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YAYIMLAMA VE FIiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

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

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

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

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

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

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. )
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Ecz. Nurbanu Demirtiirk

Y“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmas, Diizenlenmesi ve Erigime Agilmasina Iligkin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danmigmanimin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki
il siirve ile tezin erigime agilmasimin ertelenmesine karar verebilir.

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

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapidigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla
yapilan isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve
kurulusun énerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir.
Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karar: verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar: cercevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararimin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir
* Tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii tizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu tarafindan
karar verilir.
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OZET

Demirtiirk, N., Non-Hodgkin Lenfoma Tedavisinde ilag: Direncini Yenmek
Amaciyla Aktif Hedeflendirilmis, Coklu Tla¢ Yiikli Nanopartikiillerin
Gelistirilmesi ve in vitro- in vivo Etkinlik ve Giivenliliginin Degerlendirilmesi,
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Teknoloji Program
Doktora Tezi, Ankara, 2024. Giiniimiizde Non-Hodgkin Lenfoma’nin birinci
basamak tedavi yontemi olarak, siklofosfamid, doksorubisin, vinkristin gibi
antikanserlerin yani sira, prednizon ve monoklonal antikor Rituksimab’1 da igeren (R-
CHOP) “4’li ilag¢ rejimi” kullanilmaktadir ancak antikanser ila¢ direnci nedeniyle
istenen basar1 saglanamamaktadir. Bu tez kapsaminda mitokondriyi hedeflemeyi
saglayan “Guanidin grubu” igeren amfifilik ve polimerik siklodekstrinler ile
hazirlanan nanopartikiiller kullanilarak, R-CHOP tedavisinin etkililigini arttirmak, yan
etkilerini azaltmak ve gelisen ila¢ direncinin asilmasi amaclanmistir. Tezin ilk
asamasinda hemoliz, biyolojik sivida stabilite ve kompleman aktivasyonu gibi
caligmalarla siklodekstrin tlirevlerinin giivenliligi kanitlanmistir. Ardindan her bir
antikanser ilacin miktar tayini i¢in HPLC ydntemleri valide edilmistir. Daha sonra ise
basarili bir sekilde rituksimab ile aktif hedeflendirilmis ¢oklu ila¢ yiikli
nanopartikiiller nanopresipitasyon yontemi ile hazirlanmis ve partikiil biiytikligi,
ylizey yiki, ila¢ yiikleme etkinligi, ila¢c salim profili belirlenmesi gibi in vitro
karakterizasyon c¢alismalarinin ardindan 2 ve 3 boyutlu hiicre kiiltiirii ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Ilag ¢ozeltileri ile karsilastirildiginda aktif hedeflendirilmis ilag
yiiklii nanopartikiil uygulanan lenfoma hiicre hatlarinda canlilik agisindan istatistiksel
olarak anlamli derecede azalma goriilmiistiir (p<0.05). Son olarak in vivo deneyler
kapsaminda Balb/c farelerde farmakokinetik ve biyoyararlanim ¢aligmasi, giivenlilik
calismasi, antitiimoral etkinlik calismasi gerceklestirilmis ve ilag direncini asmada

umut vaad eden bir model ilag tastyici sistem ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Non-Hodgkin lenfoma; nanoilag ; siklodekstrin; rituksimab; ¢ift
hedeflendirme

Tez TUBITAK tarafindan 2205051 numarali proje ve 2211-C Doktora Burs Programi

ile desteklenmigtir.
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ABSTRACT

Demirturk, N., Development and in vitro-in vivo Evaluation of Active Targeted
Multidrug Loaded Nanoparticles to Overcome Drug Resistance in the Treatment
of Non-Hodgkin Lymphoma, Hacettepe University Graduate School Health
Sciences Pharmacy Department of Pharmaceutical Technology Doctor of
Philosophy Thesis, Ankara, 2024. Currently, the first-line treatment for Non-
Hodgkin Lymphoma (NHL) involves a "4-drug regimen" known as R-CHOP, which
includes anticancer agents such as cyclophosphamide, doxorubicin, and vincristine, as
well as prednisone and the monoclonal antibody rituximab. However, due to anticancer
drug resistance, the desired level of success is not always achieved. This thesis aims
to enhance the effectiveness of R-CHOP therapy, reduce side effects, and overcome
emerging drug resistance by using nanoparticles made from amphiphilic and
polymeric cyclodextrins containing "guanidine groups" that target mitochondria. In
the first phase of the thesis, the safety of cyclodextrin derivatives was demonstrated
through studies on hemolysis, stability in biological fluids, and complement activation.
Subsequently, HPLC methods were validated for quantifying each anticancer drug.
Following this, rituximab-targeted, multi-drug-loaded nanoparticles were successfully
prepared using the nanoprecipitation method. In vitro characterization studies,
including particle size, surface charge, drug loading efficiency, and drug release
profile, were conducted, followed by 2 and 3-dimentional cell culture studies. The
results showed a statistically significant reduction in cell viability in lymphoma cell
lines treated with the targeted drug-loaded nanoparticles compared to drug solutions
(p<0.05). Finally, in vivo experiments were carried out in Balb/c mice to assess
pharmacokinetics, bioavailability, safety, and antitumor efficacy. The study has led to
the development of a promising model drug delivery system for overcoming drug

resistance.

Key Words: Non-Hodgkin lymphoma; nanomedicine; cyclodextrin; rituximab; dual
targeting

The thesis was supported by TUBITAK with project number 220S051 and 2211-C
PhD Scholarship Program.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

°C Santigrat derece

2B 2 boyutlu

3B 3 boyutlu

ACD Amfifilik siklodekstrin

ALT Alanin transferaz

AST Aspartat transaminaz

CD Siklodekstrin

cm Santimetre

CYC Siklofosfamid

dk Dakika

DLS Dinamik Isik Sagilimi1

DMEM Dulbecco’s Modifiye Eagle’s Besiyeri
DOX Doksorubisin

DSO Diinya Saglik Orgiitii

EGF(R) Epidermal biiylime faktorii (reseptorii)
ELISA Enzim-bagli immiinosorbent deneyi
EMA Avrupa Ilag Ajansi

EP Avrupa Farmakopesi

FBS Fetal s1gir serumu

FDA Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi
HPLC Yiiksek basinglt s1vi kromatografisi
1C50 Yari-maksimum inhibisyon konsantrasyonu
kDa Kilodalton

LDH Laktat dehidrogenaz

LOD Saptama sinir1

LOQ Tayin edilebilirlik sinirt

mg Miligram
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NK Natural Killer (Dogal 6ldiiriicii hiicreler)
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1. GIRIS

Lenfatik sistem, islevsel bir biitiin olarak bir¢ok organi igerir. Bunlar, beyaz
kan hiicrelerinin tiretildigi dalak, timus, bademcikler ve kemik iligidir. Lenfatik damar
sistemi, kan vendz sistemi ile paralel calisir ve interstisyel doku bosluklarindan
toplanan lenf sivisini tasir. Lenfoma, lenf diigiimlerinde ve diger lenfatik sistem
dokularinda lenfositlerden kaynaklanan bir kanser tiiriidiir ve lenf dokusunun
bulundugu organlarda ortaya ¢ikabilir ve/veya etkilenebilir (1). Lenfomalar iki ana alt
kategoriye ayrilir: Hodgkin Lenfoma ve Non-Hodgkin Lenfoma (NHL). iki lenfoma
tiriinii ayirt etmek, hastalikli hiicreleri mikroskop altinda inceleyerek miimkiindiir.
Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére, 2018 yilinda 9.6 milyon insanin &liimiine neden
olan kanser, diinya capinda ikinci en yaygin 6liim nedenidir ve lenfomalar, tiim
kanserlerin yaklasik %3'ini olusturur ve hematolojik kanserler arasinda en yaygin
gruptir. NHL, tiim lenfomalarin %85-90'm1 olusturur (2). NHL, Amerika Birlesik
Devletleri'nde en yaygin kanserlerden biridir ve tiim kanserlerin yaklasik %4'linii
olusturur. Amerikan Kanser Dernegi, 2024 yilinda yaklasik 44.590 erkek ve 36.030
kadin dahil olmak tizere 80.620 kisinin NHL ile teshis edilecegini tahmin etmektedir
(3). Genel olarak, NHL'li hastalarin yaklasik %50'si tedavi edilebilmektedir. Niikslerin
cogu tedaviden sonraki ilk 2 yil iginde goriiliir. Ge¢ donemde niiks riski, hem ge¢ hem
de agresif histolojiler gosteren hastalarda daha yiiksektir. Indolent (diisiik dereceli)
NHL, immiinoterapiler, radyoterapi ve kemoterapiye yanit verirken, ileri evrelerde
kalic1 niiks siklikla gozlemlenmektedir. Agresif NHL ile teshis edilen veya bu formlara
dontisen hastalarda niiks olasilig1 tedaviden sonra daha yiiksektir. Klinik remisyon
bircok hastada gozlemlenmektedir. Ancak, ilk tedavisi basarisizlikla sonuglanan
hastalarin yaklasik %30 ila %40", birincil direng (%15) veya niiks (%25) nedeniyle
kotli prognoza sahiptir (4). Bu tiir hastalarin tedavileri, ciddi toksisite ve 6limciil
enfeksiyon riskleri ile iligkili daha agresif, yiiksek doz kemoterapi rejimleri ve otolog
kok hiicre nakli ile yapilmaktadir. Bu yogun tedaviyi tolere edebilen niiks goriilen
hastalarin oran1 %50'dir, diger hastalar ise yaslilik veya ek hastaliklar nedeniyle
tedaviye uygun olmamakta ve tedavi basarisiz olmaktadir. Ozellikle yash hastalarda
tedavi basarisizliginin temel nedeni, hastalarin tedaviye toleranslarinin azalmasidir.

Kemik iligi fonksiyonundaki bozulma, degismis ila¢ metabolizmas1 ve eslik eden



hastaliklarin varligi, tedaviye bagli komplikasyonlarin sayisimi artirir ve tedavi

basarisizligina yol acar (5).

Giliniimiizde, NHL hastalarina uygulanan ¢esitli tedavi yaklasimlari
bulunmaktadir. Evre, hastalifin tiirii ve hasta ge¢misi, uygulanacak tedavi tiirlinii
belirleyen faktorlerdir. Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi, kemoterapi, NHLin
tedavisinde ana yaklasimdir. Ayrica, NHL hastalarina tedavi ve palyatif amaclarla
kemoterapinin yanisira tek basina veya kombine radyoterapi uygulanmaktadir. Diger
bir tedavi yOntemi olan immiinoterapide, kanser hiicresinin yiizeyindeki farkli
antijenleri hedeflemek i¢in monoklonal antikorlar kullanilir. NHL tedavisinde
kemoterapide, temel olarak CHOP (siklofosfamid, doksorubisin, vinkristin ve
prednizon) olarak bilinen 4 ilag rejimi kullanir. Bu tedavi rejiminde, kortikosteroid oral
yolla ii¢ farkli antikanser ilaci ise intravendz olarak uygulanir. Ayrica, tedavi
etkinligini artirmak i¢in monoklonal antikor Rituksimab’in dahil oldugu R-CHOP,

giiniimiizde NHL hastalar1 i¢in birinci basamak standart tedavi olarak kullanilmaktadir
(6).

Tedavi basarisini artirmak icin diger ilaglarin yan etkilerini azaltmaya yonelik
cesitli yaklagimlar gelistirilmektedir. En gilincel yaklagim, NHL tedavisi i¢in nano ilag
tastyict sistemlerinin gelistirilmesidir. Giiniimiizde, 06zellikle kanser teshisi ve
tedavisinde uygulanan nanoteknoloji, geleneksel kemoterapiye alternatif olarak en
umut verici seceneklerinden biri haline gelmistir. Kullanilan nano boyutlu tasiyici
sistemler, lipit veya polimer bazli, ilagla iligkili, inorganik ve viral nanopartikiiller gibi
cesitli tiirlerde incelenmistir. {lacin hedef bdlgeye ulasmasi nanopartikiil ve tiimdriin
fiziksel ozelliklerine bagl olan pasif hedeflendirme ve/veya hedef bolgeye spesifik
ligand modifikasyonu ile saglanan iki yontem ile gergeklestirilebilir. Bir
nanopartikiiliin etkili olabilmesi i¢in tiimdr bolgesine ulagmasi gerekmektedir.
Oncelikle partikiiliin sekli, yiikii, partikiil biiyiikliigii gibi karakterizasyon dzellikleri
pasif hedeflendirme i¢in uygun olmalidir. Ayrica bu fiziksel 6zellikleri sayesinde
glinimiizde nanopartikiillerin ~ hiicre i¢i  hedeflendirme yani organelleri
hedefleyebilecegi ifade edilmektedir. Daha etkili tedavi saglamak ve
kemoterapétiklere bagli yan etkilerin azaltilabilmesi i¢in ise tiimdre aktif

hedeflendirme oldukg¢a cazip hale gelmistir.



Bu tez kapsaminda;

* Guanidino grubu iceren oligosakkarit yapida amfifilik siklodekstrin ve
polimerik siklodekstrin tiirevleri kullanilarak doksorubisin, siklofosfamid
ve vinkristini iceren ve rituksimab ile aktif hedeflendirilmis ve guanidino
grubu sayesinde mitokondriyal hedefleme yapabilen siklodekstrin
nanopartikiiller —hazirlanarak ileri tekniklerle in vitro ayrintili
karakterizasyon ¢aligsmalar1 gerceklestirilmistir.

+ Siklodekstrin nanopartikiillerin yapisinda bulunan guanidino grubunundan
faydalanilarak hiicresel alimin artmasi ve bu sayede hedeflenen kanserli
hiicrelerdeki ilag birikiminin de artmasi saglanmaistir.

* Rituksimab’in etkinliginin azalmadan nanopartikiiler sisteme dahil edildigi
gosterilmigtir.

* Rituksimab direngli NHL hiicre grubu gelistirilmis ve direngsiz hiicre
gruplar ile karsilagtirmali olarak degerlendirme yapilmistir. Her iki hiicre
grubunda da caligilarak, ii¢ etkin maddenin ayni nanopartikiiler sistemle
fiziksel karisim halinde taginmasi sayesinde hedefleme ve sinerjik etki
kaynakli olarak daha fazla antikanser etkililik saglandigi in vivo
caligmalarla gosterilmistir.

* 3B hiicre kiiltiirii sayesinde lenfoma modelinin in vitro ortamda daha
basarili taklit edilmis ve bu sayede formiilasyonlarin etkililikleri direncli ve
direngsiz hiicre gruplarinda daha gergekci olarak degerlendirilmistir

* Hayvan deneyleri kapsaminda saglikli fare modelinde Rituksimab-
siklofosfamid-vinkristin-doksorubisin ~ serbest  ¢oOzelti  formundaki
konvansiyonel tedaviyle karsilastirmali olarak nanoilacin intravendz
yoldan uygulamasiyla konsantrasyon-zaman profilleri elde edilmis,
biyoyararlannm ve farmakokinetik parametreler hesaplanmig ve
nanopartikiiler formiilasyonun biyoyararlanim iizerine etkisi belirlenmistir.

* Hayvan deneylerinin ikinci asamasinda ise NHL tiimor indiikklenmis
hayvan modelinde nanopartikiile bagli Rituksimab-siklofosfamid-
vinkristin-doksorubisin tedavisinin konvansiyonel ¢o6zelti formunda

tedaviyle karsilastirmali olarak antitiimoral etkinligi gosterilmistir.



* Hayvan ¢alismalarinda ayrica nanopartikiiler formiilasyonun giivenlilik
profili degerlendirilmis ve bdylelikle giincel tedavide kullanimi sorunlu
olan prednizon uygulamasinin da oniine gecilebilecegi ve buna bagli yan

etkilerin azaltilabilecegi saptanmustir.

Boylece, nanoteknolojinin klinik uygulamasina dayali kapsamli bir tez
caligmast yapilmis olup, mevcut tedavinin nanoilag seklinde uygulanmasinin

avantajlar1 ve olasi zorluklar1 agik¢a degerlendirilmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Kanser

Diinya Saglik Orgiiti'niin (DSO) 2023 yili tanimlamasma gore kanser,
hiicrelerin anormal ve kontrolsliz biiylimesiyle karakterize edilen karmasik ve
degisken bir hastalik grubudur. Bu hiicreler hizla ¢gogalabilir, normal sinirlarini asabilir
ve potansiyel olarak yakindaki dokulari istila edebilir. Metastaz siireci 6zellikle endise
vericidir; kanser hiicreleri kan dolagimi veya lenfatik sistem yoluyla viicudun diger
bolgelerine gidebilir ve uzak organlarda yeni tiimorler olusturabilir. Metastaz, kanserin
yayilmasina ve siddetine katkida bulunan, genellikle tedaviyi daha zor hale getiren ve
prognozu etkileyen énemli bir faktdrdiir (7). 2024 yili sonuna kadar Amerika Birlesik
Devletlerinde toplamda yaklasik 2.001.140 yeni kanser vakasi ortaya ¢ikmasi ve her
giin yaklagik 5.480 kisiye kanser teshisi konmasi tahmin edilmektedir (8). Tiirkiye’ye
ait 2022 yili verilerini degerlendirdigimizde ise 240.013 kisiye kanser teshisinin
konuldugu ve mortalitenin 129.672 oldugu belirlenmistir (9).

2.2. Kanserde Ila¢ Direnci

Ilag direnci, hastaliklarin farmasétik tedavilere toleranshi hale gelmesiyle
ortaya ¢ikan bir olgudur. Bu kavram ilk olarak bakterilerin belirli antibiyotiklere
direngli hale gelmesiyle ortaya ¢ikmistir ancak benzer mekanizmalarin kanser dahil
olmak lizere diger hastaliklarda da ortaya ciktig1 kesfedilmistir. Bazi ila¢ direnci
mekanizmalar1 hastaliga 6zgiidiir, bazilar1 ise evrimsel olarak korunarak gilinlimiize

kadar gelmistir (10).

[lag direnci i¢sel ve/veya edinilmis faktorlere bagli olarak ortaya cikabilir. Igsel

direng sunlara atfedilebilir:
(a) ilag inaktivasyonu,
(b) ilag hedefinin degisen ekspresyonu ve/veya islevi,

(c) hiicresel membran boyunca degisen ila¢ tasinmasi veya



(d) hedeflenen bolgede gergeklesen mutasyonlar ve ekspresyon seviyelerindeki
degisiklikler sebebiyle (11) ila¢ ile molekiiler hedefi arasindaki etkilesim

verimliliginin azalmasi.

Ote yandan edinilen ilag direnci, ilaca direngli kanser hiicresi klonlariin
gelisimini  kolaylastiran veya ilgili metabolik yollarda yer alan enzimlerde

mutasyonlar1 tetikleyen genetik veya cevresel faktorlerden etkilenir (12).

iLAC DIRENCi MEKANIZMALARI (\NANO ILAC TASIYICI SiISTEMLER

« ILAC DISARI ATIMI (EFFLUX) + ARTMIS ILAC TASINIMI

* TUMOR HETEROJENITEST * + HUCRE MEMBRANINDAN GECISIN ARTIRILMASI
* miRNA REGULASYONLARI » HEDEFLENDIRME

+ [LAC INAKTIVASYONU * + UZATILMIS SALIM

+ APOPTOZUN BASKILANMASI
UT{"JMOR

Sekil 2.1. Tiimorde ilag direncine sebep olan faktorler ve ilag direncini agsmak igin

nano ilag tasiyici sistemler (13)

Bir tiimor sadece kanser hiicre grubu degil aksine infiltratif ve yerlesik konak
hiicreler, salgilanan faktorler ve hiicreler arast matriksin heterojen bir koleksiyonudur.
Kanser hiicreleri, tiimor biiylimesini ve ilerlemesini desteklemek i¢in konak
dokularinda 6nemli molekiiler, hiicresel ve fiziksel degisiklikleri uyarir. Gelismekte
olan bir tiimdr mikrogevresi (TME) karmasik ve siirekli olarak evrilen bir varliktir.
TME bilesimi tlimor tipleri arasinda degisse de genellikle bagisiklik hiicreleri, stromal
hiicreler, kan damarlar1 ve hiicreler aras1 matriksi i¢erir. TME nin kanser ilerlemesini
aktif olarak tesvik eden, sadece sessiz izleyici olmayan bir rol oynadig giderek daha
fazla kabul edilmektedir. Tiimor gelisiminin erken agamalarinda, kanser hiicreleri ile
TME bilesenleri arasinda dinamik ve karsilikli bir etkilesim gelisir. Bu etkilesim
kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini destekler, metastazi tesvik eder. TME, hipoksik
ve asidik mikrogevre tarafindan ortaya konan zorluklari asmak, oksijen ve besin
kaynagint geri kazandirmak ve metabolik atiklari uzaklastirmak i¢in anjiyogenez
mekanizmalarini diizenler. Ayrica, tiimorler, timor biliylimesini destekleyen (pro-

tiimorijenik) ve tiimor biiylimesini baskilayan (anti-tlimorijenik) islevler gosterebilen



cesitli adaptif ve dogal bagisiklik hiicreleri tarafindan infiltrasyona ugrar. Tiimoriin
fiziksel parametrelerinde, genomunda ve ¢evresindeki ortamda meydana gelen
degisiklikler ilag direncini tetiklemektedir. Tek ajanli kemoterapiye diren¢ sorununun
ilk ¢6ziimii olarak kombinasyon tedaviler ve doz sikliginin arttirilmasi gibi yontemler
denenmektedir. Ancak gelisen c¢oklu ila¢ direnci ve tolere edilemeyen yan etkiler
sebebiyle daha etkili ¢oziimlere ihtiyag duyulmaktadir (14, 15) ve nano boyutlu ilag
tasiyici sistemler kanserde ilag direncinin iistesinden gelme konusunda olduk¢a umut

vaad eden yaklagimlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 2.1.).

2.3. Non- Hodgkin Lenfoma (NHL)

Lenfomalar viicudun her organimi etkileyebilen, ¢ok c¢esitli semptomlarla
ortaya cikabilen bir hastaliktir. Gelisiminin c¢esitli asamalarindaki lenfositlerden
kaynaklanirlar ve spesifik lenfoma alt tipinin 6zellikleri, kaynaklandiklar1 hiicrenin
ozelliklerini yansitir (16). Malign lenfomalar Hodgkin lenfoma ve NHL olarak ikiye
ayrilir. HL tiim lenfomalarin yaklasik %10'unu olustururken ve geri kalan %901 NHL
tirevleridir ve NHL en yavastan en agresif malignitelere kadar degisen genis bir
hastalik yelpazesini temsil eder (17). HL ve NHL bag-boyun bolgesinde goriiliir ancak
lenf nodu tutulumu olsun veya olmasin ekstranodal hastalik NHL hastalarinda daha
sik goriiliir. Ekstranodal tutulum, Waldeyer halkasi (yani bademcikler, farenks ve dilin

tabani), tiikiiriik bezleri, paranazal siniisler ve tiroid bezleri gibi alanlari igerir (18).

1990'larda Uluslararas1 Lenfoma Calisma Grubu, biyolojik ilkelere dayali bir
NHL siniflamasi olusturma karari almistir. Bu ¢caba, Revize Avrupa-Amerikan Lenfoid
Neoplaziler Siiflamasi (REAL) olarak bilinen sistemi ortaya ¢ikardi (19). REAL
siniflamasi, 2001'de DSO tarafindan "Hematopoietik ve Lenfoid Dokularin
Timorlerinin Smiflamasi"na doniistii ve 2008 ile 2016'da yenilendi. Son olarak da
2021 Eyliil’iinde Uluslararas1 Konsensiis Siniflandirmasi (ICC) yayimlandi (20, 21).
DSO tarafindan tanmimlanan 60'tan fazla spesifik NHL alt tipi bulunmaktadir. Bu alt
tipler, lenfoma hiicrelerinin 6zelliklerine, goriiniimiine, hiicre yiizeyindeki proteinlerin

varligina ve genetik 6zelliklerine gore kategorize edilmistir. Alt tipler, hiicre tipine



gbre B hiicresi (vakalarin yaklasik %90°1), T hiicresi veya NK hiicresi NHL olarak

siiflandirilirken, hastaligin ilerleme hizina gore ise iki ana kategoriye ayrilir:

Agresif lenfomalar: Hizla ilerleyen ve tiim NHL vakalariin yaklasik %60'm1
olusturan lenfomalardir. En yaygin agresif NHL alt tipi Diflize Biiyiikk B
Hiicreli Lenfoma (DLBCL) olup, agresif NHL'nin en sik goriilen tiirtidiir.

Indolent lenfomalar: Yavas ilerleyen ve genellikle ilk tan1 kondugunda daha
az belirti ve semptom gosteren lenfomalardir. Yavasg biiyliyen veya indolent alt
tipler, tiim NHL vakalarinin yaklasik % 40'n1 temsil eder. Folikiiler Lenfoma
(FL), indolent NHL'min en yaygin alt tipidir (22-24).

NHL riskini artiran baz1 faktdrler bulunmaktadir. Ozellikle bagisiklik sistemini
zayiflatan durumlar veya tedaviler NHL riskini artirabilmektedir. Ayrica, asiri
ultraviyole (UV) 1s1inina maruz kalmak da risk faktorleri arasinda yer alir. Viriisler ve
diger patojenler, dzellikle Epstein-Barr Viriisii (EBV), Insan T-Lenfotropik Viriisii
(HTLV), insan Herpes viriisii 8 (HHVS), Hepatit C Viriisii, SV40 (Simian Viriisii 40)
ve Helicobacter pylori gibi etkenler de NHL gelisiminde rol oynayabilir. Otoimmiin
ve kronik inflamatuar hastaliklar, 6rnegin Romatoid Artrit, Sjogren Sendromu ve
Sistemik Lupus Eritematozus (SLE), NHL riskini artiran diger faktorlerdir. Ayrica,
bazi1 mesleki maruziyetler, 6zellikle fenoksi asitler, organofosfatlar ve organoklorinler
gibi pestisitler ve kimyasallarla uzun siireli temas da risk faktorleri arasinda

sayilmaktadir (25, 26).

NHL semptomlari ¢ok belirgin olmamakla birlikte asagida belirtilen sekillerde
ortaya cikabilir:

e Boyun, koltuk alt1, kasik veya karin bolgesindeki lenf diigiimlerinde sislik
e Bilinmeyen bir sebeple ates

e Gece terlemeleri

e Siddetli yorgunluk

e Bilinmeyen bir sebeple kilo kaybi1

e (Cilt dokiintiileri veya kasintil1 cilt

e Bilinmeyen bir sebeple gogiis, karin veya kemiklerde agri



Ates, gece terlemeleri ve kilo kaybi birlikte goriildiigiinde, bu belirtiler B
semptomlar1 olarak adlandirilir. NHL ile iliskili diger belirtiler ise kanserin viicutta
olustugu yere, tiimoriin blyiikliigline ve tiimoriin ne kadar hizli biiyiidiigiine bagh

olarak degisebilir (27).

Tedavi segenekleri ise sahip olunan NHL alt tipine ve evresine baghidir ancak

en yaygin yontemler;
o Kemoterapi
e Hedeflendirilmis ve immiinoterapotik ilaglar
o Steroidler
o Radyoterapi ve
e Kok hiicre naklidir (28).

Birc¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi kemoterapi oncelikli segenektir. NHL tiiriine
bagli olarak tek basma bir kemoterapi ilaci veya birden fazla kemoterapi ilacinin
kombinasyonu kullanilabilir. En yaygin kullanilan tedavi rejimi R-CHOP’tur. R-
CHOP’taki her harf, tedavide kullanilan farkl1 bir ilac1 temsil etmektedir.

R: Rituksimab (375 mg/m?), CD20 adli bir proteine baglanarak kanserli B
hiicrelerini hedef alir ve bagisiklik sisteminin bu hiicreleri yok etmesine

yardimci olur; iv inflizyon yoluyla uygulanir.

C: Siklofosfamid (750 mg/m?), kanser hiicrelerinin DNA'sin1 hasarlandirarak
biiytimelerini durdurur veya yavaslatir ve iv bolus ya da iv inflizyon yoluyla

verilir.

H: Hidroksidaunorubisin hidrokloriir (Doksorubisin hidrokloriir veya
Adriamycin®) (50 mg/m?), kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi igin gerekli olan

enzimi bloke ederek biiyiimelerini engeller ve iv bolus yoluyla uygulanir.

O: Oncovin® (Vinkristin siilfat) (1,4 mg/m? maksimum doz 2 mg), kanser
hiicrelerinin boliinmesini durdurarak biiylimelerini yavaslatir; bu da iv

infiizyon yoluyla yapilir.
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P: Prednizon (50 mg/m? maksimum doz 100 mg) ise bir kortikosteroid olup,
enflamasyonu azaltir, kanser semptomlarim1 hafifletir ve yan etkileri

yonetmeye yardimci olur; evde agiz yoluyla, tablet veya kapsiil seklinde alinir.

Tedavi dongiileri genellikle 21 giin arayla 6-8 kiir seklinde yapilir, ancak 14
giin araliklarla da olabilir (29, 30).

Immiinoterapétikler ise lenfoma hiicrelerinin yiizeyindeki benzersiz proteinleri
tantyacak sekilde tasarlanmis ilaglari igerir. Bu ilaglar lenfoma hiicrelerine baglanarak,
bagisiklik sisteminin onlar1 bulup yok etmesini saglar. Diger immiinoterapi ise
lenfoma hiicrelerinin bagisiklik sistemini baskilamasini engeller, boylece bagisiklik
sisteminin lenfoma hiicrelerini yok etme yetenegini geri kazandirir. Immiinoterapinin
lenfoma {iizerindeki etkisi, bagisiklik sisteminin lenfoma hiicrelerini hedef alma

yetenegine baglidir. Kullanilan immiinoterapétiklerin tiirleri:

e Antikor-ila¢ Konjugatlar1 (ADC): Monoklonal antikorlar ve kemoterapi
ilaglarmin birlesimidir. Ornegin, brentuximab vedotin (Adcetris) bu tiir bir
tedavi Ornegidir. Bu tedavi lenfoma hiicrelerinin yiizeyindeki proteinleri
hedefler ve igeriye girerek hiicreyi oldiiriir. Yan etkiler arasinda diisiik kan
hiicresi sayilari, sinir hasari, anemi, yorgunluk ve bulant1 bulunabilir.

e Biyobenzer Tedaviler: Var olan biyolojik tedavilere benzer sekilde iiretilen
tedavilerdir. Biyobenzerlerin referans tiriin kadar etkili olmalar1 beklenir,
ancak tamamen ayni olmayabilirler. Ornekler: Rituximab-abbs (Truxima) ve
rituximab-pvvr (Ruxience).

e Cift Yonlii Antikorlar (bsAbs): Iki farkli hedefe baglanabilen yenilikci
immiinoterapdtiklerdir. Onlarca  antijen  taniyabilirler. Ornekler:
Mosunetuzumab-axgb (Lunsumio) ve Epcoritamab-bysp (Epkinly).

e CAR-T Hiicre Tedavisi: Genetik olarak degistirilmis T hiicreleri, lenfoma
hiicrelerinin yiizeyindeki antijenleri tantyip yok eder. Onaylt CAR-T hiicre
tedavileri arasinda Axicabtagene Ciloleucel (Yescarta), Brexucabtagene
Autoleucel (Tecartus) bulunur.

e Kontrol Noktasi Inhibitorleri: Bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerini
tanimasin1  engelleyen sinyalleri bloke eder. Onayli kontrol noktasi

inhibitorleri, Nivolumab (Opdivo) ve Pembrolizumab (Keytruda)’dir.
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e Sitozin Ilaclari: Dogal sitokinlerin sentetik versiyonlaridir ve bagisiklik
yanitini artirabilirler. Denileukin diftitox (Ontak) 6rnek verilebilir. Yan etkiler
arasinda grip benzeri semptomlar, diigiik beyaz kan hiicresi sayisi, dokiintiiler
ve sag¢ dokiilmesi olabilir.

e Immiinomodiilatér flaclar: Timér hiicrelerine kars: cesitli sekillerde etki
ederler. Onayli ornekler Lenalidomide (Revlimid) ve Interferon Alfa-2b
(Intron A)’dir.

e Monoklonal Antikorlar: Lenfoma tedavisinde kullanilan en yaygin biyolojik
ajanlardir. Lenfoma hiicrelerinin yiizeyindeki antijenleri hedef alirlar. Lenfoma

tedavisi i¢in onaylanmis monoklonal antikorlar sunlardir:

o Alemtuzumab (Campath)

e Mogamulizumab-kpkc (Poteligeo)
e Obinutuzumab (Gazyva)

e Ofatumumab (Arzerra)

e Rituximab (Rituxan)

o Tafasitamab (Monjuvi)

e Radyoimmunoterapi (RIT): Monoklonal antikorlarla baglanmis radyasyon
kaynagi icerir. Bu tedavi, lenfoma hiicrelerine kiiciik dozda radyoaktivite
vererek onlar1 yok eder. Onayli 6rnek ise Ibritumomab Tiuxetan (Zevalin)’ dir.
Yan etkiler arasinda ates, lisime, pndmoni, akciger iltihab1 ve diisiik kan

sayimlari bulunabilir (31).

2.4. Nano Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Nanotip, nanodlgek araligindaki malzemelerin hastaliklarin teshis edilmesi,
terapotik ve biyolojik ajanlarin belirli hedef bolgelere kontrollii bir sekilde iletilmesi

i¢in kullanilan nispeten yeni ancak hizla gelisen bir bilimdir alanmidir (32).

Nano ilag tastyict sistemler (NITS) 40 yil1 askin siiredir ¢alisilan sistemlerdir

ve hazirlanmasinda kullanilan malzemelerin bilesimine gore,
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1. Kendiliginden birlesen sistemler (misel)

Hiicre zar1 bazli biyomimetik tastyici sistemler (eksozom)
Dogal polimerik tasiyici sistemler (siklodekstrin)
Polimerik tastyict sistemler (PLGA)

Lipid nanopartikiilleri (lipozom)

Inorganik nanopartikiiller (altmn nanopartikiil)

A B

Hibrit nanopartikiiller olarak siniflandirilabilirler (33, 34).

NITS’ler benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri sayesinde konvansiyonel

dozaj sekillerine gore bir¢ok iistiinliige sahiptir.

e Istenen bolgeye, dokuya, hiicreye pasif ve/veya aktif hedeflendirilmis ilag
tasinmasi,

e ilaglarin farmakokinetik dzelliklerini gelistirmesi,

e Kontrollii ila¢ salima,

e [lacin kanda kalis siiresinin uzatilmast,

e Doz ve dozlama sikliginin azaltilmasi,

o Arttirtlmus etkililik ve azaltilmis toksisite saglamasi,

e Ilag direncinin iistesinden gelmesi,

e (Coklu ilag tasinmasini saglamasi gibi 6zellikleri sayesinde tedavi etkinliginin

artirilmasinda olduk¢a umut vaat eden sistemlerdir (35).

2.5. Tiimor Hedefleme Stratejileri

NITS’in temel amaci, hedefleme stratejileri kullanilarak ilacin belirlenen hedef

alana optimum konsantrasyonda ve uygun zamanda saliminin saglanmasidir (36).

Hedeflendirilmis NITS, saglikli hiicrelerin toksik bilesiklerden korunmast,
doza bagl yan etkilerin en aza indirilmesi ve ilaca direngli kanser hiicrelerinin

istesinden gelinmesi gibi ¢ok sayida fayda sunar (37).

Iyi tasarlanmus bir NITS, ideal olarak mononiikleer fagositik sistem tarafindan
temizlenmemeli, hedef dokularda yeterli birikimi saglamak i¢in kan dolasiminda uzun

stire kalabilmeli, hedef hiicreler tarafindan icsellestirmeyi kolaylastirmali ve diisiik
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toksisite sergilemelidir. NIiTS'lerin boyut, yiikk ve sekil gibi fiziksel 6zellikleri,
terapotik etkinligi optimize etmek icin degistirilebilir. Ilag hedefleme igin pasif ve
aktif hedeflendirme olarak iki ana strateji (Sekil 2.2) vardir (38). Ayrica i¢sel ve dissal
tetikleyicilerle ila¢ tasinmasi ve salimini saglayan hedeflendirme stratejileri de

giiniimiizde oldukga kullanilmaktadir (39).

e Pasif hedefleme, hem ilag tastyicisinin hem de tiimoriin fiziksel 6zelliklerine
bagl olarak ilaclarin tiimér dokularinda birikmesine dayanir.

e Aktif hedefleme ise NITS yiizeyindeki ligandlar ile hedef hiicrelerdeki
reseptorler arasindaki molekiiler etkilesimleri icerir. Bu hedefleme yaklagima,
kan dolasiminda bulunan NiTS nin tiimér dokusuna ekstravaze olduktan sonra
ligand-reseptor baglanmasi yakin mesafede (0,5 mm'den az) gerceklesmektdir
(40).

e Uyaranla ilag tasinmasini saglayan igsel tetikleyiciler arasinda pH, redoks

durumu, hipoksi ve enzimler yer alirken, dissal uyaranlar arasinda 1sik,

sicaklik, alternatif manyetik alan (AMF) ve ultrason (US) gibi faktorler
bulunur (41).

