Anti-EGFR antikoru ile 

konjuge nanopartiküllerin hedefsiz nanopartiküllere kıyasla tedavi etkinliğini anlamlı 

derecede artırması, aktif hedeflemenin nanosistemlerin tedavi etkinliğinde önemli bir 

faktör olduğunun göstergesi olduğu şeklinde değerlendirilmiştir. 

5.13. Biyodağılımın Değerlendirilmesi 

Biyodağılım çalışmaları floresan işaretli izotip veya anti-EGFR antikoru 

konjuge nanopartiküllerin farelerin kuyruk venine uygulanmasını takiben 14. saatte 

organ ve tümör dokularının görüntülenmesi ile gerçekleştirilmiştir. Antikor konjuge 

floresan özellikli nanopartiküllerin biyodağılımı (Şekil 4.58., s.141) incelendiğinde, 

nanopartiküllerin  yaklaşık 200 nm boyutlara sahip olması ve i.v. uygulamanın bir 

sonucu olarak öncelikli olarak retiküloendotelyal sistem organlarında (karaciğer ve 

dalak) birikime uğradığı tespit edilmiştir (313, 421). Cai ve arkadaşlarının (422) 
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osteosarkom tedavisinde kullanılmak üzere hazırladıkları 249 nm partikül boyutuna 

sahip PLGA nanopartiküller için, 24 saatlik biyodağılım çalışmaları sonucunda 

çalışmalarımıza benzer şekilde en yüksek birikimin karaciğer ve dalakta olduğu 

gözlenmiştir. Ek olarak, hedefli nanopartiküllerin karaciğerde ve böbrekte birikmesi, 

nanopartiküllerin vücuttan atılım yolakları nedeniyle, beklenen bir durumdur (423). 

PLGA-FPI749/PLGA-His/PLGA-PEG-anti-EGFR KNP’nin uygulandığı gruptan 

beklenti, PLGA-FPI749/PLGA-His/PLGA-PEG-İzo KNP’nin uygulandığı gruba 

kıyasla EGFR ekspresyonunun yoğun olduğu tümör dokusunda artmış bir birikimdir. 

Sonuçlar bu beklentiyi destekler niteliktedir ve aktif hedeflendirilmiş 

nanopartiküllerin tümör dokusunda daha fazla birikime uğradığı görülmektedir 

(p>0.05). Sun ve arkadaşları (424) tarafından floresan özellikli kumarin 6 yüklü, 

hedefsiz veya CD konjuge pegile polikaprolakton nanopartikülleri üretilmiş ve glioma 

tümörü geliştirilen farelere uygulanmıştır. 24 saatin sonunda vücuttaki birikim 

incelendiğinde hedefsiz nanopartiküllere kıyasla hedefli nanopartiküller tümör 

dokusunda daha fazla birikim göstermiştir. Tez sonuçlarımıza benzer sonuçlar elde 

edilen bir diğer biyodağılım çalışmasında, Venugopal ve arkadaşları (425) tarafından 

floresein izotiyosinat yüklü, hedefsiz ve anti-EGFR hedefli PLGA nanopartikülleri 

nanoçöktürme yöntemi ile üretilmiş ve heterotopik olarak üçlü negatif meme kanseri 

geliştirilen farelere uygulanmıştır. 24 saatin sonunda hedefsiz nanopartiküllerden 

gelen floresan ışıma tüm vücutta gözlenirken hedefli nanopartiküllere ilişkin sinyaller 

en fazla tümör dokusundan alınmıştır.  

Bunun yanı sıra, hedeflendirmeden bağımsız olarak nanopartiküllerin boyutu, 

zeta potansiyel değeri ve bileşimindeki polimer özelliklerinden dolayı her iki 

nanopartikülün de (izotip antikor ve anti-EGFR konjuge) akciğerde biriktiği 

gözlemlenmiştir. Bu durum, söz konusu nanopartiküllerin KHDAK tedavisi için 

geliştirilmiş olması nedeniyle, olumlu ve ümit vadeden bir gelişme olarak 

değerlendirilmiştir. Sonuç olarak, tezin hipotezinde nanopartiküllerin tümör 

mikroçevresine hedeflendirilmesi planlanmıştır. Bu bağlamda sonuçlar, hedefleme 

ligandının başarılı bir şekilde çalıştığını göstermektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Tez kapsamında gerçekleştirilen çalışmalar ile elde edilen sonuçlar özetlenecek 

olursa: 

• Güncel olarak KHDAK’nin tedavisinde immünoterapötik olarak kullanılan 

nivolumab, etkinliğinin artırılması amacıyla tez kapsamında TGF-β inhibitörü 

galunisertib ile kombine edilmiştir. Bu kombinasyonun tümör mikroçevresine 

hedeflendirilerek etkinliğinin artırılması ve olası yan etkilerin azaltılması 

amacıyla nanopartiküler bir ilaç taşıyıcı sistem geliştirilmiştir. Kanda kalış 

süresinin optimizasyonu ve tümör hücreleri ile etkileşimlerinin iyileştirilmesi 

fikri ile tez kapsamında, farklı geometrik şekillere sahip PLGA 

nanopartikülleri üretilmiş ve in vitro/in vivo karakterizasyonları 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen deneysel sonuçlar, kullanılan etkin maddeler, 

nanosistemin kompozisyonu, çalışılan hücre hattı ve geliştirilen tümör modeli 

için optimum nanopartikül şekli küre olarak belirlenmiştir. İdeal nanopartikül 

şeklinin formülasyon bileşenleri ve test edilecek hastalık modeline göre 

değişkenlik gösterebileceği görülmüştür. 