Pasif hedeflendirilmis nanopartikal

Aktif hedeflendirilmis nanopartikil

Membran reseptora

Tumor hiicresi

Endotelyal hiicre

Lenfatik drenaj

Sekil 2.2. Ilag tastyic sistemlerde hedeflendirme mekanizmalari



14

2.5.1. Pasif Hedeflendirme

NITS, tiimor damar sisteminin sizdiran endotelyumuna niifuz ederek cesitli
kat1 tiimorlerde birikebilirler. Bu fenomen, artan gecirgenlik ve tutulma (EPR
Enhanced Permeation and Retention) etkisi olarak bilinir. NITS kan dolasiminda daha
uzun siireli dolasim i¢in modifiye ylizeylerle tasarlandiginda bu kavrama pasif

hedeflendirme ad1 verilir (42).

Kanserli hiicrelerin hizli biiylimesi, yeni kan damarlarimin olusumunu
(neovaskiilarizasyon) veya tiimoriin yakinindaki mevcut damarlarin oksijen ve besin
saglamak iizere yeniden yonlendirilmesini gerektirir. Bu siireg, biiylime faktorleri gibi
anjiyojenik diizenleyicilerin dengesizligi ve matris metaloproteinazlarin enzimatik
etkisi ile sonuglanir, bu da olduk¢a diizensiz ve genislemis tiimdr damarlarinin
gelismesine yol acar. Bu damarlar, endotel hiicreleri arasinda genislemis aralik
baglantilarina ve bozulmus lenfatik drenaja sahip ¢ok sayida gozenek sergiler. EPR
etkisi, molekiil agirligi 50 kDa'dan biiyiik olan NITS de dahil olmak iizere
makromolekiillerin, 6zellikle tiimdr interstisyumu i¢inde birikmesinde ¢cok dnemli bir
rol oynar. Bu fenomen, tiimor damar sistemiyle iligkili artan damar gecirgenligi ve
zayif lenfatik drenaj nedeniyle bu NITS’in tiimérlerde pasif olarak birikmesine izin

verir (43).

NITS partikiil boyutu, yiizey yiikii ve sekli gibi fiziksel ozellikleri pasif
hedefleme igin gercekten ¢ok Onemlidir. NITS, neovaskiilatiiriin sizdiran
gozeneklerinden etkili bir sekilde ekstravaze olmak ve tliimor interstisyumu boyunca
yayilmak i¢in uygun boyutta olmalidir. Gegirgen damar sistemi igin epitel agiklig
boyutu biiyiik 6l¢iide degisir, tipik olarak 200 ila 800 nm arasindadir. Bu nedenle, EPR
ile hedefleme yaklasimindan faydalanabilmek igin NITS biiyiikliigiiniin kontrol
edilmesi 6nemlidir (44). Son caligsmalar, biiyiikliikleri 10 ila 500 nm arasinda degisen
NITS’in, EPR etkisinden yararlanmada en etkili oldugunu géstermektedir. Ancak bu
gibi durumlarda daha diisiik agirlik ve kiigiik partikiil biiyiikliigiine sahip molekiillerin
tiimor interstisyumundan disar1 yayilabilecegi gozlenmistir. Bu nedenle, NITS
bliytikliigliniin optimize edilmesi, hedef bolgeden erken diflizyonu en aza indirirken
tiimorlerdeki etkili birikimi dengelemek icin gereklidir (45). NITS igin optimal boyut
araligi, 400 nm'den ¢ok daha kiigiik boyutlarda oldugunda EPR yoluyla etkisiyle
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ekstravazasyonu kolaylastirir. Ek olarak, bobrekler tarafindan filtrasyonu 6nlemek icin
NITS boyutu 10 nm'yi agmali, karaciger tarafindan spesifik yakalamay1 énlemek igin

ise boyutlar1 100 nm'nin altinda kalmalidir (46).

NiTS’in lipid bilesimleri, nanopartikiil stabilitesi ve organizma ile etkilesim
acisindan modifiye edilebilir. Ornegin Doxil® olarak bilinen lipozomal DOX, belirli
bir molar oranda hidrojenlenmis soya fosfatidilkolin (DSPC), kolesterol ve PEG-
lipitinden olusan bir lipozom i¢inde hapsedilmis FDA onayli ilk nanoilactir. Yaklasik
yirmi yilda gelistirilen bu formiilasyon, EPR etkisinden yararlanmak, uzatilmis kan
dolagim siiresi saglamak, hedef bolgede artmis ilag birikimi saglamak ve azaltilmig

yan etki profili gibi belirli iistiinliiklere ulasmay1 amaglamistir (47).

NITS vyiizey yiikii, hiicrelerle ve biyolojik ortamlarla etkilesimlerini énemli
ol¢iide etkiler(48). Pozitif yiiklii NP'ler, elektrostatik ¢ekim yoluyla hafif negatif yiiklii
hiicre zarlarina gii¢lii bir sekilde yapisma egilimindedir ve bunlarin i¢sellestirilmesini
kolaylastirir. Pozitif yiiklii NITS hiicre igine girdikten sonra lizozomlarla birlesen
kesecik olusumunu indiikleyebilir. Bu islem, partikiillerin pozitif yilikiinii notralize
etmek icin gereken kloriir iyonlarinin birikmesi nedeniyle lizozomun sismesine ve
yirtilmasina yol agabilir. Bu, NITS’in lizozomal bozulmadan kagmasina, hiicre
cekirdeginin yakininda lokalize olmasma ve tiimor hiicrelerini etkili bir sekilde
oldiirmesine olanak tanir. Buna karsilik, negatif yiiklii ve ndtr NITS tipik olarak
lizozomlarla birlikte lokalize olur ve pozitif yiiklii NITS’de goriilen periniikleer
lokalizasyonu veya giiclii sitotoksik etkileri gosterme yeteneginden yoksundur.
Biyolojik diizeyde, pozitif yiiklii NITS viicuda girdiginde, etraflarinda bir "protein
korona" olusturan proteinleri ¢gekerler ve genel yiiklerini negatife doniistiiriirler. Bu
fenomen hiicresel i¢sellestirmeyi engelleyebilir (49). Ancak Kurtz-Chalot ve ark. silika
nanopartikiillerin toksisitesini degerlendirmek amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada ayn
partikiil boyutuna sahip notral, amin grubu bagh pozitif ve karboksil grubu bagh
negatif yiiklii ti¢ farkli silika nanopartikiil grubu olusturmuslardir. RAW 264.7 fare
makrofajlarin1 20 saat boyunca silika nanopartikiilleriyle inkiibe ettikten sonra
florimetrik analiz yaparak yiliksek pozitif yiiklii silika nanopartikiillerin hiicre
yilizeyinde en fazla absorbe edildigi ve diger gruplardan daha fazla sitotoksisiteye

sebep oldugunu gostermislerdir (50).
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2.5.2. Aktif Hedeflendirme

Aktif hedefleme, normal dokular iizerindeki etkiyi en aza indirirken ilaglari,
genleri ve teranostikleri hedeflenen yerlere tam olarak ulastirmak, boylece terapotik
etkinligi artirmak ve yan etkileri azaltmak i¢in ¢ok dnemlidir. Aktif hedefleme, timor
hiicrelerinde asir1 eksprese edilen reseptorlere baglanan ligandlarla nanotasiyici
yiizeyleri modifiye ederek, serbest ilaglara veya pasif olarak hedeflenen NiTS’e
kiyasla ilag hedefleme etkinligini artirir. Bu yaklasim, tiimor bdolgelerinde ilag

birikimini, sistemin hasasiyetini ve seciciligini belirgin sekilde artirabilir (37, 42).

Aktif hedefleme stratejisi, iki ana hiicre hedefi iizerine odaklanmaktadir. Tlk
hedef, kanser hiicrelerinin dogrudan hedeflenmesidir. Bu hedef dogrultusunda, belirli
kanser tiirlerinde yiiksek miktarda bulunan transferrin, folat, epidermal biiyiime
faktorii reseptorii (EGFR) veya glikoprotein reseptorleri gibi spesifik molekiiller hedef
alinabilir. Ikinci hedef ise tiimor endotelinin hedeflenmesidir. Tiimér dokusunda
anjiyogenez (yeni damar olusumu) saglamak amaciyla VEGF, integrinler, vaskiiler
hiicre adezyon molekiilleri ve matris metalloproteinazlar gibi molekiiller asir1 derecede
ekspresyon gosterir. Bu molekiillere uygun ligandlarla donatilmis nanopartikiiller,
tiimdre 0zgii olarak hedeflenebilir. Transferrin Reseptorii, Epidermal Biiytime Faktorii
Reseptorii ve Folat Reseptorii gibi hiicre ylizeyinde bolca bulunan reseptorler,
ligandlar araciligiyla hedeflenebilir. Ayrica, antikor ve peptit bazli hedefleme

yontemleri de kullanilabilir (51-61).

Monoklonal Antikorlar ile Aktif Hedeflendirme

Monoklonal antikorlar (mAb'ler), ilk kez Kohler ve Milstein tarafindan
hibridoma teknolojisi kullanilarak basariyla tiretilmistir (62). Genellikle kdkenlerine
gore fare kaynakli (murin), kimerik, humanize ve insan kaynakli olmak iizere dort

gruba ayrilmaktadirlar (63).

Orthoclone OKT®-3 (muromonab-CD3), ilk fare kokenli monoklonal antikor
olup, 1985 yilinda FDA tarafindan insanlarda klinik kullanim i¢in onaylanmis ve
bobrek nakli sonrasi antirejeksiyon tedavisinde kullanilmistir. Ancak, fare kokenli

antikorlarin ciddi enfeksiyon riski, duyarlilasma ve anti-OKT3 antikor olusumu gibi
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sorunlari, 'humanize' antikorlar iizerine yapilan arastirmalar1 hizlandirmigtir. 1997
yilinda FDA tarafindan onaylanan ikinci mAb olan Rituxan® (rituksimab), refrakter
B-hiicreli NHL tedavisi i¢in ilk kimerik monoklonal antikordur. Bir yil sonra, kati
tiimorlere yonelik ilk humanize mAb olan Herceptin® (trastuzumab), FDA onay1

almis ve kisa siirede dnemli bir mAb iirlinii haline gelmistir (64).

mADb, 6zel olarak hedeflenen hiicreler veya dokular {izerinde belirli molekiiller
veya antijenlerle spesifik olarak etkilesime girerler. Bu dzellikleri, NITS' in dogrudan
hedef dokuya tasinmasini ve istenilen biyolojik etkilerin elde edilmesini saglar.
Ornegin, kanser hiicrelerini hedef almak igin gelistirilen NITS'ler, bu hiicrelere dzgii
antijenleri tantyan mAb’larla kaplanabilir. Bu sayede, kanser hiicreleri lizerinde daha
spesifik ve etkili bir etki saglanabilirken, sagliklt dokularin zarar gérmesi 6nlenmis
olur (65). Literatiirde karsimizda son yillarda daha fazla ¢ikan bu hedefleme yontemini
kullanan Chiang ve ark., ¢ift emiilsiyon yontemiyle hazirladiklar1 DOX ve paklitaksel
yikli Trastuzumab ile aktif hedeflendirilmis nanokapsiil formiilasyonlarini
hedeflenmemis  nanokapsiillerle  karsilastirildiginda,  aktif  hedeflendirilmis
nanokapsiillerin HER-2 agir1 ekspresyonu gosteren timor hiicreleri tarafindan daha

yiiksek oranda alinabildigini gostermislerdir (66).

CD 20

CD20, diger dokularda az bulunurken B hiicrelerinde fazlaca eksprese edilen
bir yiizey proteinidir ve bu da onu B hiicre kaynakli malignitelere kars1 immiinoterapi
icin ideal bir hedef haline getirmektedir (Sekil 2.3). CD20 ifadesi, B hiicresi 6ncesi
(pre-B hiicresi) asamada baglar ve B hiicreleri plazma hiicrelerine terminal
farklilasmaya ugrayana kadar devam eder. CD20 salinmaz, degistirilmez ve hiicre
igine alinmaz. CD20’in kesin fonksiyonu bilinmemekle birlikte hiicre i¢ine kalsiyum
salimindan sorumlu oldugu ve kalsiyum konsantrasyonunun devamliligindan sorumlu
oldugu disiiniilmektedir. Bu sekilde de B lenfositlerin aktivasyonunda rol oynadigi

diistiniilmektedir (67).
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Sekil 2.3. Anti-CD20 monoklonal antikoru (RTX) ve CD20 reseptorii

arasindaki etkilesim

2.6. Siklodekstrinler
Siklodekstrinler (CD'ler), a-1,4 baglh glikopiranoz birimlerinden olusan siklik

oligosakaritlerdir. Dogal polimerler olan CD'ler, nisastanin glukoziltransferaz enzimi
ile bozunmasiyla iiretilir ve biyouyumlu olmalar1 nedeniyle genis bir kullanim alanina

sahiptirler.

Tarim, gida, tekstil ve kozmetik endiistrilerinde ¢esitli kullanimlara sahip olan
CD’ler ilk olarak 1891 yilinda Antoine Villiers tarafindan kesfedilmistir. 1953 yilinda
ise Freudenberg ve ekip arkadaslari, ila¢ formiilasyonlarinda kullanilmalar i¢in ilk
patenti almiglardir. CD'ler, glikopiranoz alt birimlerinin sayisina gore siniflandirilir; en
yaygin tiirler a-CD (6 birim), B-CD (7 birim) ve y-CD (8 birim) olarak bilinir (Sekil
2.4). Daha az alt birime sahip CD'ler, sterik engeller nedeniyle olusmazken, 9 veya
daha fazla glikoz iinitesine sahip olanlarin saflagtirilmasi olduk¢a zordur. CD'lerin {i¢
boyutlu yapis1 konik seklindedir ve dar ylizde primer, genis ylizde ise sekonder
hidroksil gruplarini barindirir. Bu yapi, CD'lerin hidrofobik i¢ kavitelerine hidrofobik
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ilaclart hapsedip su i¢inde ¢ozlinebilen kompleksler olusturmalarina imkan tanir, bu

nedenle farmasdtik uygulamalarda biiyiik 6nem tasir (68-70).

Hidrofilik dig yiizey

CH,0H CH,OH
CHOH | o 0
L OH OH

oL OH
OH ‘ OH
J

|

Hidrofobik kavite

Sekil 2.4. Framasotik alanda en sik kullanilan siklodekstrin tipleri ve sematik

gosterimleri

B-CD'ler, biiyiik i¢ kavite hacmi sayesinde aromatik halkalarla etkilesim
kurabilecek kapasiteye sahip olduklar1 i¢in farmasdtik uygulamalarda oldukga ilgi
cekicidirler. Ancak, dogal CD'ler ve inkliizyon kompleksleri suda siirli ¢oziintirliik
gosterir. Ozellikle B-CD, siki intramolekiiler hidrojen baglari nedeniyle suyla daha
uyumlu olup daha giiclii bir kristal yap1 olusturur. Buna ragmen, B-CD'lerin
¢Oziiniirliigl, a-CD'lere gore daha diisiiktiir (68). Bu durum, ikincil hidroksil gruplar
arasindaki i¢ hidrojen baglarinin ¢6ziiniirliigli sinirlamasindan kaynaklanir. B-CD'nin
¢Oziiniirliiglini artirmak i¢in hidroksil gruplarini farkli kimyasal gruplarla degistirmek

miimkiin olsa da, bu islem komplekslesme yetenegini olumsuz etkileyebilir.

CD'lerin kimyasal modifikasyonlari, genellikle 2-, 3- ve 6-hidroksil gruplarina
yeni islevsel gruplar eklenerek yapilir. Bu modifikasyonlar, CD'lerin kimyasal

ozelliklerini ve fonksiyonlarimi degistirmek i¢in kullanilir ve bdylece ¢esitli uygulama
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alanlarinda performanslarini artirir. Avrupa Farmakopesi (EP) ve Amerikan
Farmakopesi (USP), bu modifikasyonlarin karakterizasyonunda anhidr glukoz birimi
basina siibstitiisyon sayisini temel kriter olarak belirler (37). B-CD i¢in maksimum
siibstitiisyon sayis1 21°dir. CD'lerin farmasotik etkinligini artirmak amaciyla modifiye

CD tiirevleri sentezlenir. CD'lerin modifikasyonlarinin baslica nedenleri sunlardir:

e Suda Coziniirlitklerini Artirmak: Ozellikle B-CD gibi suda ¢oziiniirliigii
sinirl olan CD'lerin ¢6ziiniirliiklerini artirarak, kaviteye giren ilaglarin daha iyi
¢oziinmesini saglayabilir ve biyoyararlanimlarini artirabilirler.

e Inkliizyon Komplekslerinin Kapasitesini Artirmak: CD'lerin hidrofobik ig
kaviteleri, ilaglarin veya diger aktif bilesenlerin daha etkili sekilde
kapsiillenmesine olanak saglar.

e Fiziksel ve Mikrobiyolojik Stabiliteyi Gelistirmek: Modifikasyonlar, CD'lerin
fiziksel stabilitesini ve mikrobiyolojik dayanikliligini artirarak, tirtinlerin raf
Oomrunu uzatir.

o Konuk Molekiillerin Kimyasal Aktivitelerini Kontrol Etmek: CD'ler, konuk
molekiillerin  kimyasal aktivitelerini ve reaktivitesini diizenleyerek,
istenmeyen yan etkileri minimize edebilir.

o Parenteral Toksisiteyi Azaltmak veya Ortadan Kaldirmak: CD'lerin toksik

etkilerini azaltarak, 6zellikle parenteral ilaglarda giivenligi artirmak (71).

Modifiye CD tiirevler1 arasinda metillenmis, stlfobiitileterlenmis ve
hidroksipropillenmis B-CD tiirevleri, GRAS (Genellikle Giivenli Kabul Edilir)
statiistine sahip olup, bu da onlarin giivenli kullanimlarini ve genis uygulama alanlarini
destekler (72). Avrupa ilag Ajans1 (EMA), CD’ler ile ilgili yayinladigi kilavuzlarda bu
bilesenlerin oral, parenteral, nazal, rektal, dermal ve okiiler kullanimlar1 hakkinda
bilgiler sunmustur (71). EMA kilavuzlarina goére, CD’ler, ilaglarin suda
¢cozlinlirliiklerini  ve  biyoyararlanimlarimi — artirmak i¢in  kullanilan  siklik
oligosakkaritler olarak tanimlanmaktadir. Farkli CD tiirevleri ile hazirlanmis ¢esitli
miistahzarlar mevcuttur. Ozellikle tablet formiilasyonlarinda ¢dziiniirliigii arttirmak,
kot tad1 maskelemek, salim profilini degistirmek stabiliteyi arttirmak ve yan etkileri
azaltmak i¢in yardimc1 madde olarak tercih edilmektedirler (73, 74). Kou ve ark., suda

disik  ¢oOziinlrliige sahip  antikonvulsan  karbamazepin igeren  tablet
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formiilasyonlarinda HP-B-CD kullanarak piyasa preparatina oranla ¢ozlintirliigiin %95
oraninda arttigmi ortaya koymuslardir (75). Piyasada ise Pansporin T®(Sefotiam
heksetil hidrokloriir) ve Opalmon® (OP-1206) tabletlerinde a-CD; Zyrtec® (Setirizin)
ve Mobitil® (Meloksikam) tabletlerinde B-CD tiirevleri yardimci madde olarak
kullantlmistir (76).

2.7. Non-Hodgkin Lenfoma, Giincel Tedavi Yaklasimlar1 ve Karsilasilan
Sorunlar

Glinlimiizde NHL hastalarina yonelik gesitli tedavi yaklasimlari mevcuttur.
Tedavi se¢imini belirleyen faktorler arasinda hastaligin evresi, tiirii ve hasta gegmisi
yer almaktadir. Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi, NHL tedavisinde de kemoterapi
temel bir yaklasimdir. Ayrica, tedavi ve palyatif amaglarla NHL hastalarina radyoterapi
de uygulanabilir; bu, tek basina veya kemoterapi ile birlikte yapilabilir (77).
Immiinoterapide ise, kanser hiicrelerinin yiizeyindeki belirli antijenlere yonelik
spesifik hedefleme yapilir ve bu amagla mAb’lar kullanilir. NHL tedavisinde siklikla
hedeflenen antijenler arasinda CD20, CD52, CD30 ve CD79b bulunur (78).

NHL tedavisinde genellikle CHOP olarak bilinen 4 ilagli kemoterapi rejimi
uygulanir. Burejim DOX, CYC, VRC ve prednizon igerir. Bu tedavi planinda, {i¢ farkli
antikanser ilag¢ intravendz yolla uygulanirken, kortikosteroid prednizon ise oral olarak
verilir. Tedavinin etkinligini artirmak i¢in, monoklonal antikor RTX’1n da eklendigi R-
CHOP protokolii giiniimiizde NHL hastalari i¢in birinci basamak standart tedavi olarak
kullanilmaktadir (23). Genel olarak, tedavi Oncesinde hastaya 375 mg/m? RTX
intravendz olarak uygulanir. RTX’1 takiben tedavinin ilk giiniinde CYC 750 mg/m?,
DOX 50 mg/m? bolus enjeksiyon ve VRC 1,4 mg/m? bolus enjeksiyon seklinde
uygulanir (79). Tedavi sirasinda ilk giin baslanarak, 5 giin stireyle 100 mg prednizon
oral olarak verilir. Bu tedavi dongiisii, 21 giinde bir 6-8 kiir seklinde tekrarlanir. Klinik
caligmalarda tedavi yogunlugunu 14 giinliik dongiiye ¢ikarmak denenmis, ancak bu
yontemin standart 21 giinliik déngiiden daha etkili olmadigi, daha pahali oldugu ve

trombositopeni gibi toksisite risklerinin arttig1 belirlenmistir (80).

Klinikte NHL tedavisinde R-CHOP rejiminde kullanilan prednizon,

glukokortikoidler olarak bilinen steroid hormonlar grubundandir (81). Kortizon,
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lenfoid dokunun hacmini, yapisini ve islevini etkileyerek cesitli etkiler saglar. Kanser
tedavisinde kortizonun kullanimi, sadece antikanser etkisini artirmakla kalmaz, ayni
zamanda kemoterapinin neden oldugu bulanti, agri, istah kayb1 gibi yan etkileri de
azaltmay1 hedefler. Bununla birlikte, prednizon gibi glukokortikoidlerin kullanima,
kilo artis1, immiinosupresyon ve osteoporoz gibi bir¢cok yan etkiye neden olabilir (82).
CHOP tedavisi goren lenfoma hastalarinda yapilan bir arastirmada, steroid
kullanimina bagli diyabet riskinin %30'un iizerinde oldugu bulunmustur. Ayrica,
diyabet veya steroid kaynakli hiperglisemi, multipl miyelom ve akut lenfoblastik
l6semi (ALL) gibi diger hematolojik malignitelerde de mortalite ile iligkili
olabilmektedir (83).

NHL hastalarinin bazilari, R-CHOP tedavisinde kullanilan ilaglardan bir veya
birkagina primer direng gelistirebilirken, digerleri tedavi silirecinin herhangi bir
asamasinda direng¢ gelistirebilmektedir. R-CHOP tedavisi basarisiz olan hastalarin
yaklasik %20'si, tedavi sirasinda veya hemen sonrasinda primer refrakter hastalik
(tedaviye ragmen ilerleme) yasarken, %30'u ise tam iyilesme saglandiktan sonra tekrar
hastaliga yakalanmaktadir (84). NHL hastalarinda tedavi sirasinda veya sonrasinda
diren¢ gelismesinin temel nedenlerinden biri, kemoterapinin diger bir¢ok kanser
tedavisinde oldugu gibi kiirler halinde uygulanmasidir. R-CHOP tedavi rejiminde
ilaclar, toksisite nedeniyle 3 haftada bir yapilan kiirler halinde verilmektedir. Bu
aralarindaki siirede tiimorlerin kiiglilmesi veya tamamen ortadan kalkmasi
beklenirken, agresif huylu tiimorlerin biiylimesi ve yayilmasi da goriilebilmektedir.
Ayrica, tekrarlanan RTX uygulamalari, RTX’a kars1 spesifik direng gelisimine neden
olabilir. NHL hastalarinin yaklasik %50°si ilk RTX dozuna kars1 direng gelistirebilir,
ve bu ilaca duyarl hastalarin yaklasik %60°’1nda ise ikincil direng ortaya ¢cikmaktadir

(85).

Kanser tedavisinde gelistirilen yeni yontemler ve kazanimlara ragmen, hem
geleneksel kemoterapotik ajanlara hem de yeni hedeflenmis ilaglara karst direng,
onemli bir sorun olmaya devam etmektedir. Her yeni ila¢ veya formiilasyonun
yaninda, kanserin diren¢ gelistirme olasiligi da oldukga yiiksektir. Ciinkii kanser,
birgok farkli hiicre ve bilesenin bir arada bulundugu karmagik bir yapiya sahiptir. Bu
heterojen yapi, tiimor dokusunun diren¢ kazanarak hayatta kalmasini saglayan cesitli

mekanizmalar gelistirmesine olanak tanir. Maalesef, ila¢ direnci ve bunun sonucunda
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tedavinin etkisiz hale gelmesi, kanser tedavisinde basarisizliga yol agmaktadir. ilag
direncinin ve tedavi etkinliginin azalmasinin, kansere bagli dliimlerin %90'indan

sorumlu oldugu belirtilmektedir (86).

2.7.1. Doksorubisin

C27 Hyoy N Oy

Molekiiler agirlik: 543.5 g/mol
Suda ¢oziiniirlik: 10 mg/mL
E.N: 229-231 °C

Sekil 2.5. Doksorubisin kimyasal yapisi

DOX, antrasiklin grubuna ait bir kemoterapotik ilagtir. DOX’in (Sekil 2.5) kanser

hiicrelerinde etki gosterdigi iki temel mekanizma vardir:

1. DNA'ya yerlesme ve topoizomeraz-II araciligiyla DNA onariminin bozulmasi:
DOX, DNA'ya interkalasyon yaparak, DNA ¢ift sarmalinin i¢ine yerlesir ve
onun yapisini bozar. Bu siireg, topoizomeraz-11 enziminin inhibisyonuna yol
acar ve DNA'nin sarmalinin yeniden olusmasi ile onarimimi engeller, sonug
olarak hiicrenin ¢ogalma yetenegi ortadan kalkar ve hiicre 6liimii gergeklesir
(87).

2. Serbest radikallerin olusumu ve hiicre zarlarina, DNA'ya ve proteinlere zarar
vermesi: DOX, reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi serbest radikallerin {iretimine
neden olur. Bu serbest radikaller, hiicre zarlari, DNA ve hiicresel proteinlerde

ciddi hasarlara yol agarak hiicresel stres ve hasara sebep olur (88).

DOX, akut miyeloid 16semi, akut lenfoblastik 16semi, multiple miyelom,

Hodgkin ve NHL gibi hematolojik kanserlerin tedavisinde etkili bir sekilde kullanilir.
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Ancak, NHL hastalarinda tekrar eden niiksler 6nemli bir sorun teskil etmektedir. Bu
tir hastalarda, tedavi sirasinda 450 mg/m?'yi asan DOX kiimiilatif dozlar
uygulandiginda kardiyotoksisite riski ortaya ¢ikmaktadir. Kardiyotoksisite, DOX en
onemli doz smirlayici faktoriidiir ve bu durum geri doniisiimsiiz kalp hasarlarina yol
acabilir (89). Dolayistyla, DOX klinik etkinligi, kardiyomiyopati ve konjestif kalp
yetmezligi gibi kardiyotoksisiteye bagli olarak énemli dl¢lide sinirlidir (90).

2.7.2. Siklofosfamid

C7H;5CLLbN2O2P
Cl Molekiiler agirlik: 261.08 g/mol

Suda ¢oziiniirlikk: 40 mg/mL
IC | E.N: 41-45 °C
!

Sekil 2.6. Siklofosfamid kimyasal yapisi

CYC, enzimatik ve kimyasal aktivasyon gerektiren bir 6n ilagtir (Sekil 2.6) ve
dogrudan etkili bir formda degildir. Meme, lenfoid ve pediatrik maligniteler gibi cesitli
kanser tiirlerinin tedavisinde, diger antineoplastik ajanlarla kombinasyon halinde
kullanilmaktadir. Ayrica, immiinsiipresif 6zellikleri nedeniyle kemik iligi nakli ve
cesitli otoimmiin hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak tercih edilir. CYC’in aktif
metabolitleri hiicresel makromolekiilleri alkile ederek ayrigsmalarini dnleyen kovalent
baglar olusturur. En onemli hedef DNA'dir, ¢iinkii DNA'min alkilasyonu hiicre
boliinmesini Onler ve ayrica gen ifadesini bozar (91). CYC detoksifikasyonunda ana

faktor, hiicrelerde aldehid dehidrojenaz enziminin bulunmasidir; yiiksek proliferatif
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potansiyele sahip hiicreler bu enzimi yliksek seviyelerde iiretir ve bu da CYC’e karsi
bir direng gelismesine neden olur. Klinik kullanimi sirasinda en sik karsilasilan yan
etkiler arasinda kemik iligi baskilanmasi, kardiyak ve gonadal toksisite, hemorajik

sistit ve karsinogenez yer alir. Ayrica, kiimiilatif doz, bu yan etkilerin riskini artiran

baslica faktordiir (92, 93).

2.7.3 Vinkristin

C46Hs56N4O19

Molekiiler agirlik: 825.0 g/mol
Suda ¢oziiniirlik: 50 mg/mL
E.N: 218 °C

Sekil 2.7. Vinkristin kimyasal yapis1

VRC, Catharanthus roseus’tan elde edilen vinka alkaloidleri grubuna ait
bitkisel kaynakli, RNA ve protein sentezini ve tubulinin mikrotiibiillere
polimerizasyonunu engelleyen hiicre dongiisiine 6zgii bir antikanser ilactir (Sekil 2.7)
(94). Akut lenfoblastik 16semi, lenfomalar, sarkomlar, noéroblastom, bobrek, karaciger,
akciger, beyin ve meme gibi cesitli tiimorlerin tedavisinde kullanilan etkili bir
molekiildiir. Ayrica, immiinosiipresan 6zellikleri nedeniyle idiyopatik trombositopenik
purpura ve trombotik trombositopenik purpura gibi durumlarin tedavisinde de
uygulanmaktadir. VRC, oral yolla alindiginda zayif biyoyararlanim gdsterdigi igin
genellikle intravendz formda, vinkristin siilfat olarak uygulanir. Ancak, vezikan 6zellik
tasidig1 igin ciddi yan etkiler riski bulunmaktadir. Intravendz uygulamadan sonra,
ilacin biiyiik bir kism1 viicut dokularma hizla dagilir. Ozellikle cocuk hastalarda en sik

goriilen yan etkilerden biri periferik néropatidir (95).
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2.7.4 Rituksimab

Antijen baglanma bdlgesi

l Mirin degisken bolge l
N-ucu ~— —' N-ucu
~ ' Fab bolgesi
. 0\‘
{{@\"‘ Ce416H9874N168801987S44
) -
l Molekiiler agirlik:145kDa
5 o o Suda ¢oziiniirliikk: >10 mg/mL
D Agir zincir Fc bolgesi
= E.N: 71 °C
@©
75
C-ucu

Sekil 2.8. Rituksimab (kimerik monoklonal antikor) yapisi

RTX, 451 amino asitten olusan iki agir zincir ve 213 amino asitten olusan iki
hafif zincirden olusur ve kanserde kullanilmak iizere onaylanan ilk monoklonal
antikordur. 1997 yilinda FDA tarafindan B hiicreli NHL tedavisi i¢in onaylanmigtir
(96). Bu antikor, CD20 antijenini hedefleyen bir immiinoglobulin G (IgG) 1
monoklonal kimerik insan/murin antikorudur (Sekil 2.8). NHL'lerin yaklasik %80',
CD20 reseptorlerinin asir1 eksprese edildigi B hiicrelerinden kaynaklanir. RTX, B
hiicrelerinin Oliimiine neden olan c¢esitli mekanizmalar aracilifiyla etki gosterir:
Antikora bagimli hiicresel sitotoksisite, CD20'nin dogrudan capraz baglanmasi,
kompleman bagimli sitotoksisite ve opsonizasyon kaynakli fagositoz gibi erken ve
uzun siireli etkilesimler saglar. Kanser tedavisinde ilk onaylanan monoklonal antikor
olmasinin yani sira, glinlimiizde kronik lenfositik 16semi, folikiiler lenfoma, romatoid
artrit ve anti-notrofil sitoplazmik antikor iliskili vaskiilit gibi c¢esitli otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir (51). RTX’in NHL tedavisindeki tek
basina etkinligi bilinmekle birlikte, R-CHOP kombine tedavisi uygulanan hastalarin
yaklasik %65-70’1 bu tedaviye olumlu yanit vermektedirler. Tedavideki basarisizligin

bir¢ok nedeni bulunmaktadir ancak en temel nedeni ilag direncidir.
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2.7.5. Non-Hodgkin Lenfomada Nanopartikiiler ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Glinlimiizde klinik kullanima sunulmus yaklasik 50 farkli nanotastyici sistem
bulunmaktadir. Losemi ve lenfoma gibi hematolojik kanserlerin tedavisinde,
genellikle uzun vadeli yan etkiler ve ¢oklu ilag direnci sorunlarina yol agan kemoterapi
ve radyoterapi uygulanmaktadir. Ayrica, kok hiicre nakli gibi daha invaziv yontemler
de uygulanabilir. Ancak, nanoboyutlu ila¢ tastyicit sistemlerinin hematolojik
kanserlerin tedavisinde sagladigi bir¢ok avantaj mevcuttur (97). Bunlar arasinda belki
de en 6nemlisi, giiniimiizde kanser tedavisindeki en biiyiik sorunlardan biri olan ilag
direncinin nanopartikiillerle asilabilmesidir. Ilag¢ direnci, tedavi dncesinde veya tedavi
siirecinde ortaya ¢ikabilir ve bu durum hastaligin niiksline neden olarak yiiksek dozda
kemoterapotik kullanimini gerektirebilir. Tekrarlanan tedaviler de g¢esitli sorunlara yol

agmaktadir.

Nanoteknoloji, antikanser molekiillerini malign hiicrelere segici bir sekilde,
saglikli hiicrelere zarar vermeden veya sistemik toksisite olugturmadan ulastirma
imkani1 saglar. Bu sayede konvansiyonel tedavilerde ilacin erisemedigi lenf diigtimleri
ve kemik iligi gibi kritik dokulara ulasilabilir (52). Hematolojik kanserlerde
konvansiyonel kemoterapinin basarisizliginda 6nemli bir etken, hematopoetik ve
lenfoid dokulardaki tiimorlerin heterojenligidir. Bu heterojenlik, mevcut tan1 ve tedavi

yontemlerinin etkinligini azaltarak zorluklar yaratmaktadir.

Tablo 2.1'de, nanopartikiiler ila¢ tasiyict sistemlerin NHL tedavisindeki klinik
caligmalarina dair Ornekler Ozetlenmistir. Klinik arastirmalarda, genellikle
konvansiyonel R-CHOP tedavisindeki antikanser ilaclarin lipozomal formlarinin
kullanildig1 goriilmektedir. Ornegin, birgok klinik ¢alismada R-CHOP rejimindeki
doksorubisin yerine Doxil® veya Myocet®, vinkristin yerine ise Marqibo®

kullanilmastir.
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Tablo 2.1. NHL tedavisinde nanopartikiiler tasiyici sistemlerle yapilan klinik

caligmalara 6rnekler

Uygulanan sistem Faz NCT numarasi
Doxil® + Rituksimab, Siklofosfamid, I NCT00184002
Vinkristin ve Prednison

Doxil® + Rituksimab, Siklofosfamid, Il NCT02428751
Vinkristin ve Prednison

Myocet® + Rituksimab, Siklofosfamid, I NCT01009970
Vinkristin ve Prednison

Margibo ® I NCT04243434
Rituksimab + Vinkristin Il NCTO01478542
siRNA tastyan lipid nanopartikiil I NCT02110563
Rituksimab kapli1 Abraxane® I NCT03003546
MRNA-2752 ve Durvalumab enkapsiile I NCT03739931
lipid nanopartikiil

Literatiirde, NHL tedavisinde kullanilmak {izere nanopartikiiler tasiyici
sistemlerin gelistirilmesiyle ilgili ¢esitli ¢aligmalar bulunmaktadir. Bu calismalarin
sayisi, diger kanser tiirlerine kiyasla daha simirli olsa da, farkl tiirde nanopartikiiler
sistemlerle yapilan arastirmalar dikkat cekmektedir (98). Bu calismalarda, en yaygin
kullanilan nanopartikiiler tasiyici sistemler lipozomlar olmustur. Bunun yani sira, anti-
CD20 ile hedeflendirilmis nab-paklitaksel uygulamasi dikkat ¢ekicidir (99). (Tablo
2.2).
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Tablo 2.2. B Hiicreli lenfoma tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilen

nanopartikiiler sistemler

Nanopartikiiler sistem  Nanopartikiil formiilasyonu Etkin madde
Inorganik Silikon nanopartikiil Peptit PA20-6
Nanopartikiil Altin nanopartikiil -
Demir oksit nanopartikiil Rituksimab
Lipozom CD74 hedeflenmis lipozom Deksametazon
CD22 hedeflenmis PEGlenmis lipozom Doksorubisin
CD19 hedeflenmis lipozom Doksorubisin
Lipid nanopartikiil Edelfosin
Lipid nanopartikiil Rituksimab
Polimerik PEGlenmis PLGA nanopartikiil Doksorubisin
Nanopartikiil PLGA nanopartikiil Anti-miRNA-155PNA

CD20 hedeflenmis sarmal peptid
konjugatlari

PEG-oligokolik asit bazli
telodendrimerler

Disiilfit capraz bagli misel
Rituksimab bagli Abraxane
SHAL konjuge PEG-PLA
PEG-DSPE misel

Fab’ IF5

Doksorubisin

Doksorubisin
Paklitaksel+Rituksimab
Doksorubisin
Rituksimab

Tez kapsaminda kullanilan antikanser ilaglar olan DOX, CYC ve VRC,

konvansiyonel R-CHOP tedavisinde kombinasyon halinde kullanilsa da, bu {i¢ ilac1 bir

arada tasiyan ve NHL tedavisini hedefleyen polimerik nanopartikiiler tasiyici

sistemlerin heniiz gelistirilmemis olmasi, literatiir ve pazardaki eksikliklerden biridir

ve NHL tedavisi i¢in yapilan literatiir taramasinda, nanopartikiiler tasiyici sistemlerin

kullaniminin oldukga sinirli oldugu ve siklodekstrinlerin NHL tedavisinde ilag tasiyici

sistem olarak kullanildig1 herhangi bir ¢alismanin bulunmadigi goriilmektedir. Ayrica

R-CHOP tedavi rejimini igeren nanopartikiil ¢alismasi da bulunmamaktadir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1.Arac ve Gerecler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Cok Noktal1 Isiticili Manyetik Karistirict (RT-5)

Cok Noktal1 Manyetik Karistirict (Multipoint HP)

Derin Dondurucu (- 20 °C)

Dikey akisli 2B kabin (BHG 2004)

Isik mikroskobu (DM-IL)

Inkiibator (MCO-5AC)

Liyofilizator

Manyetik Karistirict

Mikroplaka Okuyucu (Versamax)
Partikiil Biiyiikliigii Analizi Cihaz1 (NanoZS)
pH Metre

Rotator

Rotavapor (RV/HB 10)

Saf Su Cihaz1 (Milli-Q)

Su Banyolu Yatay Calkalayict (WNE22)
Ultra Hassas Terazi

Ultrasaf Su Cihazi (Tip 1)

Ultrasaf Su Cihazi (Tip 2)

Ultrasantrifiij (EBA21)

30

IKA-Werke, Almanya
Variomag, Almanya
Beko, Tiirkiye

Faster, Italya

Molecular Devices, ABD
Sanyo, Japonya
Labconco, ABD

Falc, Italya

Leica, Japonya

Malvern, ingiltere
Hanna, ABD

IsoLab, Almanya

IKA, Almanya
Millipore, ABD
Memmert , Almanya
Mettler Toledo, ABD
Elga Labwater, Ingiltere
Elga Labwater, Ingiltere

Hettich, Almanya
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Ultrasantrifiij (Universal-320) Hettich, Almanya
Ultrasonik Banyo Advantage Lab, Isvicre
Vorteks (MS1) IKA, Almanya

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (1100 Series) HP Agilent, Almanya

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Anti-mCD20 Invivogen
Asetonitril (HPLC kalite, >%99,8) Sigma &Aldrich, Almanya

Dimetilsiilfoksit, (Hiicre kiiltlirtine uygun, . _
Sigma&Aldrich, Almanya

>%99,5)
Diyaliz membran (MwCO:14.000 Da) Sigma &Aldrich, Almanya
Doksorubisin Sigma &Aldrich, Almanya

Dulbecco's modification of Eagle's

medium (DMEM)

Sigma &Aldrich, Almanya

Etanol (HPLC kalite, >%99,8) Sigma &Aldrich, Almanya

Guanidino- B -CD polimer- epiklorohidrin  CycloLab, Cyclodextrin R&D Ltd.,
HCl Macaristan

Heptakis (6-deoksi-6-guanidino) p-CD ~ CycloLab, Cyclodextrin R&D Ltd.,

Heptahidrokloriir Macaristan

Kolesterol kiti (MAK043) Sigma &Aldrich, Almanya
Matrigel® Bazal membran Corning, ABD
Penisilin/Streptomisin Sigma, Israil
Poli(2-hidroksietil metakrilat) (Poli-

Sigma&Aldrich, ABD
HEMA)

Rituksimab Biorbyt, ABD
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Siklofosfamid Sigma &Aldrich, Almanya

Survivin kiti (ab119607) Abcam, Birlesik Krallik
Tetrahidrofuran (HPLC kalite >%99,8 ) Sigma &Aldrich, Almanya

Tripan mavisi Sigma&Aldrich, ABD

Tripsin-EDTA Sigma &Aldrich, Almanya
Triton-X 100 Neofroxx, Almanya
TUNEL kiti (ApopTag®,S7101) Millipore, ABD

WST-1 (Suda ¢oziiniir tetrazolyum tuzu) ~ Roche, Almanya
Vinkristin Sigma &Aldrich, Almanya

3.1.3. Kullanilan Biyolojik Materyaller

Fetal s1g1r serumu Sigma, Almanya

Insan Non-Hodgkin lenfoma hiicre Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC),
hatt1 (Daudi/CCL-213) ABD

Insan Non-Hodgkin lenfoma hiicre Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC),
hattt (BJAB/CRL-2230) ABD

Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC),

Fare fibroblast hiicre hatt1 (L929) ABD
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3.2. Siklodekstrinlerin Sentezlenmesi, Saflastirilmasi ve

Biyogiivenliliginin Belirlenmesi

Tez kapsaminda kullanilacak siklodekstrin tiirevleri siklodekstrin kimyasi
konusunda uzman bir firma olan CycloLab (CycloLab, Cyclodextin R&D Ltd.,
Macaristan)’da Dr. Milo Malanga tarafindan sentezlenmis ve saflastirilmistir. Bu
amagcla kullanilmasi planlanan CD’ler, amfifilik B-CD (ACD) ve B-CD polimer (PCD)
olup her iki tiirev de yapisinda “guanidino” grubu icermektedir. Guanidino grubu CD
nanopartikiillerin pozitif yiizey yiikiine sahip olmasini ve bu sayede hiicre membrani
ile etkilesimin artmasini ve hiicre i¢ine girdikten sonra da NP’in mitokondriyi
hedeflemesini saglamaktadir. Bu sayede “sub-cellular” yani hiicre alt1 hedefleme
yapilarak RTX ile aktif hedeflendirilmis NP’lere ikinci bir hedefleme stratejisi
kazandirilmigtir.  Kullanilan siklodekstrinlerin acgik adlari sirasiyla “Heptakis (6-
deoksi-6-guanidino) B-CD Heptahidrokloriir” ve ‘“guanidino-Beta-CD polimer-
epiklorohidrin HCI” dir.

Sekil 3.1 ile molekiiler yapist verilen GuaACD tiirevinin sentezi, CD’lerin
primer yiizlerine guanidinoalkilamino ve aminoalkilamino gruplar1 konfiglirasyonu
caligmasina dayanmaktadir. Kisaca per(6-guanidino-6 deoksi) CD ile 1H-pirazol-1-
karboksamidin HCl, DIPEA (N,N- diizopropil-etilamin) ve dimetilsiilfoksit (DMSO)
varliginda reaksiyona girmesi ile ACD tiirevi sentezlenmistir (86). PCD sentezi ise
siklodekstrin halkasina bagli olan azotlu grubun tiirevlendirilmesiyle olusturulmustur.
Baslangi¢c maddesi olan CD polimeri 1H-pirazol-1-karboksamidin-HCI ile DIPEA
(N,N-diizopropil-etilamin) ve DMSO (dimetilsiilfoksit) varliginda reaksiyona
girmistir ve ilgili PCD elde edilmistir (59)
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a) CH,N HH
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s =

Heptakis (6-deoksi-6-guanidino)
B-CD Heptahidrokloriir (ACD)

@:a
EEC

Guanidino-Beta-CD polimer-
epiklorohidrin HCI (PCD)

Sekil 3.1. Amfifilik (a) ve polimerik (b) CD tiirevlerinin yapis1

3.3. Doksorubisinin HPLC Yontemi ile in vitro Miktar Tayini ve

Validasyonu

Tiim validasyon islemi ICH Q2 (R2) kilavuzuna gore yapilmistir. Analiz

sirasinda kullanilan yontem ve parametreler asagida belirtilmektedir.

e Sabit Faz: C-18 oktadesil silika kolon. RP-18 (5 um) 250 cm x 4,6 mm

e Mobil Faz: Asetonitril ve KH2PO4 (pH: 7.5’a ayarlanmis tampon) karisimi

(30:70)

e Enjeksiyon Hacmi: 50 pL.

e Mobil Faz Akis Hizi: 1 mL/dakika.

o Dedektor: Floresan dedektor, 480 nm uyarim (EX) ve 560 nm emilim (EM)

dalga boylarinda.

Kalibrasyon Dogrusu:

DOX, mobil faz kullanilarak ¢oziindiiriilmiis ve stok cozeltisi 500 pg/mL

olarak hazirlanmistir. Bu stok cozeltiden, 8 farkli konsantrasyona mobil faz ile
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seyreltmeler yapilmigtir: 200 pg/mL, 150 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL,
10 pg/mL, 5 pg/mL ve 2 pg/mL (Sekil 4.1). Belirtilen yontem parametreleri
kullanilarak, HPLC ile analiz ger¢eklestirilmis ve Olgiilen DOX miktarina karsilik
gelen dedektor yanitlar1 grafiksel olarak diizenlenmistir. Bu grafikten hareketle,

"dogrusal regresyon formiilii" ve "korelasyon katsayis1" hesaplanmistir.

Dogrusallik:

DOX’in seri diliisyonu ile elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak

kalibrasyon denklemi ¢izilmis ve regresyon katsayist hesaplanmistir.

Dogruluk:

Kalibrasyon dogrusu iizerinde belirtilen aralikta yer alan en az fig
konsantrasyon seviyesi (10 pg/mL, 50 pg/mL ve 200 pg/mL) kullanilarak HPLC
analizleri 6 tekrar seklinde yapilmistir. Elde edilen geri kazanimlarin ortalamasi,

standart sapmas1 (SS) ve % varyasyon katsayisi (VK) hesaplanmistir.

Kesinlik:

Tekrar edilebilirlik caligmalar1 kapsaminda, DOX’in 50 pg/mL’lik ¢ozeltisi ile
HPLC analizi 6 kez ardisik olarak gergeklestirilmistir. Elde edilen verilerin ortalamast,

SS ve VK hesaplanmistir.

Tekrar elde edilebilirlik testlerinde, stok DOX ¢ozeltisinden 6 adet 50 pg/mL
konsantrasyonlu ¢ozeltisi hazirlanarak HPLC ile analiz yapilmis ve bu ¢ozeltilerin

ortalama, SS ve VK belirlenmistir.

Giinler arasi farkliliklar1 degerlendirmek amaciyla, stok DOX ¢ozeltisinden art
arda 3 gilin boyunca 50 pg/mL’lik konsantrasyonlu ¢ozeltiler hazirlanmis ve her bir

giin yapilan HPLC analizlerinin sonuglarina gore ortalama, SS ve VK hesaplanmistir.
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Duyarhhk:

2 png/mL’lik DOX ¢ozeltisinin HPLC spektrumunda sinyal/giiriiltii orani

hesaplanmustir.

Ozgiilliik:

Yontemin Ozgiilliiglinii degerlendirmek i¢in DOX miktar tayini yontemi
kullanilarak CYC ve VRC numunelerinden elde edilen pikler ile DOX’e ait pik

arasinda girisim olup olmadig1 kontrol edilmistir.

3.4. Siklofosfamidin HPLC Yontemi ile in vitro Miktar Tayini ve

Validasyonu

Tim validasyon islemi ICH Q2 (R2) kilavuzuna gore yapilmistir. Analiz

sirasinda kullanilan yontem ve parametreler asagidaki gibidir.
o Sabit Faz: C-18 oktadesil silika kolon. RP-18 (5 um) 250 cm x 4,6 mm
e Mobil Faz: Asetonitril ve su karigimi (30:70, h/h).
e Enjeksiyon Hacmi: 20 pL.
e Mobil Faz Akis Hizi: 1 mL/dakika.

e Dedektor: 259 nm dalga boyunda diode-array dedektorii (DAD).

Kalibrasyon Dogrusu:

Ik olarak, CYC suda ¢dziindiiriiliip 1000 pg/mL stok ¢dzeltisi hazirlanmistir.
Bu stok cozeltiden 9 farkli konsantrasyona seyreltme yapilmistir: 200 pg/mL, 150
pg/mL, 100 pg/mL, 50 ng/mL, 25 pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2 pg/mL ve 1 pg/mL
(Tablo 4.4). Belirtilen parametreler kullanilarak HPLC analizi gergeklestirilmis ve
Olgiilen CYC miktarma karsilik gelen dedektor yanitlarn grafiksel olarak
diizenlenmistir. Bu grafikten yola ¢ikarak, “dogrusal regresyon formiili” ve

“korelasyon katsayis1” hesaplanmustir.
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Dogrusalhk:

CYC’in seri diliisyonu ile elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak

kalibrasyon denklemi ¢izilmis ve regresyon katsayisi hesaplanmistir.

Dogruluk:

Kalibrasyon dogrusu iizerinde belirtilen aralikta yer alan en az fig
konsantrasyon seviyesi (10 pg/mL, 50 pg/mL ve 200 pg/mL) kullanilarak HPLC
analizleri 6 tekrar seklinde gerceklestirilmistir. Bu analizlerden elde edilen geri
kazanimlarin ortalamasi, standart sapmasi (SS) ve % varyasyon katsayist (VK)

hesaplanmustir.

Kesinlik:

Tekrar edilebilirlik ¢aligmalar1 i¢in, CYC’in 50 pg/mL'lik ¢6zeltisinin HPLC
ile 6 kez ardisik olarak Ol¢timii yapilmis ve elde edilen verilerin ortalamasi, standart
sapmast ve varyasyon katsayist hesaplanmistir. Ayrica, tekrar elde edilebilirlik
calismalari icin stok CYC c¢ozeltisinden 6 adet 50 pg/mL konsantrasyonlu ¢ozeltisi
hazirlanarak HPLC ile analiz gerceklestirilmis ve bu ¢ozeltilerin ortalama, standart

sapma ve varyasyon katsayis1 belirlenmistir.

Giinler arasi farkliliklar1 degerlendirmek amaciyla, stok CYC ¢ozeltisinden art
arda 3 giin boyunca 50 pg/mL konsantrasyonlu ¢ozeltiler hazirlanmis ve her giin
yapilan HPLC analizlerinin sonuglarina gore ortalama, standart sapma ve varyasyon

katsayis1 hesaplanmistir.

Duyarhhk:

Kromatogramda kullanilan en diisiik konsantrasyon olan 1 pg/mL’lik ilag

¢ozeltisinin HPLC spektrumunda sinyal/giiriiltii oran1 hesaplanmustir.
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Ozgiilliik:

Yontemin 0Ozgiilliigiinii degerlendirmek igin CYC miktar tayini yontemi
kullanilarak DOX ve VRC numunelerinden elde edilen pikler ile CYC’e ait pik

arasinda girisim olup olmadigi kontrol edilmistir.

3.5. Vinkristinin HPLC Yontemi ile in vitro Miktar Tayini ve

Validasyonu

Tiim validasyon islemi ICH Q2 (R2) kilavuzuna gore yapilmistir. Analiz

sirasinda kullanilan yontem ve parametreler su sekildedir:
o Sabit Faz: C-18 oktadesil silika kolon. RP-18 (5 um) 250 cm x 4,6 mm

e Mobil Faz: NaH-PO.-2H:O (pH: 7.0’e ayarlanmis tampon) ve Asetonitril
karigimi (30:70 )

e Enjeksiyon Hacmi: 20 pL.
e Mobil Faz Akis Hizi: 1 mL/dakika.
e Dedektor: 259 nm dalga boyunda diode-array dedektorii (DAD).

VRC, mobil faz kullanilarak ¢oziindiiriilip 500 pg/mL stok c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu stok c¢ozeltiden, mobil faz ile seyreltme yapilarak 9 farkh
konsantrasyon elde edilmistir: 200 pg/mL, 150 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25
pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2 pg/mL ve 1 pg/mL (Tablo 4.7). Yukarida belirtilen
parametreler kullanilarak HPLC analizi gercgeklestirilmis ve Olclilen VRC miktarina
karsilik gelen dedektor yanitlarn grafiksel olarak diizenlenmistir. Hazirlanan grafikten

hareketle, "dogrusal regresyon formiilii" ve "korelasyon katsayis1" hesaplanmistir.
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Dogrusallik:

VRC’in seri diliisyonu ile elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak

kalibrasyon denklemi ¢izilmis ve regresyon katsayisi hesaplanmistur.

Dogruluk:

Kalibrasyon dogrusu iizerinde belirtilen aralikta yer alan en az g
konsantrasyon seviyesi (10 pg/mL, 50 pg/mL ve 200 pg/mL) kullanilarak HPLC
analizleri 6 tekrar seklinde yapilmis ve geri kazanimlarin ortalamasi, standart sapmasi

(SS) ve % varyasyon katsayis1 (VK) hesaplanmustir.

Kesinlik:

Tekrar edilebilirlik caligmalarinda, VCR’in 50 pg/mL'lik ¢6zeltisinin HPLC ile
6 kez ardisik olarak Sl¢iimii yapilmis ve elde edilen verilerin ortalamasi, standart

sapmasi ve varyasyon katsayis1 hesaplanmistir.

Tekrar elde edilebilirlik i¢in ise stok VCR c¢ozeltisinden 6 adet 50 pg/mL
konsantrasyonlu ¢d6zeltisi hazirlanarak HPLC analizi gerceklestirilmis ve bu
cozeltilerin ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayisi belirlenmistir. Glinler
aras1 farkliliklar1 degerlendirmek amaciyla, stok VCR c¢ozeltisinden art arda 3 giin
boyunca 50 ug/mL konsantrasyonlu ¢ozeltiler hazirlanmig ve her giin yapilan HPLC
analizlerinin sonuclarina gore ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayisi

hesaplanmustir.

Duyarhhk:

Standartlar arasinda en diisiik konsantrasyon olan 1 pg/mL’lik ila¢ ¢6zeltisinin

HPLC spektrumunda sinyal/giirtiltii oran1 hesaplanmugtir.

Ozgiilliik:
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Yontemin 6zgiilligiini degerlendirmek icin VRC miktar tayini yontemi
kullanilarak DOX ve CYC numunelerinden elde edilen pikler ile VRC’e ait pik

arasinda girisim olup olmadigi kontrol edilmistir.

3.6. Gua-CD Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

3.6.1. Hemoliz

Gua-CD tiirevlerinin gilivenliligini degerlendirmek amaciyla yapilan 6n
calismada, bilesiklerin eritrositler lizerindeki hemolitik 6zellikleri belirlenmistir. Bu
amagla, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirma Etik Kurulu
onay1 (Karar no: 2021/04-10) ile saglikli goniillillerden alinan kan ornekleri, sitrat
tiiplerinde 5000 rpm hizinda santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda ¢6kmiis
eritrositler ayrilmig ve fosfat tamponlu ¢ozeltisi (PBS) (pH 7.4) ile yikanmistir. Daha
sonra, Gua-CD tiirevleri, NP hazirliginda kullanilacak konsantrasyonu da igeren ¢esitli
konsantrasyonlarda (2 mg/mL, 1 mg/mL ve 0.5 mg/mL) PBS'de ¢oziindiiriilmiistiir.
Eritrosit siispansiyonundan (50 pL) alinan miktar, hazirlanan Gua-CD ¢dzeltilerine (1
mL) eklenmis ve karigtirilmistir. Ardindan, 6rnekler 37 °C su banyosunda 30 dakika
inkiibe edilmis ve sonra 5000 rpm hizinda 10 dakika santrifiij edilmistir Toplanan
slipernatantlar, hemoglobin igerigini belirlemek i¢in 543 nm'de spektrofotometrik
olarak analiz edilmistir. Distile su uygulanan grup tam hemoliz (100%) ge¢irdiginden,
% hemoliz degerleri, toplam hemolize ugramis Ornegin UV absorbansina gore

asagidaki denklemle belirlenmistir (89, 90)

% Hemoliz = CD tiirevleri ile hemoliz edilmis eritrositlerin absorbansi

Distile su ile hemoliz edilmis eritrositlerin absorbansi

3.6.2. Biyolojik Sivida Stabilite

Bos Gua-CD nanopartikiillerinin biyolojik sivida stabilitesinin belirlenmesi
amactyla sigir serum albiimini kullanilmistir. Bu amacla hazirlanan Gua-CD
nanopartikiilleri, 45 mg/mL si181r serum albiimini i¢eren fosfat tampon ¢ozeltisi (pH

7.4) ile 1 saat 37°C'de inkiibe edilmistir. Ardindan oda sicakligina gelen NP
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hidrodinamik caplarindaki degisiklikler dinamik 151k sagilimi yontemi kullanilarak

173° ag1 ve 25°C sicaklikta Malvern Zetasizer Nano ZS cihazi ile 6l¢tilmiistiir.

3.6.3. Kompleman Aktivasyonu

Sentezlenen Gua-CD tiirevlerinin biyogiivenlik ¢alismalar1 kapsaminda
kompleman aktivasyonu c¢alismasi yapilmistir. Kompleman sistem, yabanci
molekiiller kan dokusuyla temas ettiginde aktive olur ve bir dizi kimyasal reaksiyon
sonucu enflamasyon olusur. Sentezlenen CD tiirevlerinin kompleman sistemin
aktivasyonu iizerindeki etkisi, kompleman sistemde en fazla bulunan protein olan
C3a’nin  miktarinin, ticari immiinassay kiti kullanilarak tayin edilmesiyle
belirlenmistir (Elabscience E-EL-H0818). Bu amagla, saglikli géniillillerden alinan
serum, PBS veya PBS i¢inde Gua-CD ¢ozeltileri ile 1:1 oranda (toplam hacim 50 pL)
45 dakika boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi, kit i¢inden gikan
standartlar ve serum Ornekleri insan C3a proteinine spesifik antikor ile kapli ELISA
plakalarindaki kuyucuklara 100 pL olacak sekilde eklenmistir. 90 dakika boyunca
37°C'de inkiibe edildikten sonra, kuyucuklar bosaltilmis ve her bir kuyucuga 100 uLL
biyotinlenmis C3a antikoru eklenerek 60 dakika 37°C'de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi baglanmayan antikor yikama islemi ile uzaklastirilmistir.
Enzimatik tespit i¢in 100 pL streptavidin-HRP antikoru eklenmis ve 30 dakika inkiibe
edilmistir. Son olarak boya isaretli HRP substrati ile kuyucuklardaki baglanma tespit
edilmis 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuyu ile Olglim yapilmigtir.
Standartlar kullanilarak belirlenen kalibrasyon dogrusu kullanilarak kalibrasyon
denklemi ¢ikartilmis ve bu denklem kullanilarak PBS veya Gua-CD tiirevleriyle

inkiibe edilen serumda bulunan C3a miktar1 hesaplanmistir (92)

3.7. Mab ile Aktif Hedeflendirilmis Antikanser Ila¢ Yiikli Gua-CD

Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve in vitro Karakterizasyonu

CD tiirevlerinin aktif hedeflendirilmesi islemi CD20 proteinine 6zgii bir mAb
olan RTX kullanilarak Afyon Kocatepe Universitesi Biyomedikal Miihendisligi
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Boliimii arastirma laboratuvarinda Dog¢. Dr. Sadik Kaga ile is birligi yapilarak
gerceklestirilmistir. RTX’in CD’lere konjugasyonu i¢in dncelikle RTX, adamantan ile
modifiye edilmistir (Sekil 3.2). Adamantan karboksilik asidin aktivasyonu igin
EDC/siilfo NHS aktivasyonu kullanilmistir (Thermo Fisher Scientific Inc., 2011).
Calismada antikor konjugasyonu oncesi reaksiyon karigimi hazirlanmast igin,
adamantan karboksilik asit 9 mg), EDC (1-Ethyl-3-[3-
dimethylaminopropyl]carbodiimide) (9,5 mg), siilfo-NHS (17,5 mg) tartilmis ve son
hacim 10 mL olacak sekilde % 20 DMF ¢o6zeltisinde ¢oziindiiriilmiistiir ve 15 dakika

oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

-0
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Adamantan siilfo-NHS Adarr};eiltr;tlia;nr?aobdifiye
karboksilik asit aktivasyonu

Sekil 3.2. Adamantan-Rituksimab konjugasyonu

Ikinci basamakta ise adamantan karboksilik asit molekiilii ile RTX iizerindeki
amin gruplarinin kararli amid bagi ile birbirine baglanmasi saglanmistir. Siilfo-NHS
aktive adamantan karboksilik asit ile RTX konjugasyon reaksiyonunda protein
denatiirasyonu ve agregasyonu olmadan reaksiyonunun gerceklestirilebilmesi i¢in
optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Birinci reaksiyonda, NHS aktive adamantan
(0,09 mg/mL) ve 1 mg/mL antikor, %20 DMF ortaminda, oda sicakliginda 3 saat
inkiibe edilmistir. Buna ek olarak diger Orneklerde protein agregasyonunun
diizeylerinin minimalize edilmesi ve yiiksek verimde konjugasyon reaksiyonun
gerceklestirilebilmesi i¢in farkli reaksiyon ortamlari uygulanmistir. Literatiirde %20
DMF icinde protein agregasyon diizeyinin azaltilmasi i¢in gliserol kullanimi
onerilmektedir. Bu nedenle ¢aligma ikinci 6rnek olarak konjugasyon reaksiyonu %20
DMF, %S5 gliserol igeren ortamda gerceklestirilmistir. Ugiincii basamakta, protokolde
EDC aktivasyonunu durdurmak i¢in 2-merkaptoetanol kullanimi opsiyonel olarak
onerilmistir. Konjugasyon reaksiyonu sirasinda 2- merkaptoetanoliin antikor

denatiirasyonuna etkisini incelemek icin 2-merkaptoetanol igeren veya igermeyen
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ornekler kullanilmigtir. Konjugasyon reaksiyonlari sonrasi 3 saat boyunca diyaliz
islemi uygulanmistir. Diyaliz membran (14.000 Da MWCO) kullanilarak reaksiyona

girmemis olan aktive adamantan karboksilli asit ve yan iiriinler uzaklastirilmistir.

Adamantan konjugasyonu sonrast RTX antikoru denatilirasyon ve agregasyon
testi, klasik SDS PAGE yontemi ile analiz edilmistir. Adamantan-mAb Konjugat1 SDS
PAGE analizi oncesi BCA assay yontemi kullanilarak protein konsantrasyonlari
Olclilmiistiir. SDS PAGE analizi igin, her bir 6rnekten 20 pL alinip ve 5 uLL. 4X SDS
yiikleme tamponu ile karigtirllmistir. Bu islemin ardindan 6rnekler %5 mini jel
kuyucuklarina yiiklenmistir. Ornek yiikleme sonrast jeller, 1 saat boyunca, 250 voltta
ylriitiilmistir. Mavi belirte¢ jelin en alt kismina gelince akim durdurulmustur.
Boyama islemi i¢in, SDS jel, 1 saat boyunca % 0.01 Coomassie R-250, % 30
metanol,% 10 asetik asit iceren boya soliisyonunda c¢alkalanmistir. Boyama iglemi
sonras1 %8 asetik asit ¢ozeltisinde 20 dk boyadan arindirilma yapilmis ve jel saf su ile

yikandiktan sonra goriintiilenip, fotografi ¢ekilmistir.
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3.7.1. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Organik Faz Su Fazi

(Manyetik karistiricida (Manyetik karistiricida
550 rpm 30 dakika) y 550 rpm 30 dakika)
y

. Organik fazin vakum altinda
Organik fazin su fazina buharlastinlmas

eklenmesi ve ultrasonikasyon (10 dakika)

altinda karistirma
(20 dakika) 4
7/

< |
1

DD
DOX ACD NP veya CYC ACD NP veya VRC ACD NP veya
RTX-DOX ACD NP RTX-CYC ACD NP RTX-VRC ACD NP

Sekil 3.3. Nanopresipitasyon yontemi ile nanopartikiil hazirlanmasi

Nanopartikiiller (NP) hazirlanirken nanopresipitasyon yontemi kullanilmigtir
ve c¢esitli parametreler degistirilerek ortalama partikiill boyutu daha kiiciik
nanopartikiiller elde edilmeye ¢alisilmistir fakat elde edilen nanopartikiil boyutlarinin
istenen bagar1 Olgiitlerini saglamamasindan dolayr nanopresipitasyon yontemi
sonikatorde gercgeklestirilerek modifiye edilmis (100) ve ultrasonikatdr altinda
hazirlanmistir. ACD ile hazirlanan NP'ler i¢in: ACD, ultra saf su i¢inde (1 mg/mL)
¢coziilmistiir. DOX, CYC veya VRC ayri1 ayr1 etanol (HPLC grade) i¢inde (0.1 mg/mL)
¢cOziilmiistiir. Aktif hedeflenmis NP formiilasyonlar1 elde etmek i¢in, 1 mg/mL RTX-
adamantan konjugasyonu organik fazda 0.05 mg/mL'ye seyreltilmistir. Daha sonra,

organik faz Gilson siringasi ile damla damla su fazina eklenmistir. Karistirma,
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ultrasonikasyon altinda 20 dakika siireyle yapilmis ve ardindan organik ¢6ziicii vakum

altinda buharlagtirllmistir (Sekil 3.3).

PCD NP hazirlamak i¢in ise PCD etanol:su (75:25) icinde ¢oziindiirtilmiistiir
(1 mg/mL). DOX, CYC ve VRC ise ultra saf suda (0,1 mg/mL) ayr1 ayn
cozlindiiriilmiistiir. Aktif hedefli NP formiilasyonlar1 elde etmek i¢in 1 mg/mL RTX-
adamantan konjugasyonu, etanol: tetrahidrofuran (1:1) igerisinde 0,05 mg/mL'ye
seyreltilmistir ve yukarida agiklandig1 gibi hazirlanmistir (101, 102). Her ilacin ACD
ve PCD NP'lere yiiklenmesinden sonra nihai formiilasyonu elde etmek amaciyla ilag

yiiklii NP'ler uygulamadan once fiziksel olarak karistirilmistir.

3.7.2. Partikiil Biiyiikliigii Dagilim ve Yiizey Yiikiiniin Belirlenmesi

Nanopartikiillerin karakterizasyonu kapsaminda ilk olarak gelistirilen farkli
formiilasyonlarda NP’lerin ortalama partikiil biiyiikligi (PB) ve polidispersite indeksi
(PDI) analizi Brown hareketlerinin dl¢liimiine dayanan dinamik 151k sacgilimi (foton
korelasyon spektroskopisi) yontemi kullanilarak 173° a¢1 ve 25°C sicaklikta Malvern
Zetasizer Nano ZS cihazi ile gergeklestirilmisti. NP formiilasyonlarinin yiizey
yukiiniin bir gostergesi olan zeta potansiyel (ZP) degeri mV cinsinden Malvern
Zetasizer Nano ZS cihazi ile 12,8° a¢1 ve 25°C sicaklikta her bir formiilasyon i¢in

Olciilmiistiir (n=3) (103).

3.7.3. Fiziksel Stabilitenin Degerlendirilmesi

Hazirlanan etkin madde yiiklii hedeflendirilmis NP formiilasyonlarmin her
birinin sudaki dispersiyonlar1 +4°C’de buzdolabinda 30 giin boyunca saklanmistir.
Belirlenen zaman araliklarinda (1., 5., 10. ve 30. giinlerde) NP formiilasyonlarinin PB,
PDI ve ZP degerleri belirlenerek zamana kars1 fiziksel stabilite acisindan

degerlendirilmistir (n=3).
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3.7.4. Nanopartikiillerin Goriintiilenmesi

Hazirlanan NP formiilasyonlar1 gece boyunca aliiminyum bant ve stumb
tizerinde kurutulmustur ve Taramali Elektron Mikroskopu (SEM) yontemi ile ylizey
Ozellikleri incelenmistir. Bu amagla taze hazirlanan sivi kolloidal formdaki
formiilasyonlar aliiminyum bant {izerinde kurutularak bir gece bekletilmis ve Gatan
682 Hassas Asindirma ve Kaplama Sistemi (PECS) kullanilarak 10 nm kalinliginda
altin/paladyum tabakasi ile kaplanmistir. Goriintilleme FEI Quanta 200 FEG ESEM
cihaz1 ve Everhardt-Thornley SED dedektorii kullanilarak yapilmistir (104).

3.7.5. Nanopartikiillerin Sterilizasyonu

Aseptik teknikle ve steril bir ortamda hazirlanan NP'ler, son olarak sivi
kolloidal dispersiyon formunda elde edilmistir. Daha sonra, Class IIB laminar akis
kabininde 0.22 pum por agikligina sahip membran filtreden siiziilmiis ve filtrasyon
yoluyla sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrasi elde edilen NP'lerin verimi, filtrasyon
oncesi ve sonrasi sivi kolloidal dispersiyonlarin agirliklarinin karsilastirilmastyla
ylzde olarak hesaplanmistir (105). Tartim islemi sirasinda iistten yiiklemeli terazi
kullanilmistir. Cam kaplar 6nce tartilmig, darast alinmis ardindan son sivi kolloidal

dispersiyonlar tartilmigtir.

3.7.6. ila¢ Yiikleme Etkinliginin Belirlenmesi

DOX, CYC ve VRC yiiklii NP'ler i¢in ilag yiikleme etkinligi dolayli yontem
kullanilarak belirlenmistir. Dogrudan belirleme yonteminin kullanilmamasinin nedent,
suda ¢Oziinen ilaglarin santrifiij veya diyaliz yoluyla dogrudan uzaklastirilamamasidir.
Bu amagla filtreli santrifiij tiipleri kullanilmistir (MWCO: 10000 Da). 4500
devir/dakikada 40 dakika santrifiij edilen formiilasyonlarda bulunan serbest ilag
filtreden gecerek asagida birikmistir (106). Yiikleme etkinligi, HPLC analizinin
sonunda bulunan ila¢ miktarinin, hazirlama esnasinda formiilasyona eklenen ilag¢

miktarina oran1 olarak hesaplanmistir n=3.
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RTX igeren formiilasyonlardaki % RTX miktar1 ise mikro BCA kiti ile
belirlenmistir. Bu amagla ilk olarak ticari temin edilen kit i¢inde bulunan protein
standart kullanilarak PBS icinde seri seyreltme ile farkli protein konsantrasyonlari
hazirlanmis ve BCA kiti kullanilarak 6l¢timii yapilmistir. Elde edilen verilerden
kalibrasyon dogrusu ve denklemi hesaplanmistir. Ardindan RTX igeren
formiilasyonlar i¢in ayni1 kit uygulanarak 30 dakika 37°C’de inkiibasyona birakilmig
ve sonrasinda protein miktar1 agisindan 562 nm’de mikroplaka okuyucu ile miktar

tayini yapilmistir (n=3) (69, 107, 108).

Hapsolan [la¢ Miktar1
p ¢ (ng) %100

% Yikleme Etkinligi= -
° g Baslangictaki [lag Miktar1 (ug)

3.7.7. ila¢c Sahm Profilinin Belirlenmesi

Ilag yiiklii ve aktif hedeflendirilmis NP'lerin in vitro salim profili, diyaliz
membran yontemiyle belirlenmistir. Nemlendirici gorevi goren gliseroliin ortadan
kaldirilmasi, membranin akan su altinda 3-4 saat siireyle durulanmastyla saglanmstir.
Siilfiir bilesiklerinin uzaklastirilmasi, membranin 80 °C'de 1 dakika boyunca %0,3
(a/h) sodyum siilfiir ¢ozeltisi ile yikayarak gerceklestirilmistir. Daha sonra sicak su (60
°C) ile 2 dakika boyunca durulanmis, ardindan %0,2 (v/v) siilfiirik asit ¢ozeltisi
kullanilarak asitlestirilmis ve ardindan asidi noétralize etmek igin sicak su ile
durulanmistir. Daha sonra ilag¢ yiiklii RTX hedeflendirilmis veya hedeflendirilmemis
NP formiilasyonlar1 diyaliz membran igine (MWCO: 5000 Da) yerlestirilmistir ve
sonrasinda diyaliz membran, sink kosulu saglayacak miktarda PBS (pH 7.4) i¢eren
ortama konulmustur ve 37 °C'de 100 rpm'de su banyosunda inkiibe edilmistir.
Belirtilen zaman araliklarinda (5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 dakika ve 2, 4, 6, 12, 24 saat),
PBS ortamindan numuneler alinmis ve ayni miktarda-ayn1 sicaklikta taze PBS salim
ortamina eklenmistir. Numuneler daha sonra ilag miktar1 belirlenmek tizere HPLC ile

analiz edilmistir (n=3) (109, 110)
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3.7.8. Nanopartikiil Yapisindaki Rituksimab’in Yapisal Biitiinliigiiniin

Belirlenmesi

Tezde aktif hedeflendirme amaciyla da kullanilan mAb olan RTX’m,
nanopartikiil hazirlama islemleri sirasinda yapisal degisiklik agisindan stabilitesini
belirlemek amaciyla SDS-PAGE analizi gergeklestirilmistir. Bu amagla, 6rnekler 2X
Laemmli numune yiikleme tamponu [65.8 mM Tris-HCI, pH 6.8, %26,3 (a/h) gliserol,
%2,1 SDS, %0.01 bromofenol mavisi] ile 1:1 oraninda seyreltilmistir. Her numuneden
25 pL alinarak %4—10 Bis-Tris akrilamid gradyan protein jeline (Biorad) yiiklenmistir.
Numunelerin bagil molekiiler agirliklarini belirlemek icin Precision Plus Protein
Unstained Protein Standards (Biorad) kullanilmistir. Ornekler, 30 dakika saat boyunca
100 V’°de Tris-Glisin Yiiriiyen Tamponunda (25 mM Tris, 192 mM Glisin, %0,1 SDS,
pH 8.3) yiriitilmiistiir. Jel goriintiileri, Biorad ChemiDOc MP Goriintiileme Sistemi

ve ImageLab Goriintiileme Yazilimi stiriim 6.1 kullanilarak ¢ekilmistir (111)

Ayrica Cenevre Universitesi’nde Sirkiiler Dikroizm ile ¢alisilmistir. Ortam
olarak su kullanilirken sicaklik oda scakligi derecesinde tutulmustur. Cesitli
konsantrasyonlarda seyreltilen formiilasyonlardan gelen absorbans farki 205-250 nm

dalga boyu araliginda 6l¢iilmiistiir.