• İmmünoterapötik olarak kullanılan anti-PD-1, boyutunun küçültülmesi 

amacıyla fragmante edilmiştir. Ancak, bütün antikor ile karşılaştırmalı olarak 

elde edilen deneysel bulgulara göre fragmante antikorun immün yanıtı yetersiz 

bulunmuştur. Antikorların fragmantasyonuna yönelik çok sayıda çalışma 

yapılıyor olsa da fragmantasyonun doğrulanması, fragmante antikorun 

stabilitesi ve etkinliği kapsamlı bir şekilde araştırılmalıdır. 

• Tez kapsamında iki aşamada gerçekleştirilen in vivo deneylerin ortotopik 

tümör modeli ile gerçekleştirilmesi planlanmıştır. Ancak, akciğerde tümör 

geliştirilmesinde % 50 başarıya ulaşılabilmiştir. Bu nedenle tümör modeli 

heterotopik olarak sırt bölgesinde geliştirilmiştir. Bu durumun üstesinden 

gelebilmek için ortotopik tümör modeli geliştirilmesine yönelik daha başarılı 

yöntemlerin geliştirilmesine ihtiyaç duyulduğu görülmüştür. 

• Tez kapsamında önerilen galunisertib+nivolumab kombinasyonunun, 

önerildiği üzere etkili bir kombinasyon seçeneği olduğu in vitro ve in vivo 
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çalışmalar ile gösterilmiştir. Yapılan çalışmalar ile, bu kombinasyonun hem 

çözelti formunda hem de nanopartikül formunda etkili bir kombinasyon olduğu 

sonucuna ulaşılmıştır. Etkin maddeler çözelti formunda farelerde ishale yol 

açarken aktif hedeflendirilmiş nanopartikül formunda ishal gözlenmemiştir. 

Bu durum, bilhassa kronik kullanımın yaratacağı yan etkilerin üstesinden 

gelebilmek için tümöre hedeflendirilmiş nanopartikül formülasyonlarının daha 

güvenilir olabileceğini göstermektedir. 

• Tezin ilk aşamalarında farklı şekillerin kıyaslanması amacıyla yapılan 

çalışmalar Farmasötik Teknoloji alanında uluslararası öneme sahip 20. 

International Pharmaceutical Technology Symposium’unda sözlü bildiri 

olarak sunulmuştur. Farklı şekillerdeki nanopartiküllerin üretimi ve 

karakterizasyonuna ilişkin “Effects of Particle Geometry for PLGA-Based 

Nanoparticles: Preparation and In Vitro/In Vivo Evaluation” başlıklı bilimsel 

araştırma makalesi, eczacılık alanının önde gelen, prestijli dergilerinden biri 

olan Pharmaceutics’te (impact faktörü: 6,53) 03.01.2023 tarihinde 

yayınlanmıştır. 

• Sonuç olarak, konvansiyonel dozaj şekillerine göre formülasyonu ve üretim 

prosesi oldukça kompleks olan aktif hedeflendirilmiş polimerik 

nanopartiküllerin planlanan yüksek etkinlik ve düşük yan etki profilini 

gösterebilmeleri ve endüstriyel boyutta üretilerek klinikte kullanım onayı 

alabilmeleri için yapılan her bir çalışma bilime katkı açısından büyük önem 

taşımaktadır. Yapılan araştırmaların sonucunda elde edilen bulguların 

oluşturduğu bilgi havuzu formülasyondan üretime her bir parametrenin önemli 

olduğu nanoteknolojik ilaçlarda araştırmacılara yön vermektedir. Yüksek 

maliyet ve yoğun emek gerektiren bu çalışmalardan elde edilen değerli 

bulgular, spesifik hasta grupları için kişiselleştirilmiş tedavi seçeneği 

oluşturabilecek formülasyonlar için büyük önem taşımaktadır.  
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8. EKLER 

 

EK-1: Tez Çalışması ile İlgili Etik Kurul İzni 1 
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EK-1 devam: Tez Çalışması ile İlgili Etik Kurul İzni 1 - devamı 
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EK-1 devam: Tez Çalışması ile İlgili Etik Kurul İzni 2 
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EK-1 devam: Tez Çalışması ile İlgili Etik Kurul İzni 3 
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EK-1 devam: Tez Çalışması ile İlgili Etik Kurul İzni 4 
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EK-1 devam: Tez Çalışması ile İlgili Etik Kurul İzni 4 - devamı 
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EK-2: Dijital Makbuz ve Orijinallik Raporu 
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EK-2 devam: Dijital Makbuz ve Orijinallik Raporu  - devamı 
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EK-3: Deney Hayvanları Kullanım Sertifikası 
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EK-3 devam: Deney Hayvanları Kullanım Sertifikası - devamı 
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EK-4: Tez Kapsamında Üretilen Yayın 
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