3.8. Nanopartikiiler Tla¢c Tasiyic1 Sistemin Giivenliginin ve Etkinliginin

Konvansiyonel Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Belirlenmesi

3.8.1. Bos Nanopartikiillerin Giivenliginin Belirlenmesi

Ilag igermeyen NP’lerin saglikli hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisini
belirlemek amaciyla, USP <87> Biological Reactivity Tests 2015 yonergelerine gore
L.929 fare fibroblast hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicreler, %10 fetal sigir serumu (FBS),
100 w/mL penisilin ve 100 mg/mL streptomisin igeren DMEM ortaminda kiiltiire
edilmistir. Kiiltiirler, 75 cm? flasklarda, 37 °C ve %5 CO: igeren inkiibatérde
bekletilmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicreler, her bir kuyucuga 100 uL DMEM
icinde 1x10° hiicre eklenerek 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarna transfer

edilmigtir. 24 saatlik inkiibasyon siirecinin ardindan, DMEM ortami1 hiicrelerden
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uzaklastirilmig ve DMEM ile seyreltilmis bos ACD veya bos PCD NP'leri eklenmistir.
Hiicreler, 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Hiicre canliligi, WST-1 testi (2-(4-
Iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyumsodyum  tuzu) ile
degerlendirilmistir. Bu islemde, kuyucuklardan DMEM uzaklastirilmis ve her
kuyucuya 10 pL WST-1 iceren 100 pL taze besiyeri eklenerek yaklasik 3 saat inkiibe
edilmistir. Ardindan, mikroplaka okuyucu ile 450 nm dalga boyunda absorbans
Olctimleri yapilmis ve hiicre canliligt kontrol grubuna gore yiizde olarak
hesaplanmistir. Deneylerde yalnizca DMEM ile inkiibe edilen hiicreler kontrol grubu

olarak kullanilmistir (n=6) (112)

3.8.2. ilac Direnci Gelistirme Cahsmalar

Bjab insan lenfoma hiicre hatt1 kullamilarak RTX direngli hiicreler
gelistirilmistir..Hiicreler 37 °C'de %10 FBS ve %5 CO ile RPMI 1640 ortaminda
inkiibe edilmistir. 24 saat boyunca RTX’a (0,125-8 pg/ml) maruz birakilmis ve 72 saat
boyunca taze ortamda ile inkiibe edilmistir. Daha sonra RTX konsantrasyonu her

deneyde iki katina ¢ikarilarak hiicrelere haftada iki kez RTX ile inkiibe edilmistir (113)

3.8.3. Nanopartikiillerin Antiproliferatif Etkinliginin Belirlenmesi

Bos Gua-CD NP'lerin, DOX, CYC, VRC yiiklii NP'lerin veya DOX/CYC/VRC
ve RTX konjuge analoglarinin kombinasyonunun antikanser aktivite ¢alismalari,
Daudi ve Bjab (RTX’a direng gelistirilmis ve gelistirilmemis) insan lenfoma hiicre
hatlar1 iizerinde belirlenmistir. Bu amagla, hiicreler ilk olarak %10 FBSve %1
pen/strep igeren RPMI-1640 ortaminda bulunan 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakalarina eklenmistir. Lenfoma hiicreleri siispanse hiicreler oldugundan, ¢ogalmak
icin hiicre-hiicre etkilesimlerine ihtiya¢ duymaktadirlar. Bu nedenle, hiicreler
deneylerden once U tabanli 96 kuyucuklu plakalarina eklenmistir. 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonlar sonucunda, hiicre canliligit WST-1 ile belirlenmistir. Kontrol grubu
olarak sadece besiyeri ile inkiibe edilen hiicreler kullanilmis olup, test gruplarindaki

hiicre canlili1, kontrol grubuna kiyasla hesaplama ile belirlenmistir (114)
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3.8.4. Antikora Bagimh Hiicresel Sitotoksisitenin Belirlenmesi

NP formiilasyonlarinda bulunan adamantan-konjuge RTX’m biyolojik
aktivitesinin belirlenmesi amactyla antikor bagimli hiicresel sitotoksisite ¢aligmasi
yapilmistir. Bu amagla hedef hiicre olarak CD20+ Daudi ve Bjab (RTX’a direng
gelistirilmis ve gelistirilmemis) lenfoma hiicreleri ve efektor hiicre olarak da makrofaj
hiicreleri kullanilmustir. {lk olarak RAW hiicreleri kullanilmustir fakat kontaminasyon
sebebiyle PBMC ile ¢alisilmistir ve benzer sonuglar elde edilmistir. Efektor hiicre:
hedef hiicre oran1 25:1 olacak sekilde her bir kuyucuga 2.5 x10° makrofaj ve 1x10*
Daudi veya Bjab (RTX’a direng gelistirilmis ve gelistirilmemis) hiicreleri 100 pL
besiyeri i¢inde 96 kuyucuklu U-tabanli plakalara ekimi yapilmistir. Daha sonra RTX
¢ozeltisi ve RTX igceren CD NP formiilasyonlar: ile 37°C'de 4 saat siireyle inkiibe
edilmistir (113). Ardindan ticari olarak temin edilen Laktat dehidrogenaz (LDH)
kitindeki protokol uygulanarak belirlenmistir (Biovision K-311). Bu amagla
inkiibasyon sonunda mikroplaka santrifiijii kullanilarak hiicreler 5000 rpm’de 20
dakika santrifiij edilmistir. Ardindan her bir 6érnekten 8 tekrar olacak sekilde 100 puL
siipernatant alinarak yeni 96 kuyucuklu plakaya eklenmistir. Ornekler iizerine 100 pL
LDH deteksiyon boyasi eklenerek oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi 495 nm’de mikroplaka okuyucu ile absorbanslar
belirlenmistir (115). Calisma sirasinda %1 TritonX-100 ile inkiibe edilen hiicreler
pozitif kontrol olarak kullanilmistir ve bu gruptan elde edilen absorbans %100 LDH

salim1 olarak kabul edilerek hesaplamalar yapilmistir.

3.8.5. Kolesterol Ekstraksiyon Calismasi

Ilag tasiyict sistemler olarak kullanimlarmin yam sira, CD'ler farkli
hiicrelerdeki kolesterol kompozisyonunu degistirmek amaciyla da kullanilmaktadir
(89, 116). Membrandan kolesterol uzaklastirma etkinligi, kullanilan CD tiirevine,
konsantrasyonuna, hiicreyle inkiibasyon siiresine, sicakliga ve hiicre tiiriine bagh
olarak degiskenlik gostermektedir. Ozellikle, B-CD’nin en etkili kolesterol
uzaklastiric1 CD tiirevi oldugu gosterilmistir (117). Bu proje kapsaminda sentezlenen
Gua-CD tiirevlerinin kanser hiicrelerindeki kolesterol affinitesi belirlenmistir. Bu

amacla, ¢esitli Gua-CD tiirevleri ile inkiibe edilmis Daudi ve Bjab (RTX’a direng
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gelistirilmis ve gelistirilmemis) hiicrelerindeki kolesterol miktari, ticari olarak temin
edilen kolesterol kiti kullanilarak oOlgiilmiistiir (118). Karsilastirma yapmak igin,
kolesterol uzaklastirma etkinligi yiiksek olan Metil--CD referans standart olarak

kullanilmustir.

3.8.6. Survivin Deneyi

Survivin, kanser hiicrelerinde yiliksek oranda sentezlenen anti-apoptotik bir
gendir ve ekspresyonu nedeniyle olusan survivin proteini, Kaspaz-9'un aktivasyonunu
inhibe ederek hiicrelerin apoptoza gitmesini engeller. Ayrica NHL'de survivin
ekspresyonunun artmasi nedeniyle hiicre apoptozunun Onlendigi ve proliferasyon
nedeniyle ila¢ direncinin arttig1 literatiirde gosterilmistir (119, 120) Daudi ve Bjab
(RTX’a direng gelistirilmis ve gelistirilmemis) hiicreleri, CD tiirevleriyle hazirlanan
ilag yiiklii ve aktif hedefli NP'lerle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda NP'lerin
NHL hiicrelerinde survivin geninin ekspresyonuna etkisi, ticari olarak temin edilebilen
Human Survivin ELISA Kiti kullanilarak ve kitin 6nerdigi protokole uygun olarak
belirlenmistir. Sadece ortamla inkiibe edilen hiicreler kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Bu deneyi gerceklestirmek i¢in, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasinin
her kuyucuguna, kuyucuk basima 5x10? hiicre yogunlugunda 100 L hiicre eklenmistir.
24 saat sonra, hiicre kiiltiirii ortam1, NP'ler igeren DMEM ile degistirilmistir. ilave 48
saatlik inkiibasyonun ardindan kit protokolii takip edilmistir. Daha sonra, numunelerin
absorbans degerleri 450 nm'de Ol¢iilmiis ve Orneklerdeki survivin proteininin
konsantrasyonu, standart ¢ozeltilerden elde edilen denklem kullanilarak belirlenmistir

(n=6) (121)

3.8.7. Mitokondri izolasyonu

Tez kapsaminda kullanilan Gua-CD tiirevleri yapilarinda bulunan guanidin
gruplart sayesinde hiicre mitokondrisini hedeflenme potansiyeline sahiptirler. Bu
ozellikleri sayesinde, mitokondride biriken Gua-CD miktarlarini belirlemek amaciyla

20x10° Daudi ve Bjab (RTX’a direng gelistirilmis ve gelistirilmemis) hiicreleri DOX
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yiiklii Gua-CD tiirevleri veya esit miktarda DOX ¢ozeltisi ile 24 saat 37°C'de %5 CO?
ortaminda inkiibe edilmistir (122). Inkiibasyon sonras1 hiicrelerin mitokondrileri ticari
mitokondri izolasyon kitindeki protokole uygun olarak izole edilmistir (Thermo
89874). Inkiibe edilen hiicreler 5000 rpm’de 20 dk santrifiij edildikten sonra
slipernatant uzaklastirilarak hiicreler iizerine kit i¢inden ¢ikan Reaktif A’dan 800 puL
eklenerek 2 dakika buz lizerinde tutulmustur. Ardindan Reaktif B’den 10 uL eklenerek
5 dakika boyunca buz iizerinde tutulmus ve her bir dakikanin i¢inde toplamda 5 kez
vortekslenecek sekilde ile 10’ar saniye boyunca karistirilmistir. Sonrasinda Reaktif
C’den 800 uL eklenerek 700g’de +4°C’de 10 dakika siireyle santriflij edilmistir.
Sonrasinda silipernatant toplanarak yeniden 12.000 g’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatant atilarak mitokondrinin bulundugu pellet 500 uL Reaktif C ile yeniden
12.000 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Mitokondrinin oldugu pelet kisim alinarak
DOX miktar1 agisindan floresans ozellikli mikroplaka okuyucu ile eksitasyon ve
emisyon dalga boyu sirasiyla 470 ve 560 nm olmak lizere Sl¢iim yapilmistir

(Spectramax ID3) (n=6).

3.8.8. P-gp Inhibisyonunun Belirlenmesi

CD tiirevlerinin ATPaz aktivitesi lizerinden neden oldugu P-gp inhibisyonu da
ticari olarak temin edilecek hiicre temelli ATPaz kiti ile kolorimetrik olarak
belirlenmigtir. Bu amagla direng gelismis ve gelismemis hiicreler hazirlanan NPler ile
inkiibe edilmistir ve inkiibasyon sonrasi kit protokolii uygulanmistir. Calcein AM
ektriizyon deneyi, direncli ve direngsiz Bjab hiicreleri iizerinde iiretici talimatlarina
uygun olarak yapilmistir. Direncli ve direngsiz Bjab hiicreleri 24-well plaklara 1 x
1075 hiicre/kuyu oraninda ekilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Hiicreler, daha sonra
PBS, DOX formiilasyonlar1 veya Verapamil (2.5 uM) ile 37 °C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Ardindan, hiicreler 0.5 uM Kalsein AM ile 37 °C’de ek bir 30 dakika inkiibe
edilmistir. PBS ile tedavi edilen hiicreler negatif kontrol olarak kullanilmistir.
Inkiibasyonun ardindan, hiicreler soguk PBS ile ii¢ kez yikanmis ve mikroplaka
okuyucuda okunmustur (ex: 495 nm em: 515 nm). Deney sirasinda pozitif kontrol

grubu olarak bilinen karakteristik bir Pgp substrati olan Verapamil kullanilmistir (n=6).
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3.9. 3B Tiimor Modeli Calismalar:

Daudi ve Bjab (RTX’a direng gelistirilmis ve gelistirilmemis) insan lenfoma
hiicre hatlar1 ile 3B tiimor modeli gelistirilebilmesi i¢in yuvarlak tabanli 96 kuyucuklu
plakalar Poli-HEMA ¢ozeltisi ile kaplanmistir. Poli-HEMA 1,2 g 40 mL (%95°lik)
etanolde ¢Oziindiiriilmiis ve her kuyucuga 50 uL eklenmistir. Gece boyunca bekletilen
plakalara, hiicre ekim ortam1 %3 h/h oraninda Matrigel® icerecek sekilde 200 pL
igerisinde 5000 hiicre/kuyucuk olarak ekim yapilmistir. Ardindan plakalar 1000
rpm’de 10 dakika olacak sekilde santrifiijlenmistir. Her iki giinde, besi yeri
degistirilmistir. 3. giinde sferoid yapist olustugu goriilmiis, ancak gelisimin devam
etmesi icin 5. glinde formiilasyonlarin etkinliginin degerlendirilmesine gecilmistir.
Ardindan hiicreler lizerindeki besiyeri ilag yiiklii NP formiilasyonlar1 ve ilaglarin
cozeltileri ile 48 ve 72 saat siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucu hiicre
yasayabilirligi WST-1 analizi ile belirlenmistir. Kontrol grubu olarak sadece besiyeri
ile inkiibe edilmis hiicreler kullanilmis ve bu gruptaki hiicrelerin canlilig1 %100 olarak

kabul edilmistir (n=6) (114).

3.10. Hiicre Oliim Mekanizmasimin Belirlenmesi

Hazirlanan NP formiilasyonlarinin hiicrelerdeki 6lim mekanizmas1 akig
sitometrisi ile belirlenmistir. Bu amacla Daudi ve Bjab (RTX’a direng gelistirilmis ve
gelistirilmemis) insan lenfoma hiicrelert ACD ve PCD NP formiilasyonlar1 ve ilaglarin
serbest ¢ozeltileri ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucu hiicreler 5 uL Annexin V-
FITC ve 5 puL Pl ile 15 dakika siireyle 37°C'de bekletilmistir. Ardindan apoptotik ve

nekrotik hiicrelerin oran1 akis sitometresinde belirlenmistir (n=3) (107)
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3.11. Hayvan Cahismalar

3.11.1. Serbest ve Nanopartikiile Bagh ilaclarin Plazma Profilinin

Belirlenmesi

ACD ve PCD kullanilarak tasarlanan NP sistemlerden in vitro calismalar
sonucu basarili bulunan ve optimum formiilasyonu belirlenen ACD kullanilarak
hazirlanan hedeflendirilmis ilag yiliklit ACD NP’lerin ¢ozelti formlari referans alinarak
7-8 haftalik erkek Balb-c fareler kullanilarak biyoyararlanim degerlendirmeleri

yapilmistir.

Antikanser ilaclarin mg/kg olarak belirlenen dozlar1 (DOX=1 mg/kg, VRC=2
mg/kg ve CYC=30 mg/kg, RTX= 2 mg/kg) saglikl1 Balb-c farelere i.v. olarak kuyruk
veninden uygulanmistir. Her bir etkin maddenin fare modelindeki biyolojik yar1
omiirleri (DOX=10-15 sa, VRC=15 dk ve CYC=30 dk) g6z oniine alinarak belirlenen
kan alma zaman noktalarinin her biri i¢in her grupta 3 fare ile ¢alisilmistir (n=3).
Alinan o6rneklerdeki DOX, VRC ve CYC miktarlar1 valide edilmis LC/MS MS
yontemiyle analiz edilmistir. Elde edilen verilerden zamana bagli derisim grafiginden
hareketle farmakokinetik (kd, t1/2, Vd ve Cl) ve biyoyararlanim parametreleri (AUC,
Cmaks ve tmaks) hesaplanmistir. LC/MS MS analizi Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali’nda yapilmistir. 10’ar mg DOX, CYC ve
VRC standartlar1 hassas bir sekilde tartilmistir. Metanolde c¢oziindiiriilmiis ve
kalibrasyon dogusu i¢in degisen konsantrasyonlarda metanol:su (50:50) kariginda
hazirlanmistir. (DOX igin ¢alisma ¢ozeltilerinin konsantrasyonlari sirasiyla 4, 10, 20,
100, 400, 1000 ve 2000 ng/mL; CYC i¢in 5, 12.5, 25, 125, 500, 1250 ve 2500 ng/mL;
VRC ig¢in ise 6, 15, 30, 150, 600, 1500 ve 3000 ng/mL). Serum 6rneklerinden ise 50
uL alinmis 50 uL standart eklenis ve 50 ul asetonitril ile ¢oktiiriilmiistiir. Stipernatant

aliip LC/MS MS ile okunmustur.

3.11.2. Giivenlilik Calismasi

Tez kapsaminda sentezlenen Gua-CD tiirevlerinin canli organizmada herhangi
bir toksisiteye neden olup olmadigi bos Gua-CD NP ile yapilacak in vivo ¢alismalarla

belirlenmistir. Bu amagla bos Gua-CD NP saglikli Balb-c farelere klinikteki R-CHOP
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uygulamasini yansitmaya yonelik olarak tek doz ve tekrarlanan doz (2 giinde 1 toplam
5 doz) intravendz uygulama ile verilmistir. Son uygulamay1 takiben 24 saat sonra
hayvanlardan alinan kan 6rneklerinde alkalin fosfataz ve alanin aminotransferaz gibi
degiskenler Glgiilerek toksisitenin olup olmadigi belirlenmistir. Bu deney i¢in her bir

grupta 4 hayvan kullanilmistir.

3.11.3. Antitiimoral Etkinlik Calismasi

Antikanser ilag yiiklii ve aktif hedeflendirilmis ACD NP’lerin tiimdre karst
etkinliginin belirlenmesi amaciyla, ilk olarak 11-12 haftalik erkek Balb-c farelere A20
fare lenfoma hiicresi 100 ul PBS’te 2,5x10° hiicre olacak sekilde sag flenkten subkiitan
olarak enjekte edilmistir. Timor gelisimi yaklasik 4 hafta igerisinde tlimor
biiytlikliigiiniin 0.5 cm olmasi ile belirlenmistir. Ardindan fareler her grupta 6 hayvan
olacak sekilde uygulanacak NP formiilasyonlarina gore uygun gruplara ayrilmistir.
Kontrol gruplarina sadece serum fizyolojik verilmistir. Diger gruplara ise tedavi
formiilasyonlar1 haftada 2 kez olmak iizere 4 hafta boyunca kuyruk veninden
verilmigstir. Farelere uygulanan NP formiilasyonlarinda RTX terapotik cevabi
alabilmek i¢in fare anti-CD20 olarak kullanilmis ve karakterizasyon islemleri
yapilmistir. Antikanser ilaglarin mg/kg olarak belirlenen dozlarn (DOX=1 mg/kg,
VRC=100 mg/kg ve CYC=2 mg/kg) NP’e enkapsiile halde 2mg/kg antiCD20 icerecek
dozda uygun sekilde serum fizyolojik ile seyreltilmistir(123, 124). NP formiilasyonlari
uygulamadan hemen 6nce aseptik kosullarda hazirlanmig ve 0.22 um por agikligina
sahip membran filtreden siiziilerek sterilize edilmistir. Uygulama siiresi boyunca
hayvanlar viicut agirligi ve timor boyutundaki degisim acisindan takip edilmistir.

Uygulamalar sonras1 hayvanlara yiiksek doz anestezik ile 6tenazi uygulanmistir.

Farelere verilecek formiilasyon gruplari in vitro ve hiicre/timor kiiltiirii ile
optimize edilmis en iyi Gua-CD tiirevi secilerek asagidaki gibi gerceklestirilmistir. Her
grupta iv uygulama ile yapilacak tedaviler i¢in 6’sar fare kullanilmistir. 6 grup olacak

sekilde fareler ayristirilmistir. Gruplar asagidaki gibidir:

Serbest ¢ozelti grubu: RTX, DOX, VRC, CYC ¢ozeltisi (Serum fizyolojik

icinde intravendz)
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Nanopartikiiler ilag grubu: RTX-DOX-ACD+RTX-VRC-ACD+RTX-CYC-
ACD NP (Serum fizyolojik i¢inde intravendz)

Rituximab ¢ozelti ve nanopartikiiler ilag grubu: RTX iv ¢ozelti ve DOX
+VRC+CYC yiiklit ACD NP (Serum fizyolojik i¢inde intravenz)

Bos ACD nanopartikiil (Serum fizyolojik i¢inde intravendz)
RTX-konjuge bos ACD NP (Serum fizyolojik i¢inde intravendz)

Serum fizyolojik uygulanan kontrol grubu

3.11.4. Histopatolojik Inceleme

Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra beyin, dalak, akciger, karaciger, timiis ve
lenf nodlar1 ¢ikarilmig histopatolojik inceleme i¢in formalin ile fikse edilerek parafine
gomiilmiistiir. 3-5 mikrometre kalinliginda kesitler alindiktan sonra, deparafinizasyon
ve dereceli alkoller ile rehidratasyon sonrasi tiimoral ve yakin ve uzak peritiimdral
bolgelerdeki doku morfolojisini degerlendirebilmek ve mikroskobik alan ol¢timii

yapabilmek i¢in hematoksilen eozin ile boyama gerceklestirilmistir (125)

3.12. istatistiksel Analiz

Hazirlanan bos ve ilag¢ yiklii NP formiilasyonlarinin her birinin in vitro
karakterizasyonlar1 yapilirken, ortalama partikiil biiytikliigli, polidispersite indeksi,
zeta potansiyel degeri, ilag¢ yiikleme etkinligi ve ila¢ salim profili ¢alismalarinin her
biri en az 3 tekrar olacak sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen bulgular, uygun
istatistik programi kullanilarak Student’s t-testi ile degerlendirilmistir. Gruplar arasi
fark, p<0.05 durumunda istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. 2B ve 3B
hiicre kiiltiirli caligmalar1 sirasinda her bir grup i¢in tekrar sayisi en az 6 olacak sekilde
caligmalar yapilmistir. Elde edilen bulgular Student’s t testi ile degerlendirilmistir.
Hiicre kiiltiiri calismalarinda kontrol grubu olarak sadece besiyeri ile inkiibe edilmis
hiicreler kullanilmis ve formiilasyonlarin kontrol grubuna ve/veya birbirlerine gore

degerlendirmeleri yapilmis, gruplar arasi farklilik p <0.05 durumunda istatistiksel
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olarak anlamli kabul edilmistir. In vivo etkinlik ¢alismalar1 sonucunda elde edilen
bulgular uygun bir istatistik programi kullanilarak ¢ift yonli ANOVA ile
degerlendirilmis, formiilasyonlarin kontrol grubuna ve/veya birbirlerine gore
degerlendirmeleri yapilmis ve gruplar arasi farklilik p<0.05 durumunda istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir. (* p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.0001)
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4. BULGULAR

4.1. Siklodekstrinlerin Sentezlenmesi Saflastirilmasi ve Biyogiivenliliginin

Belirlenmesi

Sentezlenen ve NP’lerinn hazirlanmasinda kullanilan ACD ve PCD tiirevlerine

ait safliklarinin ve yapilarinin belirlenmesine yonelik yapilan NMR sonuglar1 Sekil

4.1.”de gosterilmistir.

a)

Heptakis (6-deoksi-6-guanidino)
B-CD Heptahidrokloriir (ACD)

NH CI
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Sekil 4.1. Amfifilik ve polimerik siklodekstrin tiirevlerinin yapisi ve NMR sonuglari

(MAAcp: 1677.6 MApcp: 26000)
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4.2. Doksorubisinin HPLC Yontemi ile in vitro Miktar Tayini ve Validasyonu

Kalibrasyon Dogrusu:

Elde edilen kalibrasyon dogrusu degerleri ve kalibrasyon denklemi Sekil 4.1'de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. DOX e ait konsantrasyon ve kromatogram alan degerleri

DOX KONSANTRASYON (ug/mL) PIK ALANI

200 1055,6
150 785,7
100 555,9

50 254,5

25 125,5

10 51,3

5 25,1

2 10

Dogrusallik:

DOX’in seri diliisyonu ile elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak
kalibrasyon denklemi ¢izilmis ve regresyon katsayist hesaplanmistir. Sekil 4.2'de

gosterilmistir.

1200
1000 y=5,3051x - 1,4714

R2=0,9992 .
800 Pt

.
oe*
o
o
.
o

600

PIK ALANI

400 et

200 | et

0 50 100 150 200 250
DOX konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.2. DOX’e ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi
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Dogruluk:

Elde edilen geri kazanimlarin ortalamasi, standart sapmasi (SS) ve %

varyasyon katsayis1 (VK) hesaplanmistir. Tablo 4.2 ‘de gosterilmistir.

% GERI KAZANIM
ORNEK 200 ug/mL 50 ug/mL 10 ug/mL

1 90,044 94,499 94,264

2 87,834 95,345 93,088

3 90,738 95,110 92,853

4 90,526 94,969 93,794

5 90,350 94,264 94,499

6 90,232 94,264 92,618
ORTALAMA 89,954 94,742 93,519
SS 1,0654 0,462 0,778
%VK 1,184 0,487 0,832

Tablo 4.2. DOX’in geri kazanim ytlizdeleri ve varyasyon katsayilari (n=6)
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Kesinlik:

Kesinlik parametresi i¢in yapilan 6l¢iimler Tablo 4.3 ile gosterilmistir.

KESINLIK (50 ug/mL)
TEKRAR .
. . L. TEKRAR ELDE GUNLER
ORNEK EDILEBILIRLIiK . ..
EDILEBILIRLIK (ug/mL) | ARASI FARK
(ug/mL)
1 45,345 44,428 50 ug/mL
2 45,698 46,379 45,886
3 46,121 46,074 45,815
4 45,721 45,392 46,944
5 45,980 46,003
6 46,097 46,003
ORTALAMA 45,827 45,713 46,215
SS 0,297 0,706 0,632
% VK 0,649 1,545 1,367

Tablo 4.3. DOX e ait kesinlik parametresi degerleri (n=6)

Duyarhhk:

2 png/mLl’lik ilag ¢ozeltisinin HPLC spektrumunda sinyal/giiriiltii oran1 25.0

olarak bulunmustur.
sinyal/giiriiltii=3 olarak oranladigimizda LOD degeri 0,24 ug/mL

sinyal/giiriilti=10 olarak oranladigimizda LOQ degeri 0,8 ug/mL olarak

bulunmustur.
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4.3. Siklofosfamidin HPLC Yontemi ile in vitro Miktar Tayini ve

Validasyonu

Belirtilen parametreler kullanilarak HPLC analizi gergeklestirilmis ve dlgiilen
CYC miktarina karsilik gelen dedektor yanitlar1 grafiksel olarak diizenlenmistir. Bu
grafikten yola c¢ikarak, “dogrusal regresyon formiili” ve “korelasyon katsayisi”
hesaplanmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrusu degerleri ve kalibrasyon denklemi

Sekil 4.4'te gosterilmistir.

Tablo 4.4. CYC’e ait konsantrasyon ve kromatogram alan degerleri

CYC KONSANTRASYON (ug/mL) PiK ALANI
200 1088,5
150 857,3
100 573,4
50 278,6
25 143
10 58
5 27,9
9,3
5,8
Dogrusalhk:

CYC’in seri diliisyonu ile elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak

kalibrasyon denklemi ¢izilmis ve regresyon katsayisi hesaplanmistir (Sekil 4.3.).

1200
..... °
1000 y=5,5691x .-
— ..,.'
Z 800 | R®=09994 .-
< 600 o
¥ o0 | e
= 400 -
200 Y
0 @@
0 50 100 150 200 250
CYC KONSANTRASYON (ug/mL))

Sekil 4.3. CYC’e ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi
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Elde edilen geri kazanimlarin ortalamasi, standart sapmast (SS) ve %

varyasyon katsayis1 (VK) hesaplanmistir. Tablo 4.5 ‘de gosterilmistir.

Tablo 4.5. CYC’in geri kazanim yiizdeleri ve varyasyon katsayilar1 (n=6)

% GERIi KAZANIM

ORNEK 200 ug/mL 50 ug/mL 10 ug/mL
1 91,68 93,05 86,73
2 91,69 97,75 88,52
3 92,39 95,10 87,27
4 92,26 93,23 90,68
5 95,03 93,84 87,27
6 91,97 95,10 89,96
ORTALAMA 92,51 94,68 88,40
SS 1,27 1,75 1,61
% VK 1,37 1,85 1,82
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Kesinlik:
Kesinlik parametresi i¢in yapilan 6l¢iimler Tablo 4.6'te gosterilmistir.

Tablo 4.6. CYC’e ait kesinlik parametresi degerleri (n=6)

KESINLIK (50 ug/mL) i}
TEKRAR TEKRAR ELDE GUNLER
) EDILEBILIRLIiK EDILEBILIRLIiK ARASI
ORNEK (ug/mL) (ug/mL) FARK
1 42,538 45,698 50 ug/mL
2 43,436 45,519 43,741
3 43,166 44,495 42,951
4 44,226 45,429 42,610
5 44,064 45,860
6 43,4001 43,525
ORTALAMA 43,4720 45,088 43,100
SS 0,6150 0,901 0,580
%VK 1,414 1,999 1,346

Duyarhhk:

1 pg/mLl’lik ilag¢ ¢ozeltisinin HPLC spektrumunda sinyal/giiriiltii oran1 1.0

olarak bulunmustur.
sinyal/giirtiltii=3 olarak oranladigimizda LOD degeri 3 ug/mL

sinyal/giiriiltii=10 olarak oranladigimizda LOQ degeri 10 ug/mL olarak

bulunmustur.
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4.4. Vinkristinin HPLC Yontemi ile in vitro Miktar Tayini ve

Validasyonu

Elde edilen kalibrasyon dogrusu degerleri ve kalibrasyon denklemi Sekil 4.7'de

gosterilmistir.

Tablo 4.7. VRC’e ait konsantrasyon ve kromatogram alan degerleri

VRC KONSANTRASYON
(ug/mL) ALAN
200 8689,1
150 6771,8
100 4495,2
50 2270,4
25 1099,5
10 4446
5 220,7
2 88
1 44,7

Dogrusallik:

VRC’in seri diliisyonu ile elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak

kalibrasyon denklemi ¢izilmis ve regresyon katsayist hesaplanmistir. Sekil 4.4'de

gosterilmistir.

10000

8000 y =44,062x +22,03 .-®
z R?= 4 e
% 6000 0’99.? ...... X
< 4000 .
N e

2000 o

0 e
0 50 100 150 200 250

VRC KONSANTRASYON (ug/mL)

Sekil 4.4. VRC’e ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi
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Elde edilen geri kazanimlarin ortalamasi, standart sapmasi (SS) ve %

varyasyon katsayis1 (VK) hesaplanmistir. Tablo 4.8 ‘de gosterilmistir.

(n=6)

Tablo 4.8. VRC’in geri kazanim yiizdeleri ve varyasyon katsayilari

% GERIi KAZANIM

ORNEK 200 ug/mL | 50 ug/mL 10 ug/mL

1 98,41 102,40 95,93

2 98,42 102,33 96,38

3 98,62 102,43 96,15

4 98,55 102,42 96,38

5 98,57 102,47 97,06

6 98,51 102,69 96,27
ORTALAMA 98,51 102,46 96,36
SS 0,08 0,12 0,38
%VK 0,09 0,12 0,40
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Kesinlik:
Kesinlik parametresi i¢in yapilan 6l¢iimler Tablo 4.9'te gosterilmistir.

Tablo 4.9. VRC’¢ ait kesinlik parametresi degerleri (n=6)

KESINLIK (50 ug/mL) n=6
TEKRAR TEKRAR ELDE .
.. . S . e GUNLER
ORNEK EDILEBILIRLIK EDILEBILIRLIK (3 giin)
ARASI FARK
(ug/mL) (ug/mL)
100
1 51,52 47,10 50 ug/mL
ug/mL
2 51,86 47,26 50,25 98,02
3 51,43 48,12 51,35 99,28
4 51,47 47,44 52,33 100,63
5 51,48 46,87
6 51,49 46,91
ORTALAMA 51,54 47,28 51,31 99,31
SS 0,16 0,46 1,04 1,30
%VK 0,31 0,98 2,03 1,31
Duyarhhk:

1 pg/mL’lik ilag ¢ozeltisinin HPLC spektrumunda sinyal/giiriiltii oran1 46.0

olarak bulunmustur.
sinyal/giirtiltii=3 olarak oranladigimizda LOD degeri 0,06 ug/mL

sinyal/giiriiltii=10 olarak oranladigimizda LOQ degeri 0,21 ug/mL olarak

bulunmustur.
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4.5. Gua-CD Tiirevlerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

4.5.1. Hemoliz

Kontrol grubu olarak eritrositler iizerinde hemolize neden olan su
kullanilmistir. Ancak CD tiirevleri ile karsilastirildiginda hemolize eritrosit

goriilmemistir (Sekil 4.5.).

150+

100.0000

100+

% HEMOLIZ

Sekil 4.5 Bos ACD ve PCD'nin farkli konsantrasyonlarda 30 dakikalik

inkiibasyondan sonra hemoliz degerleri (n=3 £SD)

4.5.2. Biyolojik Sivida Stabilite

Yapilan stabilite caligmalar1 sonucu hem amfifilik tiirev ile hazirlanan hem de
CD polimer ile hazirlanan NP’lerin ortalama partikiil biiylikligii degerlerinde

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik belirlenmistir (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10. ACD ve PCD bos NP stabilite testi oncesi ve sonrasina ait partikiil

boyutu (PB), polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyel (ZP) degerleri (n=3£SS)

Nanopartikiil PB +SS PDI £+ SS 7P £+ SS

Bos ACD inkiibasyon oncesi 133,70 + 14,40 (0,40 £ 0,01 4,58 £0,21
Bos ACD inkiibasyon sonrasi 303,10 + 51,30 10,48 +0,20 -0,99 +0,42
Bos PCD inkiibasyon oncesi 514,70 £ 19,70 10,44 + 0,03 -11,70 £ 0,22
Bos PCD inkiibasyon sonrasi 398,60 + 46,20 10,39 + 0,02 -6,57 +1,63

4.5.3. Kompleman Aktivasyonu

Formiilasyonlarin neden oldugu kompleman aktivasyonu derecesinin

belirlenebilmesi agisindan ticari kit ile olusturulan kalibrasyon dogrusu ve denklemden

elde edilen C3a miktarlar1 sekil 4.6 ve tablo 4.11°de gosterilmistir.

1,4

1,2 y=0,1123x + 0,0483
R®>=0,9969

Absorbans 450 nm

4 6
C3a miktari (ng/mL)

10

Sekil 4.6. 450 nm dalga boyunda olciilen C3a miktarlar1 ile olusturulan

kalibrasyon dogrusu
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Tablo 4.11. Amfifilik ve polimerik CD NP’lerin neden oldugu kompleman

aktivasyonuna ait kalibrasyon denkleminden elde edilen C3a miktarlar

Formiilasyon C3a miktar1 (ng/mL) = SS
PBS 0,08 + 0,005
ACD NP 0,075 = 0,005
PCD NP 0,071 £ 0,010

4.6. Mab ile Aktif Hedeflendirilmis Antikanser Ila¢ Yiikli Gua-CD

Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve in vitro Karakterizasyonu

4.6.1. Rituksimab Adamantan Modifikasyonu:

Adamantan-mAb konjugat1 denatiirasyon ve agregasyon testi SDS PAGE
analizi ile yapilmistir (Sekil 4.7). SDS PAGE jelinin her bir kuyucuguna sirasi ile
ornekler uygulanmistir. Bir ve iki numarali kuyucuga yiiklenmis olan 6rnek 1 ve 6rnek
2 jel goriintiisii incelendigi zaman konjugasyon reaksiyonunun % 20 DMF ortaminda
veya % 20 DMEF, % 5 gliserol ortaminda basarili bir sekilde gergeklestigi ve kontrolle
(6rnek 5) karsilastirildigit zaman antikorun (150 kDa) herhangi bir denatiirasyona
ugramadig gosterilmistir. Bir ve iki numarali kuyucuga yiiklenmis olan 6rnek 3 ve
ornek 4 jel goriintiisii incelendigi zaman konjugasyon reaksiyonunun % 20 DMF
ortaminda veya % 20 DMF, % 5 gliserol ortamina iken 2-mekaptoetanol eklendigi
zaman, denatiirasyon gerceklestigi ve denatiirasyon sonrast 100 kDa ve 50 kDa, 25

kDa molekiiler agirliga sahip antikor fragmentlerinin olustugu gosterilmistir
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1 2 3 4 5
150 kDa - - Ty ——
100 kDa - % “ - r

50 kDa -

25 kDa - . “ - ‘

Sekil 4.7. Adamantan-mAb konjugat: SDS PAGE analizi, Ornek 1 (kuyucuk
1), Ornek 2 (kuyucuk 2), Ornek 3 (Kuyucuk 3), Ornek 4 (Kuyucuk 4), Ornek 5
(Kuyucuk 5). Ornek 1; NHS aktive adamantan (0,09 mg/mL), 1 mg/mL mAb, % 20
DMF, Ornek 2; NHS aktive adamantan (0,09 mg/ml), 1 mg/mL mAb, % 20 DMF % 5
gliserol, Ornek 3; NHS aktive adamantan (0,09 mg/ml), 1 mg/mL mAb, % 20 DMF,
20 mM 2- merkaptoetanol, Ornek 4; NHS aktive adamantan (0,09 mg/ml), 1 mg/mL
mAb, % 20 DMF % 5 gliserol, 20 mm 2-merkaptoetanol ve Ornek 5; 1 mg/ml mAb
(PBS)

4.6.2. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Partikiil Biiyiikligii Dagilimi ve

Yiizey Yiikiiniin Belirlenmesi

RTX'in formiilasyona dahil edilmesiyle DOX yiikli ACD formiilasyonlari
disinda genellikle daha kiictik partikiil boyutlari elde edilmistir. Bununla birlikte, Sekil
4.8'de goriildiigii gibi, tiim ilag ylikli NP formiilasyonlar1 200 nm'den kiigiiktiir ve
cogunlugu pozitif yiikliidiir.
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Sekil 4.8. NP'lerin ortalama partikiil biiyiikliigi (PS), polidispersite indeksi
(PDI) ve zeta potansiyeli (ZP) sonuglart (n=3 £SD)
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4.6.3. Fiziksel Stabilitenin Degerlendirilmesi

Sekil 4.9'te sunulan sonuglara gore, taze hazirlanan partikiillerin 6zelliklerinde

5. giine kadar 6nemli bir degisiklik goriilmemektedir.
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Sekil 4.9. Belirlenen zaman araliklarinda (5., 10. ve 30. giinlerde) nanopartikiil

formiilasyonlarinin partikiil biiytikliigii, PDI ve zeta potansiyel degerleri
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4.6.4. Nanopartikiillerin Goriintillenmesi

NP'lerin morfolojik goriintiileri taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilarak elde edilmisitr (Sekil 4.10.).

Sekil 4.10. Nanopartikiillere ait SEM goriintiileri a) BOS ACD NP, b) DOX-
ACD NP, ¢) VRC-ACD NP, d) CYC-ACD NP, ) RTX-DOX-ACD NP, f) RTX-VRC-
ACD NP, g) RTX-CYC-ACD NP, h) BOS PCD NP, i) DOX-PCD NP, j) VRC-PCD
NP, k) CYC-PCD NP, 1) RTX-DOX-PCD NP, m) RTX-VRC-PCD NP, n) RTX-CYC-
PCD NP



4.6.5. Nanopartikiillerin Sterilizasyonu

Tablo 4.12'de goriildiigii gibi formiilasyon kayip hacmi %20'den azdir.
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Tablo 4.12. Sterilizasyon isleminden dnce ve sonra NP formiilasyonu sulu

kolloidal dispersiyon miktart.

NANOPARTIKUL ) FiLTRA,SYON FiLTRA,SYON % VERIM
ONCESi MIiKTAR (g) | SONRASI MiKTAR (g)
RTX-DOX-ACD NP 1,1786 1,1701 99,28
RTX-VRC-ACD NP 1,0945 0,9906 90,50
RTX-CYC-ACD NP 0,6324 0,5247 82,96
RTX-DOX-PCD NP 1,0790 1,0547 97,74
RTX-CYC-PCD NP 0,8314 0,7828 94,16
RTX-VRC-PCD NP 1,0101 0,9635 95,39

4.6.6. Ilac Yiikleme Etkinliginin Belirlenmesi

Yiikleme etkinligi, HPLC analiziyle Olgiilen ilag miktarinin, baslangicta

formiilasyonda kapsiillenen antikanser ilaglarinin miktarma oraniyla belirlenmistir.

Formiilasyondaki RTX i¢erigini 6l¢mek i¢in bir BCA kiti kullanilmistir. Sonuglar tablo

4.13'de gosterildigi gibidir.
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Tablo 4.13. Hazirlanan nanopartikiillere ait % yiikleme etkinligi sonuglari

NANOPARTIKIL ) ANTiKANSE.R ILAC ) RTX. -
YUKLEME ETKINLiGi (%) | YUKLEME ETKIiNLIiGi (%)
DOX-ACD NP 60,27 + 0,1 -
RTX-DOX-ACD NP 83,64 + 0,15 99,4 + 0,03
VRC-ACD NP 73,73+ 0,23 -
RTX-VRC-ACD NP 74,69 + 0,08 92,7 + 0,02
CYC-ACD NP 56,43 + 0,20 -
RTX-CYC-ACD NP 58,72 + 0,07 94,7 + 0,002
DOX-PCD NP 62,11 + 0,43 -
RTX-DOX-PCD NP 46,49 + 0,8 94,1+ 0,01
CYC-PCD NP 65,18 + 1,30 -
RTX-CYC-PCD NP 59,53 +2,5 91,9 + 0,008
VRC-PCD NP 91,77+0,5 -
RTX-VRC-PCD NP 85,16 + 0,94 101,4 + 0,006

4.6.7. fla¢c Sahim Profilinin Belirlenmesi

In vitro salim profilleri, formiilasyonlar1 karsilagtirmak ve NP'lerin in vivo

salim kinetigini tahmin etmek i¢in degerli bilgiler saglamistir ve ayn1 zamanda bir

kalite kontrol 6l¢iisii olarak da hizmet etmistir. Sekil 4.11'te gosterilen DOX salim

sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 4.11. PBS'de (pH 7.4) DOX'un (n=3 £SD) zamana bagli salim sonuglari,
37 °C'de 100 rpm'de su banyosunda inkiibe edildi. Asagidaki grafik ilk 120 dakikanin
genisletilmis halidir.
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Sekil 4.12'de ise CYC'nin salim profili sonuglar1 goriilmektedir
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Sekil 4.12. PBS'de (pH 7.4) CYC'un (n=3 £SD) zamana bagli salim sonuglari,
37 °C'de 100 rpm'de su banyosunda inkiibe edildi. Asagidaki grafik ilk 120 dakikanin
genisletilmis halidir.
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Sekil 4.13’te VRC’e ait salim sonuglar1 yer almaktadir.
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37 °C'de 100 rpm'de su banyosunda inkiibe edildi. Asagidaki grafik ilk 120 dakikanin
genisletilmis halidir.
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4.6.8. Nanopartikiil Yapisindaki Rituksimab’in Yapisal Biitiinliigiiniin

Belirlenmesi

Sekil 4.14'te belirtildigi gibi ACD ve PCD tiirevleriyle hazirlanan NP
formiilasyonlarindaki RTX, serbest RTX ile ayni1 bantlar1 géstermektedir.

250 kD

150 kD

100 kD

75 kD

50 kD

37kD m—

25kD
15kD,
10kD

Sekil 4.14. CD nanopartikiillerindeki RTX’1n yapisal biitiinliigiinii belirlemek
icin dogal kosullar altinda SDS-PAGE analizi sonuglari. Hat M: Precision Plus Protein
Unstained Protein Standards; Hat 1: Rituksimab standardi; Hat 2: RTX-ACD NP; Hat
3: RTX-PCD NP; Hat 4: RTX-ila¢ yiiklii ACD NP ; Hat 5: RTX-ilag yiiklii PCD NP

Cenevre Univeristesi'nde gergeklestirilen sirkiiler dikroizm calismasia ait

sonuclar sekil 4.15’te verilmistir.
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Sekil 4.15. Serbest RTX ve NP’e baghh RTX’e ait sirkiiler dikroizm
spekturumlari
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4.7. Nanopartikiiler Sistemin Giivenliginin ve Etkinliginin Konvansiyonel

Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Belirlenmesi

4.7.1. Bos Nanopartikiillerin Giivenliginin Belirlenmesi

Formiilasyonlarinda kullanilan CD tiirevlerinin konsantrasyonlar1 belirli
oranlarda DMEM ile seyreltilerek 1929 hiicrelerine uygulanmistir. Sekil 4.16, cesitli

CD seyreltilerine maruz birakilan L929 hiicrelerinin canlilik yiizdesini gdstermektedir.
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Sekil 4.16. Farkli konsantrasyonlarda Gua-CD'lerin L929 saglikl1 fibroblast
hiicrelerinde 24 saat ve 48 saat (n=6 + SD) boyunca hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi.

CD soliisyonlar1 seyreltilerek hazirlanmistir.
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4.7.2. Nanopartikiillerin Antiproliferatif Etkinliginin Belirlenmesi

Daudi hiicrelerinin flask i¢cinde ve kuyucuk i¢indeki mikroskobik goriintiileri

Sekil 4.17 ile gosterilmistir.

Sekil 4.17. Daudi insan lenfoma hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri

Daudi ve Bjab (Direng gelismis ve gelismemis) insan lenfoma hiicre hatlari
tizerinde belirlenmistir ve insan lenfoma hiicreleri ve ile yapilan 24 ve 48 saatlik hiicre

canlilik analizlerinin sonuglar1 Sekil 4.18'de gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Daudi ve Bjab (Direng gelismis ve gelismemis) insan lenfoma
hiicreleri ile 24 saat ve 48 saat inkiibe edilen farkli NP formiilasyonlar1 (DOX, VRC,
CYC yiikli ii¢ farkli antikanser ilaci), bos CD NP'leri ve ii¢ farkl ilag ¢ozeltisi
kullanilarak hiicre canliligi (%) (n=3, £SD) degerlendirildi. p<0.05. Hiicre canlilig1
WST-1 testi ile degerlendirildi.
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4.7.3. Antikora Bagimh Hiicresel Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Sekil 4.19 ile gosterilen sonuglara gére, RTX iceren GuaCD nanopartikiillerin

her ikisinde de en az serbest RTX kadar efektor hiicreyi uyardig: belirlenmistir.
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RTX-DIRENCSIiZ BJAB HUCRE HATTI
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Sekil 4.19. Farkli nanopartikiil formiilasyonlar1 ve ilag ¢ozeltileri ile inkiibe

edilen Daudi ve Bjab lenfoma hiicrelerde yiizde lizise oran1 (n=8 + SS)

4.7.4. Kolesterol Ekstraksiyon Caliymasi

Kolesterol ekstraksiyon caligsmalar1 sonucu elde edilen bulgular Sekil 4.20 ile

gosterilmistir.
DAUDI HUCRE HATTI
120+

s
= 100+ =)
o oS
x 80+ . S
5 = Q —
iy s &~ T 2 =
S N e B = =
X 40+ - © e
= ~ S
o 20 &

0 J\ | | | | | || | ||

R Q Q Q Q Q Q Q v
o S S S S S S S o
I N DTS G SNTS SRS SRS SO <&

& g et S TS O

xdo & _\3(6k _\}Gk _\}G\ _\}Gk
oF O P & S



87
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Sekil 4.20. Ug farkl1 antikanser ilag yiiklii (DOX, CYC, VRC) yiiklii farkl1 NP
formiilasyonlari, bos CD NP ve ii¢ farkli ilag ¢ozeltileri ile inkiibe edilen Daudi, ve

Bjab) insan lenfoma hiicrelerindeki kolesterol miktar1 ylizdesi (n=3, £SS)
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4.7.5. Survivin Deneyi

Daudi hiicrelerindeki survivin miktarindaki degisim sonuglar1 Tablo 4.14 ile

gosterilmistir.
SURVIVIN PROTEIN % SURVIVIN
NANOPARTIKUL MIKTARI (ng/mL) MIiKTARI

RTX-DOX+CYC+VRC-ACD NP 3178+ 0,22 11,3
RTX-DOX+CYC+VRC-PCD NP 10818 + 0,09 38,3
DOX+CYC+VRC-ACD NP 5213+ 0,05 18,5
DOX+CYC+VRC-PCD NP 8421 + 0,08 29,8
BOS ACD NP 17623 + 0,06 62,5
BOS PCD NP 21765 + 0,08 77,1
DOX+CYC+VRC COZELTI 20421 £ 0,11 72,4
KONTROL 28219 + 0,04 100

Tablo 4.14. Farkli nanopartikiil formiilasyonlar1 ve ila¢ ¢ozeltileri ile inkiibe

edilen Daudi hiicrelerindeki Survivin protein miktari

4.7.6. Mitokondri izolasyonu

Sekil 4.21°de gosterilen mitokondri izolasyon analizi sonuglarina goére her iki
GuaCD tiirevinin de daha fazla miktarda DOX’1 ¢ozelti formuna gore mitokondriye

ulastirdig1 sdylenebilir.
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Sekil 4.21. DOX yiiklii CD nanopartikiilleri ve DOX ¢dzeltisi ile inkiibe edilen
Daudi ve Bjab (Direng gelismis ve gelismemis) insan lenfoma hiicrelerinde

mitokondride detekt edilen doksorubisin miktar1 (n=8, £SS)
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4.7.7. P-gp Inhibisyonunun Belirlenmesi

Sekil 4.22°de ACD, PCD ve pozitif kontrol grubu olarak kullanilan Verapamile

ait karsilasgtirmali Pgp sonuglar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.22. RTX-DOX-ACD NP formiilasyonlar1 ve Verapamil ile inkiibe
edilen Bjab (Direng gelismis ve gelismemis) insan lenfoma hiicrelerinde akiimiile olan

Kalsein miktar1 (n=3 +SS)
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4.8. 3B Tiimor Modeli Calismalar:

Sekil 4.23 ve 4.24°te gosterilen bulgulara gore 48 saatlik inkiibasyon sonunda

ilag yiiklii nanopartikiillerde ve ilag ¢ozeltilerinde %70’in {izerinde hiicre canlilig1

gozlenmistir.
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Sekil 4.23. Farkli formiilasyonlarla inkiibe edilen Daudi 3B lenfoma

sferoidlerinde 48 ve 72 saat sonunda hiicre canlilig1 (n=6 £ SS)



92

RTX-DIRENGLI BJAB HUCRE HATTI

120-
48 h
S 100+
5 *
- 80 -
-
Z 60- -~
o — —_— —
407
S - =
T 20+
0 || || | | || || || | |
N\ N
NN S R I I I
QO QO N X e < Q Q Oé
O O O"ﬂ, QSJ G O%’ QS) Q~O NA
& & o g &S
x x O o o o
.\0 .\0 ~ ~ ~ ~
O Ke +XO +XC) +XC) +XO
ot o o 0 o O
Q +Q Q _\_,O Q &_\_0
< &
RTX-DIRENCSIZ BJAB HUCRE HATTI
1207 48 h
& 100+ * —
2 g0+ = -
= —_— -
Z 60+ - —
(&)
& 404
S
T 204
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
O\ N\
R I R B
A A8 L L LR Q
c,,o c,,o X X < Q Q o>
O O 3 QSJ U o QSJ QSJ £
& & ¢ & o & X
x x o o o
G\O G\C’ ~ ~ 04 ~
X X X X
& & S oF S o
s SIS o 9
i & &

Sekil 4.24. Farkli formiilasyonlarla inkiibe edilen Bjab (Direng¢ gelismis ve

gelismemis) 3B lenfoma sferoidlerinde 48 saat sonunda hiicre canlilig1 (n=6 & SS)
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Es zamanl olarak sferoidler mikroskobik olarak goriintiilenerek degisiklikler

izlenmistir. Elde edilen mikroskop goriintiileri Sekil 4.25 ile gosterilmistir.

48 saat 72 saat

Kontrol

RTX-Dox+Vrc+Cyc
nanopartikiil ¢Ozeltisi

nanopartikiil

RTX-llag yiiklipcp ~ RTX-llag yiikli ACD

Sekil 4.25. Sekil 18. 48 ve 72 saat sonra farkli formiilasyonlarla inkiibe edilen
3B lenfoma sferoidlerinin mikroskop goriintiileri. Isik mikroskobu altinda sferoidlerin

morfolojik yapist gézlenmistir.
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4.9. Hiicre Oliim Mekanizmasimin Belirlenmesi

Direngli ve direngsiz Bjab hiicre hatlarinda hazirlanan farkli formiilasyonlar ile

calisildiginda hiicrelere ait 6liim mekanizmalar sekil 4.26 ve 4.27°de gosterildigi

gibidir.
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Direncli

Kontrol Bog PCD Bos ACD RTX Cozelti RTX ilag PCD RTX ilag ACD

Sekil 4.26. Direngli ve direngsiz Bjab hiicre hatlarinda hazirlanan farkli

formiilasyonlar ile calisildiginda hiicrelere ait 6liim mekanizmalari
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RTX-DIRENGLI BJAB HUCRE HATTI
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Sekil 4.27. Direngli ve direngsiz Bjab hiicre hatlarinda hazirlanan farkh
formiilasyonlar ile ¢alisildiginda hiicrelere ait 6liim mekanizmalarinin yilizde olarak

ifadesi
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4.10. Hayvan Cahsmalar

4.10.1. Giivenlilik Calismasi

Sekil 4.28’te gosterilen giivenlilik calismast sonuglari, saglikli Balb/c
farelerden alinan serum Orneklerinden hareketle Kobay A.S.’de analizinin

yapilmasiyla elde edilmistir.
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Sekil 4.28. Saglikli Balb/c farelere tek/tekrarli doz seklinde uygulanan bos

nanopartikiiller sebebiyle serumdan elde edilen ALT, AST miktarlar1 ve oranlar1 (n=4
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4.10.2. Plazma Profili Belirlenmesi

LC/MSMS analizi Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya
Anabilim Dali’nda yapilmigtir. Her bir etkin madde i¢in kalibrasyon dogrusu
belirlenmistir (Sekil 4.29) ve kalibrasyon denkleminden serum bulunan ila¢ miktarlar

hesaplanmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.29. Etkin maddelere ait LC/MSMS kalibrasyon dogrulari
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Sekil 4.30. Balb/c serum orneklerinden elde edilen ilag miktarlari
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Grafiklerden hareketlerde

asagidaki sonuglar elde edilmistir.

farmakokinetik parametreler
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incelendiginde

Tablo 4.15. Formiilasyon c¢ozelti ve nanopartikiil formiilasyonlarina ait

farmakokinetik parametreler

FARMAKOKINETIK "DOX ; RTX-DOX- “CYC ) RTX-CYC- “VRC : RTX-VRC-
PARAMETRELER COZELTI ACD-NP COZELTI ACD-NP COZELTI ACD-NP
AUC (pg-dk/mL) 12,7 10,4 6,2 3,2 2,3 3,6

Cmax (ng/mL) 1,16 1,04 19,92 13,6 1,75 1,89
tmax (sa) 1 2 0,083 0,083 0,083 0,5
Cl (mL/dk) 0,78 0,96 32,15 62,26 17,14 11,22
Vd (mL) 8,55 19,75 10,03 14,69 23,46 33,88
t1/2 (sa) 7,56 14,25 0,21 0,16 0,94 2,09
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4.10.3. Antitimoral Etkinlik

Sekil 4.31°de Balb/c farelerde olusturulmus NHL tiimorlerine ait her enjeksiyon dncesi
boy ve en oOlgiilerek hesaplanan geometrik ortalamalar1 yer almaktadir. Sekil 4.32°de
ise 5. dozun uygulanmasinin ardindan (48 saat sonra) sakrifiye edilen Balb/c farelerden

¢ikarilan tiimor dokularinin agirliklar sunulmustur.
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Sekil 4.31. Tiimor biiylimesi gézlenen Balb/c fareler ve her enjeksiyon oncesi

Olctilen tiimor boyutlari (p<0,0001)



101

KONTROL
RTX+DOX+CYC+VRC COZELTI
RTX COZELTi+ DOX+CYC+VRC ACD NP

RTX-DOX+CYC+VRC ACD NP |

RTX-BOS ACD NP

BOS ACD NP
Bl Kontrol (n=5)

15~ Hl Cozelti (n=6)
a ns mm RTX F;ézelti-il?(; NP (n=6)
= 12 Bl RTX ilag yikli NP (n=6)
(0] | BN RTX Bos NP (n=6)
EI 9- BN Bos NP (n=6)
Q
<
v 6+
Q
5
.I— 34

0

Sekil 4.32. Sakrifiye edilen farelerden ¢ikarilan tiimor dokular1 ve agirliklari
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4.10.4. Histopatolojik inceleme

Tiimor kesitinden elde edilen goriintiiler sekil 4.33°te sunulmustur.

Sekil 4.33. Tiimor kesitlerinin eosin boyanmasiyla elde edilen nekrotik alanlar
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5. TARTISMA

5.1. Etkin Maddelere Ait in vitro Miktar Tayin Yontemleri ve

Validasyonlar1

Validasyon, bir metodun veya 6l¢iim aracinin belirlenen amaglara uygunlugunu
objektif bir sekilde test ederek ve yazili kanitlarla dogrulamak anlamina gelir. Bu
stire¢, metodun veya ol¢iim aracinin hedeflenen islevleri yerine getirip getirmedigini

ve dogru sonuglar verip vermedigini degerlendirir.

Dogrusallik, bir analiz yonteminin belirli bir konsantrasyon araliginda dogru ve tutarl
sonuglar verme kapasitesidir. Baska bir deyisle, 6l¢iim araliginda yapilan analizlerin,
gercek konsantrasyonlarla orantili ve hatasiz sonuclar verip vermedigini gosterir.
Dogruluk ise analiz sonuglarinin gercek veya bilinen degerlerle ne kadar uyumlu
oldugunu gésterir. Olgiim sonuglarmin, hedeflenen gergek degerlerle ne kadar yakin
oldugunu belirtir. Bir diger validasyon parametresi kesinliktir ve ayni analiz yontemini
kullanarak tekrarlandiginda ne kadar tutarli sonuclar elde edilebilecegini ifade eder;
sonuclarin tekrarli analizlerde ne kadar benzer oldugunu ve bu benzerligin ne kadar
yiiksek oldugunu gosterir. Duyarlilik ise analiz yonteminin diisiik konsantrasyonlarda
bile hedef bileseni tespit etme yetenegidir. Cok diisiik miktardaki bilesenleri veya
analitleri dogru bir sekilde belirleyip belirleyemedigini ifade etmektedir.

5.2. Gua-CD Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Dr. Milo Malanga tarafindan sentezlenen ACD ve PCD tiirevlerinin safliklari
NMR yontemi ile tayin edilmistir. NMR spektroskopi, Niikleer Manyetik Rezonans
(NMR) kullanarak bir maddede bulunan atom cekirdeklerinin manyetik 6zelliklerini
inceleyen bir tekniktir. Bu yontem, molekiillerin yapisini, dinamigini ve etkilesimlerini
anlamak icin kullanilir. Genellikle organik ve biyomolekiillerin yap1 analizinde,
maddelerin saflagtirilmasinda ve bilesenlerin 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilir.
NMR spektroskopisi, numuneye manyetik alan uygulayarak ve bu alanin i¢indeki
cekirdeklerin enerjilerini Olgerek calisir. Cekirdekler, belirli bir frekansta rezonansa

girer ve bu frekansta yayilan sinyaller 6l¢iilerek numunenin yapis1 hakkinda bilgi elde
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edilir. Bu sinyaller, genellikle bir grafik olarak ifade edilir ve bu grafiklerden
cekirdeklerin ¢gevresindeki kimyasal ortam hakkinda bilgi edinilebilir (126).

Mouritz ve ark., a-, B- ve y-siklodekstrinlerin birincil yiizeyine guanidino
grubunun konjugasyonunu dogrulamak i¢in NMR yontemini kullanmislardir. Ayrica
bu calismada, guanidino tiirevli siklodekstrinler, 4-nitrofenil fosfat disodyum tuzuna
cok giiclii bir baglanma gosterirken, fosfat icermeyen nitrobenzen ile ¢ok zayif bir
kompleks olusturmustur. Bu, guanidino grubunun fosfat gibi negatif yiiklii gruplarla
giiclii bir etkilesime girdigini gostermistir (127). Hargrove ve ark. ise per(6-guanidino-
6-deoksi)-siklodekstrinlerin niikleotidler ile etkilesimlerini arastirmuslardir ve
niikleotidlerin fosfat gruplar1 ile guanidino gruplar1 arasinda giiclii elektrostatik
etkilesimler oldugu goriilmiistiir. Bu etkilesimler, niikleotidin deoksiriboz kisminin
siklodekstrin bosluguna girmesini saglamistir. Fosfat-guanidino etkilesimlerinin bu

stireci yonlendiren ana faktor oldugu belirtilmistir (128).

Tez kapsaminda yapilan calismada Sekil 4.1.1°1 inceledigimizde guanidino
grubu ve CD’lere ait piklerin elde edildigi ve konjugasyonun basartyla
gercgeklestirildigi goriilmiistiir. Rodriguez ve ark. yaptigi calismada antikanser ilag olan
gemsitabinin tiimdr hiicrelerine taginmasini arttirmak i¢in guanidino ve amino grubu
iceren siklodekstrinler ile kompleks olusturmuslardir. Agresif insan meme kanseri
hiicreleri (MCF7) tizerinde yapilan ¢alismada konfokal mikroskobu ile hiicre igine
gemsitabin girisin arttirlldigi gosterilmistir (129). Bu calismadan yola ¢ikarak tez
kapsaminda NP’lere pozitif yiik kazandirarak negatif ytiklii olan hiicre membrani ile

etkilesimin arttirilabilecegi dngoriilmiistiir.

Ayrica c¢ifte hedeflendirme stratejimizin mekanizmalarindan biri olan
mitokondri hedefleme de guanidino grubu sayesinde gercgeklestirilebilecektir. Murthy
ve ark., ¢oklu guanidin gruplar1 iceren sorbitol tabanli molekiiler tasiyicilar
sentezlemislerdir ve bu molekiiler tagiyicilarin hiicre i¢i mitokondriye ne kadar etkili
bir sekilde ulastigini degerlendirmislerdir. Isaretlenmis tasiyici sitemlerle inkiibe
edilen insan kolon kanseri hiicreleri (HCT116) konfokal lazer tarama mikroskobu ile
incelemis ve 30 dakika i¢inde hiicre i¢ine alimin tamamlandigi ve hiicre i¢i alim igin

dort guanidin grubunun yeterli oldugunu gostermislerdir. MitoTracker goriintiileri
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incelendiginde ise en iyi mitokondri lokalizasyonunun dort guanidin ve lipofilik

yapida Naftalen igeren tasiyicilarla gerceklestirildigi belirtilmigtir (130).

5.2.1. Hemoliz

CD'ler, cesitli avantajlar1 nedeniyle farmasotik amaglar i¢in genis bir kullanim
alanma sahiptir. Ancak, CD'lerin biyolojik membranlarda bulunan kolesterol ve
fosfolipidlere yiiksek afinitesi toksisiteye neden olabilir. Farmasdétik alanda en yaygin
kullanilan CD tiirevlerinden biri olan B-CD'lerin intravendz uygulama yoluyla
nefrotoksisite ve hemoliz olusturabilecegi bildirilmistir. Lipitlere olan yiiksek afinitesi
eritrositlerin membran biitiinliiglinlii bozmalarina neden olmaktadir (131). Bu etki, CD
tiirlerine gore farklilik gosterir; B-CD en fazla hemoliz yaparken, a-CD orta diizeyde,
v-CD en az etki gosterir. CD'ler eritrosit zarinda sekil degisikliklerine yol agarak
i¢sellestirme tipi bozulmalar olusturur ve kolesterol affinitesi nedeniyle membrandan
kolesterol uzaklastirilmasin1 tesvik eder. Sonug¢ olarak, CD kaynakli hemoliz,
membran bozulmasi ile birlikte gelisen ikincil bir olaydir (132). Metillenmis B-CD'ler
arasinda, dimetil-B-CD en yiiksek kolesterol uzaklastirma kapasitesine sahiptir
dolayistyla en yiiksek hemolitik aktiviteyi de sunar (133). a- ve y-CD'lerin hemolitik
etkisi biiyiik olasilikla membran lipid bilesenleriyle, 6rnegin fosfolipitlerle inkliizyon
kompleksi olusumuyla baglantilidir (134). Bu yan etkinin iistesinden gelebilmek i¢in
de farkli modifikasyonlarla CD tiirevleri sentezlenmektedir. Ozellikle amfifilik CD
tiirevlerinin sentezlenmesinin baslica nedenlerinin arasinda hemolizi 6nlemek yer
almaktadir (135). Fan ve ark., karaciger kanserinde etkisini degerlendirmek {izere
DOX yiklii folik asit ile hedeflendirilmis PEGile B-CD (FA-PEG—3-CD) ile
calismislardir. Kan ile uyumluluk testleri kapsaminda hemoliz ¢aligmas1 yapmislardir.
Artan konsantrasyonlarda NP formiilasyonu ile inkiibe edilen eritrositler
incelendiginde hemoliz yiizdesinin 1 ila 24 saat araliginda ¢ok az degisim gosterdigi
ancak bu artisin %35’in altinda kaldig1 belirtilmis ve 1-100 pg/mL arasinda degisen NP
konsantrasyonlarinda, kirmizi kan hiicrelerinde anlamli bir hemoliz etkisi
gozlemlenmemistir. Bu sonuglara gére NP’lerin enjeksiyonla verilmesi durumunda
kan hiicrelerine zarar vermedigi ve bu nedenle kanla uyumlu oldugunu gosterilmistir

(136).
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Enjeksiyonluk olarak hazirlanan preparatlarda hemoliz doz sinirlayict bir
olgudur. Bu nedenle hemolizin 6niine gecebilmek i¢in farkli yollar aranmaktadir,
bunlardan bir tanesi ilag tastyici sistemlerin kullanilmasidir. Yan ve ark., Cremophor
EL tabanli Paklitaksel (PTX) konsantrasyonunu 10 pg/mL'den 200 pg/mL'ye
arttirdikca, hemoliz oran1 %6.2'den %11.8'e yiikselmistir. PTX yiiklii biyotin ve arjinin
ile modifiye edilmis hidroksipropil-B-CD NP ise hi¢bir konsantrasyonda hemoliz
oraninin %4,8’1 gegmedigini bulmuslardir. ISO/TR 7406 standardina goére hemolitik
orani %5'in altinda olan materyaller nonhemolitik yani kan hiicrelerine zarar vermeyen
biyomateryaller olarak kabul edilmektedir (137). Dolayisiyla intravendz enjeksiyon

icin glivenli bir formiilasyon gelistirmislerdir (138).

Bu amagla tez kapsaminda NP hazirlamada kullanilan yeni sentezlenen CD
tiirevlerinin glivenliliginin belirlenmesi amaciyla hemoliz ¢alismasi yapilmistir. Bu
calismada eritrositler lizerine hemolitik etkisinin bulundugu bilinen ultra saf su pozitif
kontrol grubudur. Suyun sebep oldugu UV absorbans degerini %100 kabul ettigimizde
ve elde edilen bulgular (Sekil 4.5.1) dogrultusunda ISO/TR 7406 standardina gére yeni
sentezlenen CD tiirevlerinin insan kaninda hemolize neden olmadig1 belirlenmistir.
Hazirlanan NP formiilasyonunun intravendz yoldan uygulanacagi diisiiniildiigiinde

giivenli bulunmustur.

5.2.2. Biyolojik sivida stabilite

[lag stabilitesi terimi, bir etkin maddenin veya {iriiniin, belirtilen sinirlar iginde
ve depolama ve kullanim siiresi boyunca, liretim zamaninda sahip oldugu 6zellikleri
korudugu Olgiiyii ifade eder. Stabilite tiirii genellikle kimyasal, fiziksel,
mikrobiyolojik, terapotik ve toksikolojik olarak ayrilir (139).

Ilag stabilitesi, bir ilacin etkililigini, giivenliligini ve kalitesini korumak igin
kritik bir faktordiir. Stabil olmayan bir ilag, etkin maddelerinin bozulmasiyla tedavi
edici etkisini kaybedebilir ve toksik maddelere doniiserek hastalarin sagligini tehlikeye
atabilir. Ayrica, ilaglarin raf omri stabilite testlerine dayanarak belirlenir; bu, ilacin
giivenli ve etkili oldugu siireyi ifade eder. Fiziksel degisiklikler, ilacin goriiniimiinii ve

kullanim kolayligin1 etkileyebilir, mikrobiyal kontaminasyon ise oOzellikle sivi
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ilaclarda ciddi riskler yaratabilir. Bu nedenle stabilite, hem hasta giivenligi hem de

ilacin terapotik etkisini siirdiirebilmesi agisindan biiyiik 6nem tasir (140).

CD, Sigir Serum Albumin (BSA) igindeki stabilitesi {izerine yapilan
arastirmalar, bu sistemlerin biyolojik ortamda ¢esitli faktorlere bagli olarak oldukga
kararl1 olabilecegini gostermektedir. Ozellikle, B-siklodekstrin (B-CD) NP, hiicresel
ortamda yiiksek biyouyumluluk sergilemeleri ve proteinler ile minimal etkilesime
girmeleri sayesinde, stabil yapilar olusturabilir. Bu tiir NP genellikle ila¢ tasima
amaciyla gelistirilir ve BSA gibi serum proteinleri ile etkilesimleri minimum diizeyde
tutulmaya calisilir. Bdylelikle, NPlerin agregasyon egilimi azaltilarak c¢ozelti

stabilitesi artirilir.

Bilensoy ve ark. yaptig1 arastirmada, paklitaksel tasiyan B-CD np2lerinin
stabilitesi incelenmis ve bu tir NP’lerin, BSA gibi proteinlerle etkilesimlerini
minimum diizeyde tuttugu belirtilmistir (141). Bir baska ¢alisma, Cirpanli ve ark.
tarafindan  gergeklestirilmis olup, CD NP kamptotesin tasima kabiliyeti
degerlendirilmistir. Bu calismada, NP biyolojik sivilardaki stabilitesi ve BSA ile
etkilesim potansiyeli incelenmistir. Arastirma, NP stabil kalabilecegini ve agregasyona

ugramadan ilag tagiyabilecegi ortaya koymugstur (142).

Son olarak, Chen ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, B-CD ve kitosan bazl
manyetik hedeflenmis NP incelenmistir. Bu NP hidrofobik ilaglarin tasinmasinda
yiiksek stabilite gosterdigi ve BSA gibi biyolojik proteinlerle minimal etkilesime

girerek agregasyonu onledigi rapor edilmistir (143).

Yapilan stabilite ¢alismalar1 sonucu hem amfifilik tiirev ACD ile hazirlanan
hem de CD polimer PCD ile hazirlanan NP ortalama partikiil biiyiikliigii degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik belirlenmistir (Tablo 4.5.1). ACD tiirevle
hazirlanan NP partikiil biiyiikliigii artarken PCD ile hazirlanan NP’de azalma
gozlenmistir. Biyolojik sivilar yiiksek iyonik giigtedirler ve bu durum ¢ogu zaman
NP’de agregasyona neden olur. ACD NP partikiil biiyiikliigiindeki bu artisa BSA
icindeki yiiksek iyonik giiciin neden oldugu diisiiniilmektedir. Ancak PCD ile
hazirlanan NP ise partikiil biiytlikliigiinde tam tersi bir azalma gozlenmistir. CD
polimerler farkl ilaglar ve genetik materyalle nanopleks ve polipleks hazirlamada

literatiirde siklikla kullanilmaktadir (144, 145). CD polimerlerden hazirlanan NP’lerin
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BSA ile inkiibasyonu sonucu partikiil biiyiikliigiinde azalma olmasinin nedeninin BSA

ile kompleks olusturma egiliminde olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

CD’lerin stabiliteleri, enzimatik par¢alanma, pH ve sicaklik gibi faktorlerden
etkilenmektedir;  viicutta  bulunan amilazlar gibi  enzimler tarafindan
parcalanabilmektedir; ancak hidroksipropil-f-siklodekstrin (HP-B-CD) gibi modifiye
tiirevler, enzimatik bozunmaya kars1 daha direncli 6zellikler gostermektedir. Ayrica, 3-
CD'lerin ilaglarla olusturdugu komplekslerin, ilaglarin stabilitesini artirdig:
gozlemlenmistir. Bununla birlikte, bu stabilite yiiksek sicakliklarda veya asir1 pH
kosullarinda azalabilir. Termodinamik incelemeler, B-CD'lerin biyolojik ortamlarda
stabil kaldigin1 gosterirken, diisiik baglanma sabitlerinin belirli durumlarda ilag

salimini artirabilecegini ortaya koymaktadir (146-148)

Baslangicta, bazi arastirmacilar, nanomateryallerin fonksiyonellestirilmesinin
ardindan protein adsorpsiyonunun azaldigini belirtmislerdir; ¢iinkii NP yiizeyinin
hidrofobikligi de azalmaktadir. Ancak NP -protein etkilesimi oldukca karmagiktir ve
bu durumun, etkilesimin kan, interstisyel sivi veya bagka bir biyolojik sivida
gerceklesip gergeklesmedigine ve belirli NP lerin (boyut, sekil, yiik, bilesim ve ylizey
fonksiyonellestirmesi) 0©zel ylizey Ozelliklerine bagli oldugu g6z Onilinde
bulundurulmalidir (149, 150) Bu nedenle PCD NP’lerin protein ile etkilesiminden ve
korona olusumundan dolay1 polimerik yapisinin bozulmus olabilecegi ve bu nedenle

partikiil boyutunun daha kiigiik ¢ikmis oldugu diisiintilmiistiir.

Ayrica yapilan hayvan ¢aligsmalarinda goriilmiistiir ki yogun konsantrasyonda
ve hizli iv yoldan verilen ACD NP hayvanlarda 6liime sebep olmustur. Daha seyreltik
ve yavas verilen ACD NP’de bu sekilde bir sorunla karsilagilmamistir. Bu da kanda

ACD yogunluguna bagl olarak agrege olma egilimini arttirdigini diislindiirmistiir.

5.2.3. Kompleman Aktivasyonu

Kompleman sistemi, patojenik enfeksiyonlara karsi birinci savunma hatt
olarak islev goren dogustan gelen bagisikligin 6nemli bir bilesenidir ve yabanci
molekiiller kan dokusuyla temas ettiginde aktive olur ve bir dizi kimyasal reaksiyon

sonucu enflamasyon olusur (151). Kompleman sistemi, 50’den fazla ¢oziinebilir ve
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membran ylizeyinde eksprese olan proteinden olusur. Bu proteinler, viicutta zimojen
formunda iiretildikten sonra parcalandiklarinda aktif hale gelir. Kiiglik molekiiler
agirliktaki par¢alanma firiinleri ‘a’ (6rnegin, C3a), daha biiyiik olanlar ise ‘b’ (6rnegin,
C3b) ile gosterilir. Aktive olduktan sonra, spesifik enzimler substratlarini pargalamaya

devam eder ve kendiliginden amplifiye olan bir kaskad olusturur.

Kompleman sisteminin baslica fonksiyonlar1 arasinda bakteriyel hiicre
duvarlarim1 parcalayarak anti-mikrobiyal etki saglamak, apoptotik hiicreleri ve
debrisleri opsonize ederek fagositozu hizlandirmak, proinflamatuvar o&zellik
gostererek 1okositlerin aktivasyonunu artirmak ve C3d gibi yikim iiriinleri araciligryla

B-hiicrelerini ko-stimiile ederek antikor liretimini artirmak yer alir.

Kompleman sisteminde {i¢ ana yolak bulunur: klasik yolak, lektin yolu ve
alternatif yolak (152) Klasik yolak, IgG ve IgM iceren immiin komplekslerin Clq ile
karsilagmas1 sonrasi tetiklenirken; lektin yolu, mannoz baglayict lektin (MBL)
aracilifiyla calisir. Alternatif yolak ise C3b gibi proteinlerle veya C3’ilin spontan
hidrolizi ile aktive edilir. Mikrobiyal yiizeylere baglanan immiin kompleksler ve belirli

maddeler, bu yollarin tetiklenmesine yol agar (153).

CD bazli NP ile kompleman aktivasyonu, bu sistemlerin bagisiklik sistemi ile
etkilesimleri acisindan O6nemli bir aragtirma alanidir. NP’lerin kan ile temas
ettiklerinde kompleman sistemini aktive etme potansiyelleri vardir ve bu inflamatuar
yamtlar, ilag tastyic sistemin etkililigi iizerinde olumsuz etkiler yaratabilir. Ozellikle
kanser tedavilerinde kullanilan CD NP'lerin, bagisiklik sisteminin bir pargasi olan
kompleman aktivasyonu {iizerindeki etkileri dikkate alinmalidir. NP biyolojik bir
ortama girdiginde, proteinlerle kaplanarak bir protein korona olustururlar. Bu korona,
NP organizma icindeki davranisini 6nemli 6lciide etkiler. Ornegin, NP kan
dolasiminda ne kadar siire kalacagi, viicutta nasil dagildigi, hiicreler tarafindan ne

kadar alindig1 ve hiicre i¢indeki yerlesimi bu korona tarafindan belirlenir (154).

NP’lerin plazma proteinleri, 6zellikle albiiminle baglanmasi, baz1 biyolojik
ozellikleri artirarak kompleman sisteminin aktivasyonunu azaltabilir, kan dolasiminda
kalma siiresini uzatabilir ve toksisiteyl azaltabilir. Bu baglamda, dolasimdaki
proteinlerin adsorpsiyonu, giivenlik saglayabilir, reseptorler araciligiyla etkilesimleri

kolaylagtirabilir ve farmakokinetik profili iyilestirebilir; dolayistyla bunlar potansiyel
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teranostik avantajlar olarak goriilmektedir. Ancak, kan dolagimindaki Onemli
fizyolojik ve toksikolojik siireglerde yer alan, kompleman ve koagiilasyon faktorleri
gibi proteinlerin de protein korona olusturdugunun tespit edilmesi, bu durumun hedef
hiicre etkilesimlerini azaltabilecegi anlamina gelmektedir. Cilinkii bu etkilesim,

ligantlarin ytlizeylerine erisimi engelleyerek gergeklesir (155).

Wibroe ve ark. tarafindan gerceklestirilen c¢alisma, NPlerin seklinin
kompleman sistemi lizerindeki etkilerini arastirarak, 6zellikle C3a olusumu agisindan
Oonemli bulgular sunmustur. Caligmada, kiiresel, cubuk ve disk seklindeki NPlerin
kompleman aktivasyonu tizerindeki farkli etkileri incelenmistir. C3a, kompleman
sisteminin erken aktivasyon {riinii olup inflamatuar yanitlar1 tetikleyen kritik bir
molekiildiir. Kiiresel NP, daha diisiik ve gecikmeli bir C3a iiretimi sergilerken, ¢ubuk
ve disk seklindeki NP daha giiclii ve hizli C3a olusumuna neden olmustur. Bu farklilik,
partikiil seklinin makrofajlar tarafindan taninma hizin1 ve dolayisiyla kompleman
aktivasyonunu etkiledigini gostermektedir. Ozellikle gubuk ve disk seklindeki
partikiiller, daha yavas temizlendikleri i¢in dolasimda daha uzun siire kalarak C3a

aracili reaksiyonlar1 artirmistir (156).

Tez kapsaminda sentezlenen Gua-CD tiirevlerinin biyogilivenlik ¢aligmalari
geregince kompleman aktivasyonu c¢alismasi yapilmistir. C3a miktarlart Sekil 4.5.2 ve
Tablo 4.5.2°de gosterilmistir ve sonuglar incelendiginde kontrol grubu olan PBS
uygulanmis grup ile istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir. Bu nedenle
CD tiirevlerinin kompleman aktivasyonuna sebep olmadigi ve potansiyel olarak

giivenli oldugu diistiniilmiistiir.

NP, bagisiklik sistemi tarafindan yabanci parcaciklar olarak algilanir ve
opsoninler adi verilen proteinler tarafindan kaplanarak fagositoz siirecine tabi
tutulurlar. Opsonizasyon, NPlerin ylizeylerinde opsoninlerin baglanmasini ve boylece
viicut tarafindan taninmasini saglar. NP’lerin kan dolasimindaki hizla ortadan
kaldirilmasi, bu siirecteki biiylik zorluklardan biridir. Opsoninlerin baglandig: yiizey
ozellikleri, NP’lerin MPS (mononuclear phagocytic system) veya res
(reticuloendothelial system) tarafindan taninmasina ve ortadan kaldirilmasina yol acar.
Bu nedenle, NP ‘lerin etkili bir sekilde islev gérebilmesi i¢in, viicut tarafindan hemen

yok edilmeden kan dolagiminda uzun siire kalmalar1 6nemlidir. Sonug olarak, NP’lerin
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biyolojik ortamlardaki islevselligi ve etkinligi, hem hedefe yonelik tagima kabiliyetleri
hem de viicut tarafindan algilanmalarin1 engelleme yetenekleri agisindan biiyiik bir

potansiyele sahiptir (157)

5.3. Antikanser Ila¢c ve mAb Yiiklii Gua-CD Nanopartikiillerin

Hazirlanmasi ve in vitro Karakterizasyonu

5.3.1. Rituksimab Adamantan Modifikasyonu:

Adamantan (CioHi¢) birbirine bagli dort sikloheksan halkasindan olusan bir
hidrokarbon tiirevidir. Suda ¢oziiniirligii ¢cok diisiiktiir. Adamantan ve BCD arasindaki
konak-konuk iligkisi, adamantanin BCD'nin hidrofobik bosluguna dahil olmasiyla
karakterizedir ve bu sayede inkliizyon kompleksleri olusturulmasini saglar.
Adamantan ile BCD arasindaki etkilesimler, hidrofobik etkilesimler, van der Waals

kuvvetleri ve hidrojen baglari gibi nonkovalent kuvvetlerle gergeklesir (158).

Adamantan ve CD'nin konak-konuk etkilesimi ile kompleks olusturmasi,
karmasik sentez ve ayirma adimlarina gerek kalmadan fizyolojik kosullarda meydana
gelir. Bu siireg, toksik yan triinler liretmez ve 1stya gerek kalmaz (159). Ayrica,
Adamantan-CD komplekslerinin baglanma sabiti olduk¢a yiiksektir ve yapilar
istikrarli ve geri doniisiimliidiir. CD-Adamantan etkilesimleri, kemoterapdtik ilag
tagima sistemlerinde kisisellestirme ve hiicre hedefleme firsatlar1 yaratir. Birden fazla
ligand, polimer veya boya baglanabilir, bu da ayn1 anda bir¢ok etkiden yararlanmay1

saglar (160).

Tezde amagladigimiz aktif hedeflendirmenin saglanabilmesi i¢in Oncelikle
RTX ile Adamantanin konjugasyonu saglanmistir. Ardindan CD NP hazirlanmast
sirasinda konjuge bilesik formiilasyona dahil edilerek hazirlama igslemi yapilmistir.
Adamantanin CD’nin i¢ kavitesine yerlesmesiyle RTX ile hedeflendirme saglanmis

olur. Bu nedenle konjugasyon isleminin yapilabilmesi kritik bir dneme sahiptir.

Bu amagla SDS Page analizi kullanilarak konjugasyon olusumu
dogrulanmistir. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi),

proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrilmasini saglayan bir elektroforez
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teknigidir. Bu yontemin temel prensibi, proteinlerin SDS (sodyum dodesil siilfat) adli
bir deterjan ile muamele edilerek denatiire edilmesi ve ylik-hacim oraninin standart
hale getirilmesidir. SDS, proteinlerin ii¢ boyutlu yapisin1 bozarak onlar1 dogrusal bir
yapiya cevirir ve her proteine negatif yiik ekler (161). Proteinlerin bu sekilde negatif
yiiklii hale getirilmesi, poliakrilamid jel igerisinde bir elektrik alan1 uygulandiginda
proteinlerin gb¢ etmesine neden olur. Poliakrilamid jel, proteinlerin boyutlarina gore
ayrilmasini saglayan bir gozenek yapisina sahiptir. Daha kiigiik proteinler jelin alt
kisimlarina dogru hizla ilerlerken, daha biiyiik proteinler daha yavas hareket eder. Bu
sayede, proteinler molekiiler agirliklarina gore ayrilir. SDS-PAGE analizinde, jeldeki
protein bantlar1 boyama teknikleri (Coomassie Brilliant Blue veya giimiis boyama
gibi) ile gorilinlir hale getirilir. Boyanmig protein bantlari, bir molekiiler agirlik

referansi ile karsilagtirilarak proteinlerin molekiiler agirliklar1 tahmin edilir (162).

Tez kapsaminda yapilan analiz sonuglari igin sekil 4.6.1.°de gosterilen 1 ve 2
numarali kuyucuga yiliklenmis olan 6rnek 1 ve 6rnek 2 jel goriintiisii incelendigi zaman
konjugasyon reaksiyonunun % 20 DMF ortaminda veya % 20 DMF, % 5 gliserol
ortaminda basarili bir sekilde gergeklestigi ve kontrolle (6rnek 5) karsilastirildig
zaman antikorun (150 kDa) herhangi bir denatiirasyona ugramadigi gosterilmistir. Bir
ve iki numarali kuyucuga yiiklenmis olan 6rnek 3 ve drnek 4 jel goriintiisii incelendigi
zaman konjugasyon reaksiyonunun % 20 DMF ortaminda veya % 20 DMF, % 5
gliserol ortamina iken 2-merkaptoetanol eklendigi zaman, denatiirasyon gerceklestigi
ve denatiirasyon sonrast 100 kDa ve 50 kDa, 25 kDa molekiiler agirliga sahip antikor
fragmentlerinin olustugu gosterilmistir. Bu nedenle 6rnek 1 konjugasyonu
formiilasyon hazirlamada kullanilmistir ve aktif hedeflendirme asamasi i¢in ilk adim

basartyla atilmistir.

Elamin ve ark. hyaluronik asit adamantan konjugasyonunu folat ile
hedeflendirilmis metil-B-CD NP formiilasyonuna dahil ederek dual hedeflendirme
stratejisini benimsemislerdir ve yalnizca folat ile hedeflendirilmis NP formiilasyonlari
ile kiyaslandiginda CTI116 hiicreleri iizerinde daha yiiksek sitotoksik aktivite
gostermistir ve bu da kompleksin hedef hiicrelere ulastigini ve baglandigim

dogrulamistir (163).
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Sakai ve ark., antikanser etkinligi bilinen metil-B-CD’i folik asit (FA-MBCD)
ile modifiye ederek tiimore hedeflenmesini saglamislardir. Ancak diisiik dozlarda
antikanser aktivite goriilmedigi belirtilmistir. Bu nedenle HSA bazli ilag tagiyici sistem
ile formiile etmislerdir. Bu nedenle ilk olarak HSA-Adamantan konjugati olusturup
konak-konuk iligkisinden yararlanarak FA-MBCD ile kompleks olusturmuslardir.
Balb/c nu/nu fareler iizerinde yapilan in vivo deneylerde FA-MBCD ile tedavi
edilenlere kiyasla tiimor biiytimesi kompleks ile tedavi edilen farelerde anlamli sekilde

yavaslamistir (164).

Literatiirde bahsi gegen konak konuk iliskisinden tez kapsaminda
yararlanilmistir. ¢linkii Adamantan ve CD arasindaki giiclii etkilesim sayesinde stabil
bir kompleks olusurken etki bolgesine kadar RTX’in salinmadan taginabilir. Boylece
hedeflemenin daha etkili yapilabilecegi ongoriilmistiir. Ayrica RTX’in dogrudan CD’e
baglanmasi ile olusabilecek stabilite sorunlarinin 6niine ge¢ilmistir. RTX’i direkt NP’e
baglamak icin karboksil grubu yiizeydeki amino grubuna baglanmak zorundadir ancak
mabin karboksil grubunu aktive ettigimizde diger mab {izerindeki amino grubuna
baglanabilir ve sekonde/ tersiyer yapilar olusabilir. O nedenle aract molekiil kullanmak
bu etkinin Oniine gecilmesi agisindan iistiinliik saglamistir. Bu sayede RTX stabil bir

sekilde formiilasyona dahil edilmistir.

5.3.2. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Partikiil Biyiikliigii Dagilim

ve Yiizey Yiikiiniin Belirlenmesi

NP hazirlama yontemleri arasinda solvent buharlagtirma, iyonik jelasyon,
sonikasyon ve elektrospreyleme gibi teknikler bulunur. Ancak nanopresipitasyon
yontemi, partikiil boyutlar1 {izerinde hassas kontrol saglamasi ve ¢evre dostu olmasi
nedeniyle 6zel bir 6neme sahiptir (165, 166). Nanopresipitasyon, hidrofilik bir
¢oziiclinilin (genellikle su) icerisine organik fazin (genellikle polimer ve ilag ¢ozeltisi)
damla damla eklenmesiyle gerceklesir. Coziiciiler karistikca polimerin hizla
cOkelmesiyle NP olusur. Bu yontem, kimyasal reaksiyonlar gerektirmemesi ve diisiik
enerji ile calismasi sayesinde Ozellikle ilag tasiyici sistemlerde kullanilir. Ayrica

organik faz ¢Ozeltisinin suya eklenmesi sirasinda Marangoni etkisi sayesinde hizla
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partikiil olusumu saglanir ve bu siire¢ boyunca partikiil boyutlar1 hassas sekilde kontrol

edilebilir (167).

Dinamik 1s1k sa¢ilimi (DLS) yontemi, dispersiyon halindeki nano veya
mikrometre boyutundaki partikiillerin Brown hareketine bagli olarak sagtigi 15181
zaman icerisindeki yogunluk degisimlerini analiz ederek partikiil boyut dagilimim
belirler. DLS yonteminde, bir lazer 15181 dispersiyona gonderilir ve bu 151k, dispersiyon
icindeki partikiillerden sacilir. Partikiiller Brown hareketi yaptig1 icin sagilan 15181
yogunlugu zamana bagl olarak dalgalanir. Daha kii¢iik partikiiller, daha hizl1 hareket
eder ve bu nedenle sagilan 15181n yogunlugu daha hizli degisir. Sagilan 15181 bu zaman
bagimli degisimleri, korelasyon fonksiyonlar1 araciligiyla analiz edilir ve partikiillerin
hidrodinamik ¢ap1 hesaplanir. DLS, 6zellikle NP boyutlarinin tayininde ve kolloidal
sistemlerin stabilite analizlerinde yaygin olarak kullanilir (168, 169). Literatiirde,
nanopresipitasyon yonteminin parametrelerinin incelendigi ve bu parametrelerdeki

degisikliklerin 6nemini vurgulayan bir¢ok calisma bulunmaktadir

Galindo-Rodriguez ve ekibinin yaptigit bir ¢alismada, farkli organik
¢oziiciilerin nanopresipitasyon yontemiyle elde edilen NP iizerindeki etkileri
incelenmistir. Coziicii tipinin, organik ¢oziicii ile sulu faz arasindaki polarite farki ve
ilacla olan etkilesimler nedeniyle NP boyutu, polidispersite indeksi ve morfolojisi

tizerinde 6nemli bir etkisi oldugu bildirilmistir (170).

Literatiirde, NP ila¢ tasiyici sistemlerin fizyolojik stabilitelerini korumalari,
opsonizasyondan kagmmmalar1 ve tiimorlii bolgede birikmeleri igin partikiil
boyutlarinin kii¢iik olacak sekilde tasarlanmasinin faydali bir yaklasim oldugu
belirtilmektedir (171). Unal ve ark., katyonik CD’ler ile calismislardir ve NP
hazirlamada nanopresipitasyon yontemini kullanmislardir. Organik ¢oziicii olarak
aseton secilmistir. Bu sayede elde ettikleri bos veya kamptotesin ytiklii katyonik CD
NP’lerin ortalama partikiill boyutlar1 100-300 nm civarinda elde edilirken, PDI
degerleri 0.1-0.3 arasinda degismektedir ve etkin bir sekilde kolona hedeflendirilme

gerceklestirildigi in vivo deneylerde gosterilmistir (172).

Tezde hedeflendirme amaciyla RTX' in formiilasyona dahil edilmesiyle DOX
yukli ACD formiilasyonlar1 disinda genellikle daha kiigiik partikiil boyutlar1 elde
edilmistir. Bununla birlikte, Sekil 4.6.2'de goriildiigii gibi, tiim ilag ylikli NP



115

formiilasyonlar1 200 nm'den kiigiiktiir ve bu da lenfatik hedefleme igin avantajli
olabilecegi ortaya konmustur. Bu nedenle, NP'lerin viicutta pasif hedeflemeden
yararlanabilecegi, homojen partikiil boyutu dagiliminin doz tekdiizeligini sagladigi
diistiniilebilir. RTX-adamantan makromolekiiliiniin  dahil edilmesi, NP'nin
biitiinliglinli ve yapisin1 bozmamig, bunun yerine, ortalama ¢ap ve PDI verilerine
dayanarak Sekil 4.6.2'de goriilebilecegi gibi daha kompakt bir nanoyapiyla
sonuglanmistir. ACD ile ¢alismak, 120-190 nm arasinda degisen daha homojen
NP'lerle sonu¢lanmistir. Bununla birlikte, antikanser ilaglar1 ve RTX ile yliklendiginde
PCD NP'lerinin, yaklagik 400 nm'den 140-190 nm araligina kadar bir boyut

azalmasiyla gelismis stabilite gostermesi dikkat ¢ekicidir.

Konuk bir molekiil eklendiginde, amfifilik CD'nin yiizey alaninda bir
genislemeye yol acar ve sonug¢ olarak arayiizeylerde kendi kendine hizalanma
yetenegini degistirir. Sonug olarak, NP'ler ilagla yiiklendiginde, kapsiillenmis ilacin
durumu ve konumu, NP'lerin boyutunda dikkate deger degisikliklere neden olabilir
(142). Bu, bos ve ilag yiiklii NP'lerin boyutlarinin neden farkli oldugunu agiklayabilir.
PCD NP'leri, beklenen bir sonu¢ olan ACD NP'lerinden daha biiyiik bir ortalama
boyuta sahiptir. Bunun nedeni, monomerik ACD'nin tek bir CD {iinitesine sahip olmasi,
PCD'nin ise birden fazla CD'den olusan bir agdan olusmasidir. Sekil 4.6.2'de
goriildiigii gibi, bos PCD NP'leri bile bos ACD NP'lerinden agikca daha biiytiktiir.

Zeta potansiyel ise bir partikiiliin yilizeyindeki elektrik yiikiiniin, partikiili
cevreleyen sivi igerisindeki iyonlar ile etkilesimleri sonucunda olusturdugu elektriksel
potansiyel farkini ifade eder. Ozellikle kolloidlerin stabilitesini degerlendirmek igin
kullanilir. Bir partikiil, sivi ortamda asili halde oldugunda, etrafinda bir iyon bulutu
olusur. Bu iyonlar, partikiil yiizeyine yakin olanlar1 "sabit katman" ve daha uzak
olanlar1 "hareketli katman" olarak iki bolgeye ayirir. Zeta potansiyel, partikiiliin
yiizeyinden dhareketli katmanin dig sinirina kadar olan bolgede dlgiilen potansiyeldir

(173, 174).

Kolloidal dispersiyonlarin yiizey ylikiinii yansitan zeta potansiyeli, dispersiyon
stabilitesinin degerlendirilmesi ve yonetilmesi i¢in degerli bir aractir. Zeta potansiyeli
verileri incelenerek CD NP'lerin sulu bazli dispersiyonlardaki fiziksel stabilitesi

belirlenebilir ve partikiil ylizeyinde ilaglarin varlig1 dogrulanabilir. Hiicre membranlari



116

negatif yliklii oldugundan, pozitif ylikli NP'lerin hiicre zarlariyla ndtr veya negatif
yiiklii olanlara gore daha etkili bir sekilde etkilesime girmesi beklenir. Bu etkilesimin,
konjuge ve ilag yiikli ACD NP'lerinin pozitif elektrostatik etkilesimlerinden
kaynaklandig1 varsayilir; bu, katyonik bir yapiya isaret eden, yaklasik 20 mV'lik bir
zeta potansiyeli sergiler. Ote yandan, RTX konjuge ve ilag yiiklii PCD NP'leri, CYC
yiiklii olanlar harig, Sekil 4.6.2'de goriildiigii gibi neredeyse notrdiir. Bu karsilastirma
g6z Oniine alindiginda, ACD NP'lerinin daha yiiksek hiicresel alima sahip olabilecegi
sonucuna varilabilir. Ancak katyonik polimerlerin faydali o6zellikleri in vivo
kullanildiginda dezavantajlara sahiptir. Kompleman sistemini aktive etme egilimleri,
plazma proteinlerine baglanarak dolasimdan hizli bir sekilde temizlenmelerine yol
acarak ila¢ veya niikleik asit gibi aktif maddelerin tiimdr hiicrelerine taginmasini

engeller (175)

5.3.3. Fiziksel Stabilitenin Degerlendirilmesi

NP stabilitesini belirlemek icin c¢esitli Ozellikler dikkate alinmaktadir.
Oncelikle, NP bilesimi, kimyasal yapilarinin stabilite iizerindeki etkisi agisindan kritik
bir faktordiir. Ayrica, sekil, yiizey alani ve yiizey kimyasi ile baglantili olarak
stabiliteyi etkileyebilir; farkli sekiller, farkli kristal yiizey 6zelliklerine ve dolayisiyla
reaktivitelere yol acar. Boyut da Onemli bir rol oynamaktadir; daha kiiciik NP
genellikle daha yiiksek ylizey enerjisi ile iliskilendirilir, bu da stabilitelerini azaltabilir.
Yiizey kimyas1 da stabiliteyi etkileyen bir diger faktordiir; NP’lerin yiizeyindeki
stabilizatorler ve kaplamalar, etkilesimlerini ve dolayisiyla stabilitelerini artirabilir.
Bunun yani sira, agregasyon durumu da kritik bir faktordiir; NP birbirine yapigmasi,
reaktiviteyi azaltarak stabiliteyi etkileyebilir. Bu 6zelliklerin kombinasyonu, NP’lerin
stabilitesinin degerlendirilmesinde temel kriterleri olusturmaktadir ve malzemelerin

uygulamalarindaki performansini belirleyebilir (176).

Ozellikle partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyeli degerleri, NP'lerin stabilitesi
ve biyolojik dagilimimin yani sira nanotastyicilarin hiicre zarlan ile etkilesimi ve
bunlarin hiicresel alimi i¢in kritik dneme sahiptir. Bu nedenle, istenen etkileri elde

etmek i¢in NP'lerin stabilitesinin saglanmasi esastir. Sekil 4.6.5'te sunulan sonuclara
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gore, taze hazirlanan partikiillerin 6zelliklerinde 5. giine kadar istatistiksel olarak
anlaml bir degisiklik goriilmemektedir. Sonug olarak, partikiillerin buzdolabinda 1

haftaya kadar koruyucu madde ilave edilmeden saklanabilecegi goriilmektedir.

5.3.4. Nanopartikiillerin Goriintiilenmesi

SEM (Taramali elektron mikroskobu), NP’in ylizey yapisini ve morfolojisini
yuksek ¢oziintirliikte incelemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. SEM, bir
elektron tabancasi kullanarak elektronlari iiretir. Bu elektronlar, bir vakum ortaminda
hizlandirilir ve bir noktada yogunlasarak incelemesi gereken 6rnege yonlendirilir.
Hizlandirilan elektronlar, elektromanyetik lensler tarafindan odaklanarak inceleme
alanina yonlendirilir. Bu odaklanmis elektron demeti, NP’lerin ylizeyine carpar.
Elektronlar, NP lerin ylizeyiyle etkilesime girer ve bu etkilesim sonucunda birkag
farkli tiirde elektron ve radyasyon iiretilir. Ornegin, sekonder elektronlar yiizeyden
ayrilan ve SEM’in goriintiileme sistemine yonlendirilen diisiik enerjili elektronlardir.
Bu elektronlar, yiizey morfolojisini belirlemek i¢in kullanilirken, yiiksek enerjili geri
sacilan elektronlar ise atomik numarasina bagli olarak degisen sinyaller {iretir.
Sekonder elektronlarin sayimi, bir dedektor araciligiyla gerceklestirilir ve bu veriler
goriintiileme sistemine iletilir. Elektronlarin yogunlugu ve dagilimi, bir ekran veya
dijital ortamda goriintii olarak islenir, bu goriintii NP’lerin yiizey yapisini ve boyutunu
gosterir. SEM, nanometre dl¢eginde goriintii elde etme kapasitesine sahip oldugundan
yiiksek biiyiitme oranlar1 sayesinde NP lerin detayli morfolojik 6zellikleri incelenebilir
(177). Dubes ve ark. kat1i lipid NP i¢in SEM ve AFM goériintiilemelerini
karsilastirdiklarinda her iki yiiksek ¢oziintirliiklii mikroskopi yontemi de birbirini
tamamlayict nitelikte oldugunu ancak SEM ile goriintiilemenin NP’lerin daha az

agregat halde incelenmesine olanak tanidigini ortaya koymuslardir (178).

Tez kapsaminda c¢alisgmada SEM gdriintiilerinin incelenmesiyle, NP'lerin
partikiil boyutu dagilimmin DLS analizi sonuclartyla oOrtiistiiglinii ortaya konuldu.
Ancak, RTX igeren NP'lerin, hedeflenmeyen NP'lere gore daha fazla agrege olma
egiliminde oldugu gorsel olarak gozlemlendi. Morfolojik agidan ise NP kiiresel yapida

oldugu tespit edildi (Sekil 4.6.4).
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5.3.5. Nanopartikiillerin Sterilizasyonu

NP’lerin sterilizasyonu, biyomedikal uygulamalarda giivenligin saglanmasi
i¢in kritik bir adimdir ve gesitli yontemlerle gergeklestirilir. Is1 sterilizasyonu, NP’leri
genellikle 121 °C’de 15-30 dakika 1sitarak yapilir, ancak bazit NP bu sicakliklara
dayanamayabilir. Kimyasal sterilizasyon, alkol, klorheksidin ve hidrojen peroksit gibi
kimyasallarin uygulanmasiyla mikroorganizmalar1 etkili bir sekilde yok eder, ancak
bazi kimyasallar NP’lerin 6zelliklerini degistirebilir. Irradyasyon, gamma, UV veya
elektron 1sinlar1 kullanarak mikroorganizmalarin DNA'sin1 tahrip eder; UV 1sinlari,
NP’ler icin etkin bir sterilizasyon saglar. Filtrasyon, steril filtreler kullanarak sivi
ortamda bulunan NP’lerin sterilizasyonunu saglar. Plazma sterilizasyonu ise diisiik
sicaklikta plazma gazlarinin kullanilmasiyla 1stya duyarli NP’ler i¢in avantaj sunar.
Sonikasyon, yiiksek frekansl ses dalgalariyla mikroorganizmalarin hiicre duvarlarini
parcalayip etkisiz hale getirilmesini saglar. NP’lerin sterilizasyonu ile ilgili
calismalarda, kullanilan yontemin fiziksel ve kimyasal o6zellikler tizerindeki etkileri
incelenmektedir; bu nedenle hangi sterilizasyon yonteminin kullanilacagina karar
verirken NP’lerin ozelliklerinin dikkatlice degerlendirilmesi 6nemlidir (179-181).
Ornegin, Masson ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada, poly-(e-caprolactone)
(PCL) nanokiireleri 0,2 pum'lik bir filtre kullanilarak basarili bir sekilde sterilize
edilmistir ve morfoloji ya da agregasyonda gozle goriiliir bir degisiklik olmamistir

(182).

Tez kapsaminda hazirlanan NP'lerin uygulama yolu intraven6z olacagindan
formiilasyonun sterilitesinin degerlendirilmesi zorunludur. Ancak yukarida bahsedilen
stabilite problemlerini 6nlemek i¢in aseptik kosullar altinda filtrasyon yOntemi en
giivenilir yontemlerden biri oldugu igin secilmistir. Ozellikle, 0.22 pm'lik membran
filtrelerin, bakterileri etkili bir sekilde tutma kabiliyetleri nedeniyle yaygin olarak
tercih edildigi goriilmektedir. Bu filtreler, 1siya duyarli ve kimyasal olarak hassas
stvilar i¢in uygun bir sterilizasyon yontemi sunar. Tablo 4.6.1'de goriildiigii gibi kayip
formiilasyon hacmi %2'den azdir. Tiim in vitro ¢alismalarda doz hesaplamalar1 bu
kayiplar dikkate alinarak yapilmistir. NP'ler 200 nm'nin altinda oldugundan filtrasyon

yontemi uygun bulunmustur.
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5.3.6. ila¢ Yiikleme Etkinliginin Belirlenmesi

Ilag yiikleme etkinligi direkt ve indirekt olarak farkl1 sekillerde tayin edilebilir.
Direkt yontemler NP’e yiiklenmis olan ilag miktarimin dogrudan tayin edilmesi
tizerinden yapilirken, indirekt yontemler NP’e yiiklenmemis serbest ilag iizerinden
miktar tayini yapilmasini igerir. Bhatt ve ark., paklitakselin ila¢ ylikleme etkinligini
arttirmak ve salim profilini degistirmek i¢in CD ile inkliizyon kompleksi olusturup
lipozoma yiikleme yapmislardir. Yiikleme etkinligini belirlemek i¢in ise 3000 rpm’de
10 dakika santrifiij yaparak partikiillerin ¢6kmesi saglanirken serbest ilag
supernatantta kaldigi i¢in kolaylikla uzaklagtirmiglardir. Daha sonra ¢dken lipozomlara
metanol eklenerek paklitakselin lipozomdan serbestlesmesi saglanmistir ve ters faz
HPLC yontemi kullanirak madde miktar1 tayin edilmistir (183). Jingou ve ark. ise
hidrofobik ve hidrofilik ilaclarin birlikte ytliklendigi kitosan ve siklodekstrin bilesenli
NP’i ¢apraz baglama yontemi ile hazirlamislardir. Model ilag¢ olarak kullandiklari
metotreksat ve kalsiyum folinatin yiikleme etkinligini belirlemek amaciyla suda
disperse halde bulunan NP 16000 rpmde santrifiij ederek siipernatanti elde etmislerdir.
Ardindan  siipernatantta bulunan ilag miktarlarim1  hesaplamak i¢in UV

spektrofotometrede sirastyla 303 ve 355 nm’de 6l¢iim yapmuglardir (184).

Tez ¢alismasinda ylikleme etkinligi, HPLC analiziyle 6lgiilen ila¢ miktarinin,
baslangigta formiilasyona eklenen antikanser ilaglarimin miktarina oraniyla
belirlenmistir. Formiilasyondaki RTX i¢erigini 6l¢mek i¢in bir BCA kiti kullanilmistir.
Tablo 4.6.2'de gosterildigi  gibi, RTX'in yapiya dahil edilmesi, ACD
formiilasyonlarinin yiikleme etkinligini artirmistir, ancak antikanser ilaglara yonelik
PCD formiilasyonlarinda azalttig1 belirlenmistir. Bu durum, RTX'in ACD NP'lerinden
erken ilag salimini azaltabilecegini gdstermektedir; bu hipotez, daha sonraki salim
caligmalar1 tarafindan desteklenmistir. Bu calisma, NP ila¢ tasiyicit alanindaki
potansiyel uygulamalar1 genisletmektedir. Sadece kombinasyon ilaglarinin es zamanl
verilmesini kolaylastirmakla kalmamis, ayn1 zamanda erken sistemik ila¢ salinmasi
baglantili yan etkilerin azaltilmasi konusunda da umut vaat etmistir. Coklu ilag
tiirlerini barindiran terapotik NP'ler, kanser hiicrelerine kars1 yiiksek etkinlik

gostermekte; ancak saglikli dokular i¢in de risk olusturabilmektedir. Bu nedenle,
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hedefleme i¢in NP'lerin kanser hiicresine 6zgii ligandlarla modifiye edilmesi, timdor
bolgelerinde NP birikimini artirmaya ve c¢oklu ilag yiiklii NP'lerin terapotik

potansiyelini artirmaya yonelik ¢ok énemli bir adim olusturmaktadir.

5.3.7. ila¢c Sahm Profilinin Belirlenmesi

Farmasotik alanda in vitro salim testleri, dozaj sekillerinin gelistirilmesi ve
kalite kontrolii i¢in énemli bir aragtir ve bir ilacin in vivo etkililigi hakkinda bilgi
saglar. Bu testler genel olarak {i¢ kategoriye ayrilabilir: (1) membran difiizyon
yontemleri (6rnegin, diyaliz yontemleri), (2) 6rnek alma ve ayirma yontemleri ve (3)
strekli akis yontemleri (185). Membran difiizyon yontemleri (6rnegin, diyaliz
yontemleri), NP sistemlerinin in vitro ¢éziilme/salim testleri i¢in en yaygin arastirilan
yontemlerdir. Bu yontemlerde, NP sistemleri, serbest ilaca gecirgen ancak NP’e

gecirgen olmayan diyaliz membranlar1 araciligtyla salim ortamindan ayrilir (186).

[laglarin NP’den salimini etkileyen cesitli faktorler bulunmaktadr.

Bunlar;

NP’iin fiziksel 6zellikleri (partikiil biiyiikliigii, porozitesi vb.)

Kullanilan materyalin etkisi (konsantrasyon, molekiiler agirlik, kristalite vb.)

[lacin 6zellikleri (Coziiniirliik, hidrofobisite, molekiiler agirlik)

Molekiiler etkilesimler (ilacin-tasiyici arasi)

Sterilizasyon prosesinin etkisi

Salim ortaminin 6zellikleri (pH, sicaklik, ortamin tiirii) olarak sayilabilir (187).

Diyaliz yontemi kullanarak gerceklestirilen tez ¢alismasinda in vitro salim
profilleri, formiilasyonlar1 karsilastirmak ve NP'lerin in vivo salim kinetigini tahmin
etmek icin kullanilmistir ve ayn1 zamanda bir kalite kontrol 6l¢iisii olarak da hizmet

etmistir.

Espaiol ve ark., dosetaksel ve doksorubisini birlikte yiikledikleri PLGA-NP
formiilasyona ait salim profillerini incelendiginde 72 saatin sonunda hidrofilik
doksorubisinin %80 salinirken, hidrofobik dosetakselin %60°1 salinmistir. Bu sekilde

hidrofilik ilaglarin hidrofobik ilaglara gére daha hizli salindigini géstermislerdir (188).
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Hidrofilik ilaglar matrise daha fazla su ¢ekerek sisme ve difiizyon i¢in yiiksek
bir itici gii¢ saglar ve boylece ilacin ¢oziinmesini ve hizli salimini kolaylagtirmaktadir

(187).

Patel ve ark., ise setuksimab ile konjuge ve konjuge olmayan PLGA NP’den
dosetaksel salimini kargilastirmali olarak incelemislerdir. Konjuge edilmemis
partikiillerde goriilen “burst effect”in ylizeye yakin tutunmus olan ilagtan
kaynaklandig1 belirtilirken, konjuge edilmis partikiillerde daha yavas salim goriilme
sebebi partikiil yiizeyinde setuksimab bulunmasindan dolay1 dosetakselin i¢ kisimda
hapsolmasina atfedilmistir (189) Ayrica literatiirde, NP’lerin boyutunun artmasiyla
salim hizinin azaldig1, boyutun kiiciilmesiyle birlikte spesifik ylizey alaninin artmast

sonucu salim hizinin arttigini belirten ¢alismalar bulunmaktadir (190, 191)

Sekil 4.6.5'de gosterilen DOX salim sonuglari incelendiginde, DOX yiiklii
ACD ve PCD NP formiilasyonlarinin baslangigta RTX ile hedeflenenlerden daha fazla
ilag saldig1 acik¢a goriilmiistiir. 4. saatin sonunda, hedeflenmemis DOX yiiklii PCD
NP'ler ilacin %80'ini salarken, hedeflenmemis DOX yiikli ACD NP'ler %100
kiimilatif ilag salimima ulasmistir. Buna karsilik, RTX'i hedefllendirilen CD NP
formiilasyonlar1 daha yavas bir salim sergilemis ve 24 saat sonra ilacin yalnizca % 601
salinmistir. Hedefli NP’lerin daha yavas salim yapma sebebi literatiirde belirtildigi gibi
ylzeyi ligandin kaplamasindan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir. ACD NP’lerin daha
hizli salim yapma sebebi ise PCD NP’lere gore daha kiiciik partikiil boyutuna sahip

olmalarindan kaynakli olabilir.

Sekil 4.6.6'da gosterilen CYC'nin salim profili sonuglart incelendiginde ise
ACD ile hazirlanan formiilasyonlarda ilk 2 saatte hedeflendirilmemis NP’lerde “burst
effect” goriiliirken RTX-CYC-ACD NP daha yavag salim gostermistir. DOX’ta oldugu
gibi ylizeydeki RTX’in etkisiyle “burst effect”in Oniine gecildigi diislintilmiistiir.
Ancak RTX ile hedeflenen CYC yiiklii PCD NP'leri, ilk 2 saat i¢inde ilacin %80'inden
fazlasini salmistir. Bu nedenle partikiil yiizeyinde homojen bir RTX dagilimi olmadig:
ve CYC’nin de yiizeyde homojen sekilde degil yiiksek konsantrasyonda ayni alanda
toplandigin1 ve ayni zamanda biyolojik sivilardaki stabilite sonuglar1 da goz oniine
alindiginda 7.4 pH derecesinde NP’iin 2 saat icinde degrade olabilecegini

distindiirmiistiir.
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Sekil 4.6.7°de yer alan VRC’e ait salim sonuglari incelendiginde 24 saatin
sonunda PCD NP formiilasyonlardan kiimiilatif ilag salinim1 %30 civarinda olurken,
ACD NP'lerinde bu oran %10-20 arasinda degismistir ancak RTX ile hedeflendirme
ile anlamli degisiklik elde edilmemistir. Salim oranlarinin diisiik olma sebebi yine
ilaglarin i¢ kisma hapsolmasi ve kiiclik boyutlar1 sebebiyle diffiizyon hizinin diigiik

olmasiyla aciklanabilmektedir.

In vivo sonuglar ile karsilastirildiginda ise ilaglarin organizmada daha hizl
salindig1 bulunmustur. O nedenle in vitro salim sonuglari in vivo sonuglar i¢in sadece
ilaclarin saliabildigine dair bir 6ngori saglamistir, kalite control parametresi olarak

degerlendirilmelidir.

5.3.8. Nanopartikiil Yapisindaki Rituksimab’in Yapisal Biitiinliigiiniin

Belirlenmesi

Konjugasyon siireci, antikorlarin yapisin1 bozabilir ve bunun sonucunda
biyoaktivitede azalma veya degisiklik meydana gelebilir. Konjuge antikorlarin
biyolojik aktivitelerini korudugundan emin olmak icin, NP’e baglandiktan sonra
biitiinliiklerini degerlendirmek 6nemlidir. Literatiirde ¢esitli konjuge antikorlar, SDS-

PAGE kullanilarak biitiinliik agisindan degerlendirilmistir (192).

Cavaco ve ark., konjugasyon sonrast antikor biitlinliigiinii korudugunu
gostermek icin anti-CD44v6 ile hedeflendirilmis nano yapili lipid tasiyict ve serbest
anti-CD44v6 karsilastirmasini  SDS-PAGE analizi ile gergeklestirmislerdir ve
biitiinliigiin korundugunu ifade etmislerdir (193). Peng ve ark. ise misellerle konjuge
edilmis herseptin (TZM) i¢indeki konformasyonel degisiklikleri daha ayrintili
incelemek amaciyla dairesel dikroizm (CD) spektroskopisini kullanarak farkli bir
yaklasim benimsemislerdir. Bu optik spektroskopik teknik, protein konformasyonlari
hakkinda yapisal bilgi elde etmek icin kromoforlar tarafindan sol ve sag dairesel
polarize 15181n belirgin emiliminden faydalanmaktadir. CD spektrumlari, TZM'nin
ikincil yapisinin misellerle konjugasyon sonrasinda beta doniisiinden poliprolin II

heliks konformasyonuna gectigini gostermektedir (194, 195).
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Tez kapsaminda yapilan ¢calismada Sekil 4.6.8'de belirtildigi gibi ACD ve PCD
tiirevleriyle hazirlanan NP formiilasyonlarindaki RTX, serbest RTX ile ayn1 bantlari
gostermektedir. Bu sonuglar, NP hazirlama ve olusturma siire¢lerinin RTX'in yapisal
biitlinliigiini etkilemedigini gostermektedir. Ayrica SDS-PAGE analizi ile elde edilen
RTX'e karsilik gelen bantlarin literatiirde bildirilen 6nceki verilerle tutarli oldugu

goriilmiistiir (196)

Destekleyici ¢alisma olarak sirkiiler dikroizm ise 15181n dairesel olarak polarize
iki formunun (sag ve sol dairesel polarizasyon) bir Ornekten gegerken farkli
miktarlarda sogurulmasini 6lgen bir spektroskopi teknigidir. Bu farkli sogurulma,
molekiilin kiral 6zelliklerinden kaynaklamr. Ozellikle proteinler gibi kiral
molekiillerde ikincil yapiy1 (alfa-heliks, beta-tabaka) analiz etmek i¢in kullanilir. Her
yapt tipi, farkli dalga boylarinda karakteristik CD spektrumlari {iretir. Sirkiiler
dikroizm spektroskopisinin SDS-PAGE'e gére ¢esitli iistiinliikleri bulunmaktadir. Tlk
olarak, CD spektroskopisi proteinlerin ikincil yapilar1 hakkinda dogrudan bilgi
saglayarak proteinlerin yapisal stabilitesi ve katlanma 6zelliklerini inceleme imkani
sunar. SDS-PAGE ise yalnizca proteinleri molekiiler agirliklarina gore ayirdigi igin
proteinlerin yapisi hakkinda bilgi vermez. CD spektroskopisi, biyomolekiilleri dogal
kosullarda analiz edebilme avantajina sahiptir. Bu sayede proteinler ¢ozeltideki dogal
halleriyle incelenebilir ve c¢evresel faktorlere, Ornegin pH veya sicaklik
degisikliklerine karsi yapisal tepkileri izlenebilir. Oysa SDS-PAGE, proteinleri
denatiire ettigi icin yapisal bilgiyi koruyamaz. Ugiincii bir avantaj olarak, CD
spektroskopisi hizli analiz siiresi ve ¢ok az miktarda 6rnekle yapilabilmesi agisindan
da SDS-PAGE'e gore avantajlidir. Kiigiik miktardaki biyomolekiillerle kisa siirede

yapisal veri elde etmek miimkiin olur.

Serbest RTX ve NP e bagli RTX ler karsilastirildiginda spekturumda verdikleri
sinyallerin ayni oldugu goriilmektedir. Bu da RTX yapisinin bozulmadigi kesin sekilde

kanitlanmustir.

Bu ¢aligmada RTX'in yapisal biitiinliigliniin NP baglandiktan sonra korunmasi
birkag acidan oldukca &nemlidir. Tlk olarak, RTX'in yapisal biitiinliigii, ila¢ tasinma ve
hedef hiicreye baglanma siirecindeki etkinligi iizerinde dogrudan etkilidir. Antikorlarin

spesifikligi ve baglanma afinitesi, hedef hiicreler lizerinde etkili bir sekilde ilag



124

taginabilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir. Eger RTX, NP’e baglandiktan sonra yapisal
biitiinliigiinii kaybederse, bu durum antikorun baglanma yetenegini azaltabilir ve
dolayisiyla hedeflenen hiicrelere ulagma etkinligini diisiirebilir. Ayrica, RTX'in
konjugat yapisindaki stabilitesi, preklinik ve klinik ¢alismalarda giivenilir sonuglar
elde edilmesi i¢in gereklidir. RTX’in baglanma 6zelliginin korunmasi, yalnizca ilag
salim hizim1 degil, ayn1 zamanda hedeflenmis tedavi sonuglarin1 da etkiler. Yapisal
bozulmalar, antikorun baglanma bdlgesini degistirerek, hedef hiicrelerde beklenen
etkiyi azaltabilir. Sonug olarak, RTX’in yapisal biitlinliigliniin korunmasi, hedeflenen
tedavi yontemlerinin etkinligini artirmak ve giivenilir sonuglar elde etmek icin kritik

bir faktordir.

5.4. Nanopartikiiler Sistemin Giivenliginin ve Etkinliginin Konvansiyonel

Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Belirlenmesi

Tez calismasi kapsaminda, CD tiirevlerinden elde edilen NP’lerin in vivo
deneyler Oncesi gilivenligi ve etkinligi in vitro hiicre kiiltlirii calismalariyla
degerlendirilmistir. Karakterizasyon ve hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 sonrasinda, optimum
formiilasyon ile NHL tiimorii indiiklenmis farelerde in vivo hayvan deneyleri

gerceklestirilmistir.

5.4.1. Bos Nanopartikiillerin Giivenliginin Belirlenmesi

Formiilasyonlarinda kullanilan CD tiirevlerinin konsantrasyonlar1 belirli
oranlarda DMEM ile seyreltilerek 1929 hiicrelerine uygulanmistir. Sekil 4.7.1, ¢esitli
konsantrasyonlarda CD ¢0zeltilerine maruz birakilan 1.929 hiicrelerinin canlilik
yiizdesini gostermektedir; bu, yiiksek konsantrasyonlarda (1/8 CD:DMEM ) bile her
iki CD tiirevi i¢in hiicre canliliginin %70 civarinda kaldigin1 ortaya koymaktadir.
USP'ye gore polimerik malzemelerin giivenli kabul edilebilmesi i¢in bu degerin %70'i

asmas1 gerekmektedir(112)
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5.4.2. Hiicre Oliim Mekanizmasinin Belirlenmesi

Apoptoz, hiicrelerin programlanmis bir sekilde 6lmesini saglayan dogal bir
biyolojik siirectir. Bu siire¢, organizmanin gelisimi, doku homeostazi ve bagisiklik
sisteminin diizenlenmesi gibi hayati islevlerde rol oynar. Hiicreler, apoptoz sayesinde
kontrollii bir sekilde pargalanarak viicuda zarar vermeden ortadan kaldirilir. Hiicrenin
kiiciilmesi, DNA'nin pargalanmasi ve membran yapilarinin bozulmasi gibi belirgin
morfolojik degisiklikler bu siirecin temel 6zellikleridir. Asirt ya da yetersiz apoptoz,
norodejeneratif hastaliklar, otoimmiin bozukluklar ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarin

gelismesinde 6nemli bir faktordiir(197).

Normal hiicrelerde, hiicre zarmin sitoplazmik yilizeyinde membran
lipidlerinden biri olan fosfatidilserin (PS) bulunur. Hiicre apoptoz siirecine girdiginde,
normalde i¢ yiizeyde yer alan PS molekiilleri, hiicre zarinin dis yiizeyine tasinir. Bu
translokasyon, hiicre zarinin biitiinliigli bozulmadan apoptozun erken evrelerinde
gerceklesir. Annexin V proteini, hiicre yiizeyine tasinmis fosfatidilserine baglanma
ozelligine sahiptir. Bu nedenle, floresan bir madde (6rnegin FITC) ile isaretlenerek,
apoptotik hiicrelerin gorlinlir hale getirilmesi miimkiindiir. Annexin V-FITC
kompleksinin hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma orani, akis sitometri
kullanilarak 6l¢iilebilir. Nekrotik hiicrelerde de Annexin V baglanmas1 gézlenebildigi
icin, ikinci bir boya olarak propidyum iyodiir eklenir. Annexin V-FITC (yesil
floresans) ve non-vital bir boya olan propidium iyodiir (kirmiz1 floresans) ile boyanan
hiicreler, canli hiicreler (FITC-PI-), erken apoptotik hiicreler (FITC+PI-) ve gec
apoptotik veya nekrotik hiicreler (FITC+PI+) olarak ayrilabilir (198).

Akis sitometri, kolay uygulanabilirligi, hizli sonu¢ vermesi ve kantitatif veri

sunmasi nedeniyle klinikte apoptozun belirlenmesinde oldukca faydalidir.

Kumar ve ark., giimiis NP maruziyetinin neden oldugu sitotoksisiteyi
degerlendirmek ve hiicre Oliimiinii apoptoz ve nekroz olarak iki farkli sekilde
siniflandirmak amaciyla akis sitometriyi kullanmislardir. Bu c¢aligmada 1.929
fibroblast hiicreleri 24 saat degisen konsantrasyon ve partikiil boyutlarinda (10 nm,
100 nm, 200 nm) glimiis NP maruz birakilmistir ve Annexin V ve 7-AAD boyalari ile

boyanmislardir ve akis sitometrisinde incelenmislerdir. 10 nm boyutundaki giimiis
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NP’lerin 100 ve 200 nm olan NP’den artan konsantrasyona ve zamana da bagli olarak

daha fazla nekroza neden oldugunu ortaya koymuslardir (199).

Tez caligmas1 kapsaminda, Sekil 4.7.2’te gosterildigi gibi direngli ve direngsiz
Bjab hiicreleri ile ¢aligilmistir. Direngsiz hiicrelere uygulanan kosullar kontrole gore
degerlendirildiginde, erken apoptotik ve gec apoptotik popiilasyonlarin genel olarak
tiim gruplarda yaklasik 3 kat artt1g1 tespit edildi. Ancak RTX-ilag ACD NP’e maruz
kalan hiicrelerde erken apoptoz oran olarak azalirken ge¢ apoptoz populasyonunun 10
kata yakin arttig1r gozlendi. Ayrica ¢ozelti uygulanan grup ile karsilastirdigimizda
sagliklr hiicre sayisinin RTX-Ilag-ACD NP uygulanan gruba gore dort kat fazla oldugu
tespit edildi. Bu sekilde direngsiz hiicreler iizerinde en etkili grubun RTX-ilag-ACD
NP formiilasyonu oldugunu ortaya konulmustur. Direncli hiicrelerde ise RTX-Ilag-
ACD grubu hem nekroz hem de ge¢ apoptoz popiilasyonunu tiim gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde arttirmistir. Cozelti uygulanan grup ile
karsilastirdigimizda ise erken apoptoz doneminde ciddi diisiis yasanirken nekroz
poplilasyonu ve ge¢ apoptoz popiilasyonunun ii¢ kata kadar arttig1 ve saglikli hiicre
popiilasyonunun azaldig1 gozlenmistir. Direngli ve direngsiz hiicre gruplari igin ilag
yiiklii ACD ve PCD uygulanan gruplara bakildiginda ise her iki hiicre popiilasyonu
i¢in RTX-ilag-ACD formiilasyonun daha sitotoksik oldugu tespit edilmistir.

Ayrica sonuglar incelendiginde direncli kabul ettigimiz hiicre gruplarinda
saglikli hiicre popiilasyonunun ¢ok daha fazla olmasi diren¢ gelisiminin basariyla

saglandigin1 gostermektedir.

Insan lenfoma hiicreleri olan Bjab hiicre hattinda RTX direng gelistirmis
olmak, klinik uygulamalarda karsilagilan en 6nemli sorun olan ilag¢ direncini simiile
etmek agisindan kritik 6neme sahiptir. Klinik pratige baktigimizda, RTX’in dahil
oldugu tedavi kiirleri sirasinda, ¢ogu hasta zamanla tedaviye diren¢ gelistirmektedir.
Bu durum, hastaligin progresyonunu zorlastirmakta ve mevcut tedavi segeneklerini
sinirlamaktadir. Tez ¢alismasinda, NHL hiicrelerinde RTX'e kars1 direng gelistirmek,
hem hastaligin dogal seyrini taklit etmeyi hem de gelistirdigimiz formiilasyonlarin
etkililigini daha gercekci bir sekilde degerlendirmeyi saglamistir. Hazirlanan
formiilasyonlarin ila¢g direncini asmada etkili oldugu ve ana amacimizi

gergeklestirildigi in vitro olarak kanitlanmustir.
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5.4.3. Nanopartikiillerin Antiproliferatif Etkinliginin Belirlenmesi

In vitro sitotoksisite testleri (hiicre canlilik testleri), genellikle olasi ilag
adaylarinin  degerlendirilmesi veya baz1 bilesiklerin sitotoksik profillerinin
arastirtlmasi i¢in kullanilan hiicre kiiltiirline dayali Olglim yontemleridir. Bu
yontemlerle, kisa siirede bir¢ok bilesigi degerlendirmek ve ileri hayvan deneyleri igin
gerekli temel bilgileri elde etmek miimkiindiir. Renk degisimine, enzimatik
reaksiyonlara, luminometrik prensiplere vb. dayanan, farkli mekanizmalara ve cesitli
hassasiyet diizeylerine sahip bircok hiicre canlilik testi yontemi mevcuttur. Hiicre
canliliginin numune ile dogrudan temasindan sonra metoda bagli olarak kullanilan
MTT, XTT, Notral Kirmizist Alimi1 (NKA), WST-1 gibi boyanin canli hiicrelere
baglanmasini temel alan yontemler siklikla kullanilir (200). Tez ¢aligmasinda Bos
Gua-CD NP'lerin, DOX, CYC, VRC yiiklii CD NP'lerin veya DOX/CYC/VRC ve
RTX konjuge analoglarinin kombinasyonunun antikanser aktivite ¢alismalari Daudi
ve Bjab (Direng gelismis ve gelismemis) insan lenfoma hiicre hatlart iizerinde
gergeklestirilmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonucunda hiicre canliligins WST-1
ile kontrol edilmistir. Kontrol grubu olarak sadece besiyeri ile inkiibe edilen hiicreler
kullanilmis olup, test gruplarindaki hiicre canliligi, kontrol grubuna kiyasla hesaplama

ile belirlenmistir.

Daudi hiicrelerinin flask i¢inde ve kuyucuk i¢indeki mikroskobik goriintiileri
Sekil 4.7.3 ile gosterilmistir. Daudi ve Bjab (Direng gelismis ve gelismemis) insan
lenfoma hiicreleri ile yapilan 24 ve 48 saatlik hiicre canlilik analizlerinin sonuglar

Sekil 4.7.4'te gosterilmistir.

Tim sonuglar incelendiginde, ii¢ ila¢ yiiklii NP formiilasyonunun fiziksel
olarak karistirilmasiyla elde edilen nihai formiilasyonun, ilag ¢ozeltilerine kiyasla
hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya yol actigr acikca
goriilmektedir. Formiilasyonlar arasinda, aktif hedeflenmis ACD NP uygulanan

gruplar en diisiik hiicre canliligina sahip olmustur.

Bjab (Direng gelismis ve gelismemis) hiicre hatti sonuglarina gore RTX

¢ozeltisinin etkinligi incelendiginde, hem 24 hem de 48 saatte hiicre canliligini %80'in
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tizerinde korudugu gozlemlenmistir. RTX'in hiicre canlilig1 {izerinde dogrudan bir
etkisi olmadigi, ancak formiilasyona dahil edildiginde hem PCD hem de ACD
NP'lerinin etkinligini anlamli derecede artirdigi goriilmistiir (RTX icermeyen CD
NP'leri ile karsilastirildiginda p<0.05), NP'lerin RTX'in hiicresel alimini artirmis
olabilecegi ve ACD NP'ler daha kiigiik, daha rijit ve daha katyonik yapida oldugundan,
negatif yiiklii hiicre zarlar1 ile daha etkili bir sekilde etkilesime girdikleri
diisiiniilmektedir. Ayrica ortamda sadece tiimor hiicrelerinin oldugu g6z 6niine alinarak
RTX’in CD20’e ¢apraz baglanmasi sonucu hiicre 6liimii sinyali indiiklemesi ile hiicre

Olumiini arttirabilecegi diistiniilmiistiir (159)

PCD yapisi ise birkag CD'nin birlesiminden olusan daha karmasik bir yapiya
sahiptir. Bu nedenlerle, ACD NP'ler, PCD NP'lerine kiyasla istatistiksel olarak daha

anlamli bir canlilik azalmasi saglamistir.

5.4.4. Antikora Bagimh Hiicresel Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Antikora bagimli hiicre aracili sitotoksisite, hedef hiicrenin antikorlarla
kaplandig1 ve makrofaj hiicreleri tarafindan Ooldirildiigi bir tir bagisiklik
reaksiyonudur ve antikorlarin biyolojik aktivitelerini belirlemede ve biyobenzerlerin

karsilastirilmasinda siklikla kullanilmaktadir (201)

Sitotoksisiteyi belirlemek i¢in yaygin bir yontemlerden biri, hasar gérmiis
hiicrelerden salinan sitoplazmik enzimlerin aktivitesini 6l¢mektir. Laktat dehidrogenaz
(LDH), tiim hiicrelerde bulunan ve hiicre zarinin hasar gormesi durumunda kiiltiir
ortamina hizla salinan stabil bir sitoplazmik enzimdir. Bu 6zellik, apoptoz, nekroz veya
diger hiicresel hasar tiirleri yasayan hiicrelerin temel gostergelerinden biridir. LDH
aktivitesi, laktatin piriivata doniistimii sirasinda iiretilen NADH ile gerceklesen bir
reaksiyonla dlgiilebilir. Bu reaksiyonda, NADH, sar1 tetrazolyum tuzu olan INT'yi 492
nm'de absorbans veren kirmizi, suda ¢Oziiniir bir formazan boya haline indirger.
Olusan formazan miktari, kiiltiirdeki LDH miktariyla, dolayisiyla 6lii veya hasarli
hiicre sayisiyla orantilidir (202). Fasano ve ark, IgG1 izotip monoklonal antikor
tedavisinin ADCC indiiksiyon potansiyelini degerlendirmek i¢in saglikli dondrlerden

elde edilen PBMC’lerden izole edilen NK hiicrelerini kullanarak 13 insan akciger
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kanseri hiicre hattinda in vitro LDH sitotoksisite testi gelistirmigtir. H460 ve H1299
hiicre hatlari, yilksek PD-L1 ve EGFR seviyeleri ile diisiik MHC-I ekspresyonu
nedeniyle NK kaynakli ADCC'ye en duyarli hiicreler olarak belirlenmistir. Avelumab
ve cetuximab kombinasyonu, akciger kanseri hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide sitotoksisite

artirmistir (203).

Literature dayanarak tez calismasinda LDH aktivitesi belirte¢ olarak
kullanilmistir. RTX, Daudi ve Bjab (Diren¢ gelismis ve gelismemis) hiicrelerine
spesifik olarak baglanma sonucu efektor hiicreyi uyarmaktadir. Uyarilan efektor hiicre
tarafindan lizise edilen lenfoma hiicrelerinden salinan LDH miktar1 Olgiilerek lizis
edilen hiicrelerin orani belirlenmistir. Sekil 4.7.5 ile gdsterilen sonuglara gore, RTX
iceren GuaCD NP’lerin her ikisinde de en az serbest RTX kadar efektor hiicreyi
uyardigt belirlenmistir. Bu sonu¢ RTX’in NP hazirlama asamalarinda biyolojik
aktivitesinde kayip olmadigin1 gostermektedir. Aktif hedeflendirmenin basariyla
gerceklestigi ve hiicreye ulasan yapis1t bozulmamis RTX’in sadece hedeflendirme ajani
olmadig1 degil ayni zamanda ADCC ile tedaviye katki sagladigi da ¢ikarilan

sonuglardan biridir.

5.4.5. Kolesterol Ekstraksiyon Calismasi

Kolesterol, hiicre zarlarinin akigskanligini diizenlemede kritik bir rol oynar.
Yiiksek kolesterol seviyeleri, membrani daha sert hale getirerek ila¢ direncini
artirabilir. Bu sertlik, ilaclarin kanser hiicrelerine girmesini zorlastirarak, tedavi
etkinligini azaltabilir. Daha diisiik kolesterol seviyeleri membranin akiskanligini
artirtr, bu da ilaglarin hiicreye girmesini kolaylastirabilir ama ayni zamanda hiicre
hareketliligini artirarak metastazi destekleyebilir (204) Bunun yani sira, kolesterol,
ATP baglanma bdlgesine ait tasiyict proteinlerin aktivitesini de etkiler. Yiiksek
membran kolesterolii, bu tasiyicilarin aktivitesini artirarak kemoterapdtik ajanlarin
hiicrelerden atilmasina yol acabilir, bu da ilag direncini artirir. Ayrica, kanser hiicreleri
genellikle lipid profillerini degistirerek, kolesterol metabolizmasin etkileyen
metabolik adaptasyonlar ge¢irir. Bu adaptasyonlar, tedavi kosullari altinda hiicrelerin

hayatta kalmasini artirarak ilag¢ direncine yol agabilir (204, 205).
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Literatiirde bahsedildigi iizere CD'lerin hiicre membrani lipidleri ile kompleks
olusturma yetenegi iyi bilinmektedir ve Varan ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada,
hiicre kiiltiirii verileri bu bilgiyi desteklemektedir. Sonuglar, anyonik ve polikatonik
CD NP’lerin kolesterol afinitesi araciligiyla hiicre zarinin yapisini bozdugunu acik¢a
gostermektedir. Yiizey yiikii ve lipofilikligin kanser hiicrelerindeki apoptotik etki ve
hiicre zarmin bozulma hizinda 6nemli faktorler oldugu belirtilmistir. Apoptozun,
CD'lerin kolesterol afinitesi sonucu ortaya ¢iktig1 ve bu etkilesimin hizinin molekiiler
agirlik ve kompleks olusturma yetenegi ile belirlendigi sonucuna varilmistir (118).
Akkin ve ark., erlotinib yiiklii amfifilik CD NP kolesterol azaltma etkinligini A549 ve
HepG2 hiicre hatlarinda arastirmiglardir. Her iki hiicre hattinda da pozitif kontrol
grubundan daha az ya da esdeger miktarda kolestrol igerigi bulunmustur. Formiilasyon
uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli sekilde kolesterol seviyeleri
azalmistir. Ayrica zeta potansiyelin kolesterol affinitesini etkilemedigi belirtilmistir

(103).

Tez kapsaminda gerceklestirilen kolesterol ekstraksiyon g¢alismalart sonucu
elde edilen bulgular Sekil 4.7.6 ile gosterilmistir. Calismalar sirasinda pozitif kontrol
grubu olarak metil-B-CD ¢ozeltisi  kullanilmistir.  Elde edilen bulgular
degerlendirildiginde, her {i¢ antikanser ilag yilikli ve RTX iceren ACD NP
formiilasyonu ile inkiibe edilen hiicrelerdeki kolesterol iceriginin (%31,9 +0,2) en az
oldugu ve RTX igermeyen ila¢ yiiklii ACD NP ile inkiibe edilen hiicrelerden ve ilag
¢ozeltisi grubundan anlamli derecede az oldugu gériilmiistiir (p<0,05). Ila¢ yiiklii
ancak RTX icermeyen NP’in kolesterol uzaklastirma etkinligi ilag ¢6zeltileri ile inkiibe
edilen grupla benzer oldugu belirlenmistir. Bos ACD NP ile inkiibe edilen hiicrelerdeki
kolesterol igeriginin ilag ytliklit ACD NP oldugu da gbzlenmistir. Yukarida bahsedildigi
tizere kolesterol ilag direnci gelismesi agisindan biiylik oneme sahiptir. Gelistirilen
formiilasyonlar kaynakli kolesteroliin hiicreden uzaklastirilmasi ile kolesterol kaynakli
direng yolaklarinin dniine gecismis olacaktir .ilag direncini asmak i¢in adimlardan biri
olan membran yapisinin bozulmasi da bu sekilde saglanmis olur. Membran
gecirgenligi artarken daha fazla ilacin hiicre i¢ine alimi miimkiin olur. Elde edilen

sonuclar bu nedenle ila¢ direnci asmada umut vericidir.
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5.4.6. Survivin Deneyi

Kanser tedavilerine karsi gelisen direng, tedavi basarisizliklarinin ve hasta
hayatta kalma oranlarinin diisiik olmasinin baslica nedenlerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Bu direng, genetik, epigenetik ve tiimor mikrocevresi gibi bir¢ok
faktoriin etkisiyle ortaya ¢ikmaktadir. Kanser hiicrelerinin ilag direnci gelistirmesine
katkida bulunan baslica mekanizmalar arasinda ila¢ inaktivasyonu, hiicre i¢ine alinan
ilag miktarinin azalmasi veya disariya atiminin artmasi, ilag hedeflerinin degismesi,
hiicrelerin hayatta kalmasini saglayan yedekleyici yollarin aktiflesmesi, DNA onarimi
ve hiicre 6liimiiniin diizenlenmesi, tiimdr hiicrelerinin esnekligi (plastisitesi) ve timor
mikrogevresinin (TME) diizenleyici rolii bulunmaktadir. Bu diren¢ mekanizmalarinin
iistesinden gelmek amaciyla, ila¢ yamitim ve direncini tahmin edebilecek
biyomarkerlarin belirlenmesi, yeni hedeflerin kesfedilmesi, hedefe yonelik yeni
ilaclarin gelistirilmesi, birden fazla sinyal yolunu hedefleyen kombinasyon terapileri

ve tiimdr mikrogevresinin modiile edilmesi gibi ¢esitli stratejiler onerilmektedir (206).

Anti-apoptotik protein olarak bilinen survivin proteini, birgok tiimor
hiicresinde asir1 ifade edilmektedir, ancak normal hiicrelerde nadiren bulunur.
Kesharwani ve ark., triple-negatif meme kanseri tedavisinde kullanilmak tizere DOX
ve likopen yiikli dendrimer formiilasyonu tasarlamislardir. B16F10 melanom
hiicreleri lizerinde yapilan caligmalarda formiilasyona anti-survivin siRNA dahil
edilmesiyle dendrimer formiilasyonun kardiyak toksisite olusturmaksizin timor
bliytimesini baskiladig1 gosterilmistir (207). Kemoterapotik tedavilerin neden oldugu
hiicre 6liimiinii engelleyerek kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini saglayarak direng
gelisimine katki saglayan survivin miktarini azaltarak direncin Oniine geg¢ilmesine

katki saglanir.

Tez kapsaminda Daudi hiicrelerindeki survivin miktarindaki degisim Tablo
4.7.1 ile gosterilmistir. Survivin antiapoptotik bir protein olup hiicresel dongiilerdeki
gorevi diisiintildiiglinde hazirlanan ilag yiiklii ve hatta bos CD NP hiicrelerindeki
apoptoz tizerindeki inhibitdr aktivasyonunu kontrol grubuna gore anlamli derecede
azalttig1 (p<0,05) ve dolayisiyla hiicrelerde apoptozu indiikleme etkisine sahip oldugu

sdylenebilmektedir. ilag direnci gelismesinde rol oynayan survivin proteinin
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gelistirilen NP formiilasyonlari ile inhibe edebilemesi ilag direnci agilmasi noktasinda
giiclii bir yoldur. Bos NP de inhibisyon etkisi gdstermesi ileriki ¢alismalar ve baska

hastalik tiirleri i¢cin de yeni bir arastirma konusu olarak diistiniilmektedir.

Yukarida anlatildig1 lizere kanser hiicreleri yapisinda bulunan kolesterol
miktar1 da direng gelisimi agisindan 6nemlidir. Clinkii ilag direngli kanser hiicrelerinin
plazma membrani, ilaglara duyarli hiicrelere kiyasla farkli bir lipid bilesimine sahiptir;
bu hiicrelerde kolesterol ve fosfolipid seviyeleri yiiksektir ve protein/lipid oran1 %60°a
kadar artmistir. Ayrica, ilaca direncli kanser hiicrelerinin hafif alkalik sitoplazma pH’1,
negatif yiikleri zayiflatarak lipidlerin siki bir sekilde paketlenmesine ve zarin
sertlesmesine neden olur. Bu nedenle, bu hiicrelerde zarin akigkanlifi azalir ve
gecirgenligi diiser, bu da ilacin emilimini azaltir. Yani hiicre i¢ine alinan ila¢ miktarin
azaltma yoluyla direng gelisimine neden olur. Vinblastin, doksorubisin ve sisplatin gibi

kemoterapotik ilaglar, bu direng mekanizmasina karsi savunmasizdir (208).

Hazirladigimiz aktif hedeflendirilmis ve ilag yiiklii NP formiilasyonlari
sayesinde bu iki direng gelistirme mekanizmasinin Oniine gecildigi gosterilmistir. Bu

sayede tezin amaci olan ila¢ direncinin iistesinden gelme konusunda umut vericidir.

5.4.7. Mitokondri Izolasyonu

Mitokondri hiicreler i¢in enerji iiretir ve mitokondriyal dinamikler olarak
bilinen siirecleri araciligyla morfolojilerini degistirebilirler. Son yillarda yapilan
caligmalar, mitokondriyal dinamiklerin bagisiklik hiicrelerinin  yanitina ve
aktivasyonuna katilabilecegini gostermistir. Kanser hiicreleri, kemoterapi ilaglar
karsisinda biiytimelerini ve canliliklarim1 = siirdiirmek i¢in metabolik yeniden
programlamaya ugrarlar ve bu da mitokondriyal dinamiklerin ve enerjinin hayati
onemini vurgulamaktadir (209). Metabolik yeniden programlama, kanserin en 6nemli

ayirt edici 6zelliklerinden biri olarak kabul edilir (210).

Son yillarda, organel-spesifik biyoaktif molekiillerin iletimi, yiiksek secicilik,
maksimum terapétik etki, minimum yan etki ve diisiik direng elde etmek i¢in kanser
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Mitokondriyi hedef alan terapdtik

stratejiler, mitokondriyal membrani veya matrisi, mitokondriyal metabolizmay1 ve
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mitokondriyal — apoptozu  veya  diizenleyici sinyal yollarm1  dogrudan
etkileyebilmektedir (211). Mitokondriyal membran gegirgenliginin artmasi (MMP)
gergeklestiginde, hiicreler nekroz veya apoptoz gibi ¢esitli 6liim yollariyla 6lecektir.
Oksidatif stresin artmasi ve apoptozisin diizensizlesmesi ve/veya bozulmus oksidatif
fosforilasyon gibi mitokondriyal islev bozuklugu, patofizyolojik mekanizmada hayati
bir rol oynar. Ayrica kanser ve diger hastaliklari iceren diger edinilmis patolojilerin ve
konjenital anomalilerin patogenezini de kontrol ederler (212). Saglikli ve kanserli
mitokondriler, enerji liretim yolu, solunum hizi, zar potansiyeli ve gen mutasyonlari
gibi yap1 ve islev bakimindan farklidir. Saglikli normal hiicrelerde mitokondriler,
hiicrelerin  biiyiime ve Oliim dongiisiinii  silirdirmek i¢in ¢esitli islevlerin

diizenlenmesini kontrol eder (210).

Kanser hiicrelerinde ise mitokondriyal metabolizmanin diizensizligi her zaman
hizla ¢ogalan hiicrelerde daha yiiksek metabolik talep nedeniyle meydana gelir. Kanser
hiicrelerinde kapsamli bir metabolik yeniden programlama vardir. Bazi saglikli
hiicrelere gore mitokondriyal bozulmalara kars1 ¢cok daha hassastirlar. Bu nedenle
mitokondriler, kanseri tedavi etmek i¢in segici hedefleme stratejilerinin
belirlenmesinde kullanilabilir. Literatlirde belirtildigi {izere guanidin, berberin ve
rodamin gibi kii¢iik molekiiller de mitokondriyi hedeflemede kullanilabilmektedir ve
mitokondri hedefli DOX, klorambusil, kamptotesin yiiklii nano tasiyict sistemler

calisilmistir (209).

NP ile mitokondri hedefleme mekanizmalari, kanser tedavisi ve diger
biyomedikal uygulamalarda genis ¢apta kullanilmaktadir. Bu hedefleme
mekanizmalar1 arasinda mitokondriye 6zgii lipofilik katyonlar (TPP), mitokondriye
ozel peptidler (MPP), mitokondri gecirgenlik tranzisyon gozenekleri (mPTP) ve
reaktif oksijen tiirlerine (ROS) duyarli salim mekanizmalar1 6ne ¢ikmaktadir.
Literatiirde mitokondriyel oksidatif hasarin birgok dejeneratif hastaliga yol agtigini ve
bunu Onlemek i¢in mitokondriye 6zgii antioksidanlarin kullanilabilecegini One
stiriilmektedir. Antioksidanlar (6rnegin, ubikinol veya a-tokoferol), pozitif yiikli
trifenilfosfonyum (TPP) katyonu ile konjlige edilerek, mitokondriye birkag yiiz kat
daha fazla birikerek oksidatif hasar1 engeller. Bu bilesikler, kas hiicreleri ve kan-beyin
bariyerini gecerek oksidatif hasarin yogun oldugu dokularda koruma saglar. Bu

sayede, mitokondriyi koruyucu tedavilerin temeli olabilmektedirler (213).
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Guanidin ise giiglii bir organik baz olarak bilinir ve hiicre i¢ine gecis 6zelligi
yiiksek olan TAT peptidinin (cell penetrating peptide) onemli bir bileseni olarak 6n
plana ¢ikmistir (214). Wang ve ark. guanidini N-(2-hidroksipropil) metakrilamid
(HPMA) kopolimerine baglayarak, pozitif yiiklii bu kopolimerin, modifiye edilmemis
olanlara gore 4.27 kat daha yiiksek hiicresel alim ve 24.5 kat daha yiiksek mitokondri
birikimi sagladigin1 bulmustur (215).

Tez galismasi kapsaminda yapilan mitokondri izolasyon analizi sekil 4.7.7°da
gosterilen sonuglara gore her iki GuaCD tiirevinin de daha fazla miktarda DOX’i
cozelti formuna gore mitokondriye wulastirdigt sdylenebilir. Aynm1 miktarda
doksorubisin i¢eren Orneklerden, PCD tiirevinin Daudi hiicrelerinde 1,32 kat ACD
tiirevinin ise 1,44 kat fazla DOX’u mitokondriye ulastirdig1 belirlenmistir. Direncli
Bjab hiicrelerinde ACD formiilasyonu ¢ozelti formuna gore yaklasik {i¢ kat fazla
DOX’u mitokondriye ulastirirken, PCD formiilasyonu ve ¢6zelti arasinda anlamli bir
farklilik goriilmemistir. Direngsiz Bjab grubunda ise ACD formiilasyonlar1 DOX
iletimini 4,5 kat arttirirken, PCD formiilasyonlar: yaklasik 2 kat arttirmisti. ACD NP
direncli hiicrelere ilag tasinmasini arttirabilecegi ve ¢ifte hedefleme stratejisinin
(guanidin ve RTX ile) direncli hiicrelerde de bu sayede ise yarayabilecegi

gosterilmistir.

NP formiilasyonlar1 sayesinde mitokondriye daha fazla DOX iletilebilmesi
daha oOnce de belirtilen kanser hiicrelerinde tedavi ile mitokondri membran
gecirgenliginin artmasina ve guanidin grubu sayesinde katyonik yiiklii nanopartikiiller
elde edilmesine baglanmigtir. Hiicre membraninda oldugu gibi siklodekstrinler
sayesinde mitokondri membran lipid oraninin degistirilebilecegi diistiniilmiistiir.
Ayrica tiimor hiicresine iletilen ila¢ miktarinin artmasi da mitokondri etrafinda
akiimiile olan ila¢ miktarini arttiracaktir. Her iki hiicre grubunda da ¢ozeltiye gore artis
gbzlenmesine ragmen direncgli hiicrelerde bu oran daha azdir ve PCD ile ¢ozelti
arasinda anlamli fark bulunamamistir. Direngli hiicreler direngsizlere kiyasla hem
mitokondri hem de hiicre membrane agisindan daha siki bir yapidadir. O nedenle
direngsiz hiicrelerde daha fazla ilag alimi saglanmasi normaldir. PCD ve ACD
formiilasyonlar1 arasindaki fark ise boyut ile agiklanabilir. PCD NP’ler ACD’lerden
daha biiyiiktlir ve bu nedenle membranlardan geg¢isi daha zordur. Ayrica ACD NP!ler
PCD NP’lerden daha katyoniktir. Bu da negative yiiklii olan mitokondri membrane ile
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etkilesimi arttiran bir faktordiir. Literatiirde guanidin grubu ile mitokondri hedeflemesi
cesitli NP ile ¢alisilmistir (216) ancak siklodekstrin ile ¢alisan grup bulunmamaktadir.

Bu nedenle ¢alisma bu konuda da ilktir.

5.4.8. P-gp Inhibisyonunun Belirlenmesi

P-glikoprotein (P-gp), bir disa akis (efflux) membran pompasi olarak viicutta
genis bir dagilima sahiptir, yabanci veya toksik maddelerin hiicre i¢ine alimini
sinirlamaktan sorumludur. Yapisal olarak farkl yiizlerce terapétik ajan bu tasiyicinin
substrati olup, bu ajanlarin hiicre i¢ine emilimini, gecirgenligini ve hiicrede tutulmasini
engelleyerek onlart hiicre disina atar. P-gp, kanser hiicrelerinde asir1 sekilde eksprese
edilir ve kemoterapdtik ajanlarin hiicreye girisini engelledigi gibi, kanser hiicrelerinde
antikanser ajanlara diren¢ gelisiminden sorumludur. Bu durum, ilaglarin hiicre icine
alimin1 ve hedeflemesini tehlikeye attig1 i¢in, P-gp aracili ilag¢ disa taginimini agmak

i¢in stratejiler gelistirilmektedir (217).

Stratejilerin amaci, P-gp'nin etkisini secici olarak bloke etme yetenegi yoluyla
artirllmis ilag biyoyararlanimi, hedeflenen organda ilacin hiicresel alim1 ve daha etkili
kanser tedavisi elde etmektir. Inhibitdrler, substratlar kadar yapisal olarak gesitlidir.
Bir¢ok inhibitdr (verapamil, siklosporin A, trans-flupentiksol, vb.) P-gp tarafindan
taginir (218). Hem kemoterapdtik ajan hem de inhibitdr ajan tasiyici sisteme dahil

edilerek P-gp ile ilgili zorluklar asilabilir.

Bir diger strateji ise P-gp'nin ilaglar1 digar1 atmasini engellemek i¢in anti-P-gp
monoklonal antikorlarinin kullanilmasidir. Bu siiregte antikor, ila¢ yiklii tasiyici
sisteme baglanir ve ilag disa atimini yeterince inhibe edebilir. Matsuo ve ark., VRC
yiukli lipid NP baglanmis anti-P-gp monoklonal antikorlart (MRK-16),
hedeflenmemis NP kiyasla direngli insan miyeloid 16semi hiicre hatlarinda daha fazla
sitotoksisite gosterdigini bulmuslardir. Bu sayede P-gp aracili diren¢ mekanizmasi
kismen asilmistir (219). Goren ve ark. ise folik asit ile aktif hedeflendirilmis DOX
yuklii lipozomlarda folat reseptoriinii asir1 ifade eden tiimor hiicrelerini hedeflemek
icin kullanilmislardir. Folat reseptorii araciliiyla hedeflenen lipozomal DOX M109-
HiFR hiicrelerinin ¢oklu ilag direngli alt tipine (M109R-HiFR) alimi, P-gp aracili ilag
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disa atimindan etkilenmemistir. Bu durum, serbest DOX alimina tamamen zit bir etki

gostermistir (220).

Ayrica P-gp geninin siRNA aracili susturulmasi da kullanilan stratejiler
arasindadir. Malmo ve ark. yaptiklart ¢alismada sigan endotel hiicre hattinda
calismislardir ve anti-P-gp-siRNA yiiklii kitosan NP ile inkiibasyon sonucu anti-P-gp
siRNA ile tarnsfiize edilmislerdir. Bu sayede P-gp seviyleri diismistiir. Daha sonra
hiicrelerde DOX etkinligi Alamar Blue testi ile hiicrelerin metabolik akitivitelerini
Olcerek belirlenmistir ve P-gp diistikliigii olan hiicrelerde belirgin derecede metabolik

aktivite azalmas1 olmustur (221).

Tez kapsaminda yaptigimiz ¢alismada RTX ile hedeflendirilmis DOX yiikli
ACD ve PCD ile yapilan caligmada negatif (PBS) ve pozitif (Verapamil) kontrol
gruplarina oranla her iki formiilasyon grubu i¢in istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
gorlilmiistiir. Hem direng gelismis hem de gelismemis hiicrelerde CD NP
formiilasyonlarinin hiicre i¢ine ilag alimina yardimer oldugu belirlenmistir. Direng
gelisen hiicrede ACD NP formiilasyonu Verapamile yakin sonuglar verse de direng

gelismemis hiicrelerde tam tersi sonug elde edilmistir.

Benzer sekilde Pawar ve ark. yaptig1 ¢alismada kuersetin (QCT) ve DOX yiikli
S-CD polimer ile P-gp aracilifiyla meydana gelen ¢oklu ilag direncini (MDR) agmak
i¢in ilag tasiyici sistem (B-CDP/QD NCs) gelistirmislerdir. QCT nin P-gp inhibe edici
etkisinden yararlanilmistir. Ayrica CD tasiyici sistemlerin hiicresel ilag alimini
arttirdigini da belirtmislerdir. Rhodamine-123 boyama yontemi kullanilarak P-gp'yi
asirt ifade eden MDR KB-ChR 8-5 kanser hiicrelerinde mitokondriyal membran
potansiyelindeki (MMP) degisiklikleri incelemislerdir. Sonuglar, B-CDP/QD
NC’lerin, P-gp'nin etkinligini inhibe ederek ve MMP'yi etkileyerek kanser
hiicrelerinde apoptozu indiikledigini ortaya koymustur (222).

Literatiirden ve yaptigimiz ¢alismadan yola ¢ikarak DOX, P-gp substrati
olmasindan dolay1 hiicre i¢ine alimi ¢ozelti formunda az olmaktadir ancak ACD NP
formiilasyonu sayesinde P-gp aracili disa atimin azaldigin1 ve DOX hiicresel alimin
ilag tasiyict sistemler araciligr ile arttigin1 sdylemek miimkiindiir. Ilacin hiicre icine
girisinin  arttirilmasiyla da mitokondri hedeflemenin daha kolay oldugu

diistinilmiistiir.
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5.5. 3B Tiimor Modeli Calismalari

Ug boyutlu (3B) hiicre kiiltiirleri, geleneksel iki boyutlu (2B) hiicre kiiltiirii
sistemlerine kiyasla 6nemli avantajlar sunarak kanser arastirmalarinda degerli araglar
olarak ortaya c¢ikmistir. Kanser arastirmalarinda 3B hiicre kiiltiirliniin temel
faydalarindan biri, kanser hiicreleri ile onlar1 ¢evreleyen stroma arasindaki karmagik
etkilesimleri 6zetleyebilme yetenegidir. Tiimorler yalnizca kanser hiicrelerinden degil,
ayn1 zamanda stromal hiicreler, bagisiklik hiicreleri ve kan damarlar1 da dahil olmak
tizere ¢esitli diger hiicre tiplerinden olusur. Bu modeller, geleneksel 2B hiicre kiiltiirleri
ve hayvan modelleri arasinda koprii kurarak klinik Oncesi aragtirmalar i¢in uygun

maliyetli, 6lgeklenebilir ve etik bir alternatif sunar (223).

Foxall ve ark., 3B bir kiiltiir sisteminde tiimor mikro ortaminin (TME) temel
bilesenlerini ¢ogaltarak mevcut ve yeni tedavilerin in vitro test edilmesini
kolaylastiran yeni bir difiize biiylik hiicreli B hiicreli lenfoma (DLBCL) modeli
gelistirmislerdir ve DLBCL 'nin fagositoz i¢in uygun bir hedef olup olmadigini,
geleneksel 2B ve 3B kiiltiir sistemlerini karsilagtirarak incelemislerdir. Kontrol i¢in
anti-CD tiirevi RTX uygulanmistir. DLBCL 2B kiiltiirde, bu hiicrelerin %98'1 in vitro
ortamda o6ldiigiinii., ¢linkii dogal ortamlarindaki gibi ¢ok karmasik etkilesimler
yasamadiklarini, 3B ortamda ise daha uzun siire hayatta kaldiklarini ¢linkii bu yapinin,
dogal mikrogevreyi daha iyi taklit ettigini ifade etmislerdir. 3B kollajen bazli spheroid
modelinde, RTX ile tedavi edilen DLBCL hiicrelerinde fagositoz diizeyleri, 2B'ye
kiyasla daha diisiik gézlemlemislerdir. 3B sistemde ayrica makrofajlar ve fibroblastlar
gibi diger hiicreler de isin icine girmistir ve RTX etkisi daha gercekei
gbzlemlenebilmistir (224).

Sekil 4.8.1°de gosterilen bulgulara gore 48 saatlik inkiibasyon sonunda ilag
yiiklii NPlerde ve ilag c¢ozeltilerinde %70’in iizerinde hiicre canlilig1 goézlenmistir.
Bununla birlikte ilag¢ yiiklii CD NP formiilasyonlarinin her ikisinde de hiicre canlilig
ilag cozeltilerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktiir (p<0,05). 72
saatlik analiz sonuclarinda ise biitiin gruplarda hiicre canliliginda dramatik disiis
oldugu goézlenmistir. En az hiicre canliliginin RTX-DOX+CYC+VRC-ACD NP

oldugu gozlenmistir. Direngli ve direngsiz hiicrelere ait 48 saatlik veriler
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incelendiginde beklendigi gibi direngsiz hiicrelerde daha fazla 6liim goézlenmistir ve
en etkili formiilasyon RTX-DOX+CYC+VRC-ACD NP’diir. Direngli grupta ise
canlilik oran1 % 60 civarlarina diiserken en etkili formiilasyon yine RTX-
DOX+CYC+VRC-ACD NP olmustur. Cozelti formuna gére NP formiilasyonlari
istatistiksel olarak anlamli derecede etkilidir ve formiilasyona RTX eklenmesiyle
etkililik daha da artmaktadir. Bu da hedeflendirmenin ise yaradiini gostermektedir

(Sekil 4.8.2).

Sekil 4.8.3 ile gosterildigi gibi 3B lenfoma sferoidlerinde etkin madde miktar
ayni olan formiilasyonlarin farkli etkilerinin oldugu mikroskop yardimiyla
goriintiilenmistir. {lag ¢dzeltileri uygulanan sferoidlerin genel olarak kiiresel yapisini
korurken siklodekstrin tiirevi ile inkiibe edilen sferoidlerde kiiresel yapinin bozuldugu

acikca gozlenmistir.

3B hiicre kiiltiirii sonuglar1 konvansiyonel hiicre kiiltiirii ¢alismalartyla birlikte
degerlendirildiginde her iki grupta da RTX-DOX+CYC+VRC-ACD NP
formiilasyonun en etkili oldugu belirlenmistir. 2B hiicrelerde elde ettigimiz sonuglari
3B hiicrelerde dogrulamis olmamiz formiilasyonlarin etkisini daha net ifade etmistir.
3B hiicre kiiltiirii sonuclar1 TME ile etkilesiminde dolayr daha gercek¢i sonuglar
saglamistir. Hayvan caligmalarina gegmeden dnce optimum formiilasyonu belirleme

acisindan olduk¢a 6nemlidir ve hayvan calismalarini 6ngorebilmemizi saglamistir.

5.6. Hayvan Calismalari

Tez caligmas1 kapsaminda gelistirilen iki farkli CD NP lii arasinda in vitro
karakterizasyon ve in vitro hiicre kiiltiirii calismalar1 sonuglar1 gz 6niine alinarak en
1yi sonuglart gdsteren formiilasyon olduguna karar verilen RTX ile hedeflendirilmis
ilag yiiklii ACD NPlerin in vivo etkililik, giivenlilik ve biyoyararlanim caligmalari
gerceklestirilmistir. Ayrica deneysel calisma sonunda elde edilen tiimor dokulari

histopatolojik olarak incelenmistir.
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5.6.1. Giivenlilik Calismasi

ALT (Alanin aminotransferaz) ve AST (Aspartat aminotransferaz), karaciger
fonksiyonlarmin degerlendirilmesinde sik¢a kullanilan iki 6nemli biyokimyasal
enzimdir. Bu enzimler, amino asit metabolizmasinda yer alirlar ve karaciger
hiicrelerinde yiiksek miktarda bulunurlar. Hasarli karaciger hiicrelerinden kana salinan
bu enzimlerin seviyeleri, karaciger hasarini belirlemede 6nemli bir gosterge olarak
kullanilir. AST, karaciger hasar1 sirasinda da ytikselir, ancak kas hasar1 veya kalp
rahatsizliklart gibi diger organlarla ilgili sorunlar nedeniyle de artabilir (225) NP,
karaciger hiicrelerinde oksidatif stres, enflamasyon, hiicre zarinda hasar,
mitokondriyal disfonksiyon ve apoptoz gibi ¢esitli mekanizmalarla hasara yol agabilir.
Bu durum, karaciger hiicrelerinden ALT ve AST gibi enzimlerin kana sizmasina neden
olur, bu da karaciger fonksiyon bozuklugunun bir gostergesidir. Ozellikle NP’lerin
karacigerde birikmesi ve hiicre i¢i yapilarin zarar gérmesi, bu enzimlerin yiikselmesine
yol acarak toksisiteyi isaret eder. Bu nedenle NP bazli tedavilerin giivenliligi

degerlendirilirken bu enzimlerin takibi 6nemlidir (226).

Abdelhalim ve ark., 12 haftalik ratlar1 3 giin boyunca gold NP re (GNP) maruz
birakmiglardir. 10 ve 50 nm biiyiikliglinde ayr1 ayr1 iki grup halinde GNP uygulanan
ratlarda toksisiteyi karsilagtirmak acisindan aspartat aminotransferaz (AST), gama-
glutamil transferaz (GGT), alanin transaminaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP), iire
(UREA) ve kreatinin (CREA) degerlendirilmistir. AST degerleri kontrol ile
karsilagtirildiginda 10 ve 50 nm GNP'lerin uygulanmasiyla artmistir. ALT degerleri ise
10 ve 50 nm GNP'lerin uygulanmasiyla kontrole kiyasla azalmistir. Partikiil
biiytikliikleri acisindan kiyaslandiginda ise ALT ve AST degerlerinin 10 nm GNP
uygulanan grupta anlamli derecede 50 nm GNP uygulananlara gore daha yiiksektir.
Boylelikle partikiiliin fiziksel 6zelliklerinin toksisite agisindan 6nemi ve optimize

edilmesi gerektigi vurgulanmistir (227).

Diger bir literatiir 6rnegi olarak Sakai ve ark.’nin gelistirdigi Adamantan-HSA
konjugatt ve FA-MBCD ile olsturulmus kompleks ile tedavi edilen Balb/c nu/nu
farelerde formiilasyonun giivenliligini degerlendirmislerdir ve FA-MBCD’nin tek
basina tekrarlanan uygulamasi, serumdaki AST ve ALT seviyelerini artirmistir, bu

arti, uzun vadeli tekrarlanan uygulamalarin karaciger hasarina neden olabilecegini
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diistindiirmiistiir. Buna karsin Ad-HSA/FA-MBCD kompleksinin tekrarlanan
uygulanmasi, serum AST veya ALT seviyelerini artirmamistir. Bu sonuglar, Ad-
HSA/FA-MBCD kompleksinin FA-MBCD'min kanda dolasim siiresini arttirirken
giivenliligini de arttirdigin1 gostermistir (164).

Tez kapsaminda yaptigimiz c¢alismalar sonucunda kullandigimiz CD
tiirevlerinin Balb/c farelerde neden oldugu ALT ve AST seviyeleri Ol¢lilmiistiir. ACD
ve PCD tiirevleri ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig:
bu nedenle ALT/AST seviyelerini yiikseltmedigi bulunmustur. Bu c¢alisma hayvan
deneylerinin baginda kullandigimiz CD tiirevlerinin hayvan iizerinde toksik etkisi olup
olmadigint belirlemek amaciyla yapilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
belirlenen dozda verilen CD tiirevlerinin hayvanlar iizerinde toksik etkisi olmadig1

belirlenmistir ve hayvan deneylerine bu sekilde devam edilmistir.

5.6.2. Plazma Profili Belirlenmesi

Intravendz uygulanan hidrofilik ilag molekiilleri, glomeriiler filtrasyondan
sonra yetersiz geri emilim nedeniyle genellikle hizli bobrek klerensine ugrar. Buna
karsin, lipofilik ilaclar, safra veya bobrek yoluyla atilmadan once karacigerde
biyotransformasyona ugrayarak hidrofilik metabolitlere déniisiir. Ilaglarin NP icinde
enkapsiile edilmesi, artan partikiil biiylikliigli nedeniyle bobrek klerensini azaltir
(bobrek klerensi i¢in sinir <15 nm’dir). Ayrica, NP formiilasyonlar: lipofilik ilaglar
karacigerdeki metabolize edici enzimlerden koruyabilir (228). Bu nedenle hidrofilik
ilaclarin plazma profilini degistirmek adma ilag tasiyict sistemler siklikla
caligmaktadir. Elde edilen biyolojik materyallerden madde miktar1 tayini i¢in ise LC-
MS/MS siklikla kullanilmaktadir. LC-MS/MS kiiciik molekiillii ilaglar i¢in standart bir
biyoanaliz yéntemi olup, son zamanlarda NITS in vivo ila¢ salim siirecini incelemek
icin de tercih edilen bir yontem olarak kabul edilmektedir (229). LC-MS/MS
tekniginin giicii, yliksek analitik seciciliginde yatmaktadir. Kantitatif analiz i¢in bir
numune, matrisin bazi karmagsikliklarii gidermek amaciyla seyreltme veya
saflagtirma yoluyla 6n islemden gegirilir ve ardindan sivi kromatografi sistemine
enjekte edilir. S1vi kromatografi mobil fazi, analiti tagiyarak kiitle spektrometresinin
kaynagina girer ve burada gaz faz1 iyonlari iiretilir. Ilk kiitle analizorii, gelen iyonlar:

filtreleyerek yalnizca oncii iyonlarin ¢arpigma hiicresine dogru ilerlemesine izin verir.
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Carpisma hiicresinde, dncii iyonlar iirlin iyonlarina pargalanir ve bunlar tandem kiitle
spektrometresinin son asamasinda analiz edilir(230). Gilkey ve ark., fizyolojik temelli
farmakokinetik (PBPK) model kullanarak floresan isaretli NPlerin farelerde akut
lenfoblastik 16semi (ALL) tedavisi i¢in deksametazon kontrollii salimi sirasinda
viicutta nasil dagildig1 ve hangi konsantrasyonda bulundugu anlamak istemislerdir.
Model, NP’lerin faredeki plazma ve organlardaki (karaciger, dalak, bobrekler)
konsantrasyonlarin1 simiile ederek NP’lerin biyodagilimini1 incelemektedir. NP’ler
karaciger, dalak ve bobreklerde hizli bir sekilde birikirken plazma konsantrasyonlari
hizla diismiistir. Bu sonuglar, daha once yayinlanmis in vivo verilerle tutarli

bulunmustur (231).

Tez calismast kapsaminda LC/MSMS ile elde edilen sonuclar incelendiginde,
tiim ilaclar i¢in beklendigi tlizere ilk zaman noktasinda ilag¢ ¢ozeltisi verilen grupta

serumdaki ila¢ miktar1 NP salinan ila¢ miktarina gore daha fazladir.

DOX ¢ozeltisi ve RTX-DOX-ACD NP’e ait grafik incelendiginde zamana
bagli azalan bir plazma profili ¢izerken DOX vyiikkli ACD NP formiilasyonu
konsantrasyonu 2.saate artmis ve sonrasinda azalan bir profil ¢izmistir. AUC degerleri
arasinda ytliksek bir fark bulunmazken yarilanma 6mrii NP formiilasyonu ile 2 kat
artmistir. Bu da bize ilacin viicuttan iki kat daha yavas elimine edilecegini ve bu sayede
daha uzun siire terapdtik dozda kalarak etki siiresini uzatabilecegi anlamina gelir.
Ayrica ¢ozelti ile karsilastirildiginda daha seyrek dozlama yapilmasi gibi bir iistiinliik
saglar. Vd oran1 ¢ozeltide daha diisiiktiir, bu ilacin plazmada kalmaya daha yatkin
oldugunu ve NP formiilasyonlarina gére dokulara ge¢isinin daha simirli oldugunu

gosterir.

CYC c¢ozeltisi ve RTX-CYC-ACD NP’e ait grafik incelendiginde her iki
formiilasyon i¢in de azalan bir profil goriilmektedir. AUC degeri neredeyse iki kat
diiserken yarilanma omrii de 3 dk kadar kisalmistir. Ayrica NP formiilasyonu ile
birlikte klerens ve Vd degeri artmistir bu da NP formiilasyonunun ¢6zelti formuna

kiyasla daha hizli elimine edilebilecegi diisiincesini dogurmustur.

VRC cozeltisi ve RTX-VRC-ACD NP’e ait grafik incelendiginde ise ¢ozelti
formunda son zaman noktasina kadar VRC konsantrasyonlar1 yakin ¢ikarken NP

formiilasyonunda artan bir profil goriilmektedir. Bu da “burst effect” goriilmedigini
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kontrollii bir salim saglandigint gostermistir. NP formiilasyonu sayesinde klerens
degeri azalirken yarilanma omrii 2 kattan fazla artmistir. Bu sayede eliminasyonun

¢oOzeltiye gore oldukea yavas olacagi ve ilaca maruziyetin artabilecegi belirlenmistir.

Tmax ve Cmax degerleri ise DOX ve VRC i¢in NP formiilasyonlarinda uzama
ve artig gostermistir. Bu da formiilasyonlarin kontrolli salim yapabildigini ortaya
koyarken viicutta daha sabit bir konsantrasyonda kalmay1 ve yan etkilerin azaltilmasini
saglayabilmektedir. CYC i¢in ise ¢ozelti ve NP formiilasyonu arasinda anlamli fark
bulunmamastir. Bu nedenle “burst effect” ile ilact hizlica saldig1 ve bu nedenle de kolay

elimine edildigi diistiniilmiistiir.

Calisma sadece ilaglarin ¢ozelti formlar1 ve NP formiilasyonlar1 kendi iginde
degerlendirilerek yapilmistir. Ancak tedavi formu olarak {i¢ ilacin NP formlarinin
fiziksel karigimi kullanilacaktir. Bu nedenle parametrelerde degisiklik olabilecegi

diistiniilmektedir.

5.6.3. Antitiimoral Etkinlik

Hayvan deneyleri, kanser arastirmalarinda ve yeni tedavi yoOntemlerinin
gelistirilmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Bu ¢alismalar, insan hastaliklarinin
patofizyolojisini anlamaya ve potansiyel tedavi stratejilerini test etmeye olanak tanir.
Ozellikle onkoloji alaninda kullanilan hayvan modelleri, tiimorlerin biiyiime
dinamiklerini ve tedaviye yanitlarini gozlemlemek i¢in 6nemli bir ara¢ sunmaktadir
(232). Ornegin Wu ve ark. Balb/c farelerde hepatoseliiler karsinoma (HCC)
olusturmuslardir. Karnozik asit bazli nanotasiyicilar (CA-NBF) kullanilarak anti-PD-
1 antikorunun tedaviye duyarlilik kazandirici etkisi olup olmadigini incelemislerdir ve
CA-NBF, anti-PD-1 ile birlikte uygulandiginda, tiimor biiyiikliigiinde ve agirliginda

onemli bir azalma oldugunu ortaya koymuslardir (233).

Tez kapsaminda A20 miirin lenfoma hiicreleri ile singenetik fare modeli
olusturulmus olup antitiiméral etkinlik i¢in kullanilmistir (234). Literatiirde bu hayvan
modeli bulunmaktadir ancak R-CHOP tedavi rejimini ilag tasiyict sistem ile formiile
edilmis bir calisma bulunmamaktadir ve dolayisiyla yaptigimiz hayvan calismalari

literatiirde bir ilktir.
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6 gruptaki her bir fare kendi grubuna ait formiilasyonu 5 kez almis olup, 5.
dozdan 48 saat sonra tiim hayvanlar sakrifiye edilmis ve tiimor ve organlar
cikartilmistir. Bu siirecte bazi farelerin anjiyogenez kaynakli deri yiizeyinden de belli
olan kanama ve kabuklanma goriilmiistiir. Ayrica yine ylizeyden belli olan doku
bozulmalar1 bazi gruplarda tiimériin nekroza gittigini gdstermistir. Ozellikle kontrol
grubunda bulunan hayvanlarda bu durumlar agikca gozlenmis ve bir hayvan
tiimoriiniin tamamin1 yerken (bu nedenle deneyden dislanmistir) bir hayvan da

tiimoriiniin i¢ini dolduran nekrotik siviy1 bosaltmustir.

Clynes ve ark.’nin g¢aligmalar, ADCC'nin 6nemine dair en giicli kanitlari
sunmaktadir; bu ¢alismada, antikorun, yaygin FcRy zincirine sahip olmayan farelerde
etkili olmadigi, ancak normal farelerde etkili oldugu bulunmustur (233). Ayrica,
FcyRIIb adi verilen inhibitor reseptoriin eksik oldugu farelerde monoklonal antikor
tedavisinin antitimor etkisinin arttig1 gézlemlenmistir. Bu bulgular, antikor ile FcR
arasindaki etkilesimlerin tedavi etkinligini belirlemede merkezi bir rol oynadigin
gostermektedir (235). Bir diger drnekte ise Voltan ve ark. yaptig1 ¢alismada nutlin-3
yikli RTX kapli PLGA NP’lerin JVM-2 (insan losemik hiicre hatt1) 16semik
ksenograft farelerde ¢ozelti, hedeflendirilmemis veya bos NP gruplarina kiyasla
anlaml derecede etkili terapdtik aktivite gosterdigi ve hayatta kalma oranini arttirdigs
belirlenmistir. Ayrica in vitro hiicre kiiltiirii caligmalarinda gosterildigi tizere RTX
kapli NP’ler kompleman kaskadi aktive edebilmis ve hiicreye bagl sitotoksisiteyi
baslatmistir. Bu nedenle in vivo deneylerdeki basar1 hem nutlin-3’iin sitotoksik

etkisine hem de RTX’in hiicreye bagl sitotoksisiteyi baglatmasina baglanmistir (236).

Tez kapsamnda sakrifiye edilen hayvanlarin tiimorleri ¢ikarildiginda timor
cevresinde yagl bir doku oldugu goriilmiistiir. Bu yagli doku bos ACD NP ve kontrol
grubunda daha kat1 bir yapida iken RTX igeren gruplarda daha serbest hale gelerek
akigkanlagmaya baglamistir. Ayrica bu yagli dokunun zamanla tiimor ile biiyiidiigii ve
ilag direncini etkiledigi diistiniilmiistiir. Tiimore ait hesaplanan geometrik ortalamasi
I’in iizerinde olan hayvanlarda tedavi almalarina ragmen tiimor hizla biiyiimeye
devam etmistir. Geometrik ortalamasi 0,8-0,9 civart olan tedavi grubu olan RTX-
DOX+CYC+VRC ACD NP uygulandiginda tiimor boyutu 3.doz ve sonrasinda sabit
kalmistir. Kalan tiim gruplarda tiimor biiyiimesi devam ettigi i¢in RTX-

DOX+CYC+VRC ACD NP’nin daha etkili oldugunu séylemek miimkiindiir. Ozellikle
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klinikte kullanilan ¢ozelti formu ile karsilagtirdigimizda timor biiyiimesini

yavaglattig1 goriilmiistiir. Bu da daha etkin bir tedavi sagladigini ortaya koymaktadir.

Timor agirliklar acisindan degerlendirildiginde ise en diisiik agirligin RTX-
DOX+CYC+VRC ACD NP uygulanan grupta oldugu goriilmektedir. Karaciger,
akciger ve dalaklari da c¢ikarilip incelenen farelerde hicbir grupta metastaz
goriilmemistir. Ancak yagli dokunun sirttan karin i¢ine dogru biiylimesiyle organlari
sardig1 gorilmiistiir. Sonug olarak tiimorler biiytlikliik, biiylime hiz1, agirlik ag¢isindan
degerlendirildiginde en etkili grubun RTX-DOX+CYC+VRC ACD NP oldugu ortaya
konmustur. Ayrica RTX-DOX+CYC+VRC ACD NP’in RTX
¢0zeltisitDOX+CYC+VRC ACD NP ‘e karsi1 daha etkili olmas1 CD-adamantan
etkilesimin basarili oldugunu ve hedeflendirme bolgesine kadar RTX’in salinmadigini

gostermistir.

Bu nedenle aktif ve pasif hedeflemenin basariyla gerceklestirildigi, timor
bolgesine ulagan NP sistemde antikanser ilaglarin sitotoksik etkisi sayesinde ve hiicre
kiiltiirii sonuglarinda da belirtildigi gibi RTX’e baglt ADCC kaynakli, CDC kaynakli

veya dogrudan 6liim sinyalini indiikleyerek apoptozu sagladiklari diigiiniilmektedir.

5.6.4. Histopatolojik Inceleme

Tiimor histopatolojik inceleme, tiimor hiicrelerinin mikroskop altinda detaylh
olarak ince lenmesini igeren bir prosediirdiir. Bu inceleme, hiicresel yapilarin, timor
tipinin ve yayilimmin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Tiimdr histopatolojisi,
kanser teshisi, siniflandirilmasi1 ve tedaviye yanitin degerlendirilmesi gibi kritik

kararlar almak icin kullanilir (237, 238).

Erdogar ve ark., folat konjuge siklodekstrin (FCD-1/FCD-2) NP bagh
paklitakselin (PCX), Cremophor EL bazli PCX ¢ozeltisi ile karsilastirilarak antitiimor
etkisini degerlendirmek amaciyla Balb-c farelere tiimor hiicresi enjeksiyonundan
sonra timor boyutu, hayatta kalma orani ve histopatolojik goriintimleri ¢alisilmiglardir.
Histopatolojik olarak, kontrol grubunda tiimdr dokusunda hasar, vakuolizasyon ve
hiicreler aras1 6dem gozlenmistir. PCX yiiklii FCD-1 NP ile tedavi edilen grupta, meme

dokusunda belirgin bir hasar goriilmemis ve NP daha yiiksek miktarda biriktigi tespit
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edilmistir. FCD-2 NP tedavi edilen grupta ise hiicreler arast 6dem ve daha fazla
hiicresel hasar gozlemlenmistir. Sonug olarak, FCD-1 NP gecikmeli salim ve uzun
dolasim siiresi sayesinde daha yiiksek antitimor etkinlik gostermis, biyouyumlu

bulunmus ve meme kanseri tedavisi i¢in uygun oldugu sonucuna varilmistir (239).

Tez caligmasi kapsaminda yapilan timor incelemeleri sonucu cografi yaygin
nekrotik alanlar tiim gruplarda mevcut bulunmustur. Literatiirde ¢esitli caligmalarda,
tiimor nekrozu ve tiimdr heterojenligi arasindaki iliskiler arastirilmistir. Ornegin,
kanser hiicrelerinin beslenmesi ve biiylimesi i¢in gerekli olan damar olusumu eksikligi,
nekrotik alanlarin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegi ortaya konmustur. (240, 241).
Subkiitan uygulanarak elde edilmis bir tiimor dokusu olusturdugumuz i¢in anjiogenez
olusmast daha zordur. Bu nedenle tiim gruplarda nekrotik alan goriildigi

distiniilmistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Non-Hodgkin lenfoma (NHL), giiniimiizde hala tedavi edilemeyen bir kanser
tiirdi olup, niifus artis1 ile bu hastaliklarin daha da yayginlasacagi dngoriilmektedir. Bu
calisma, klinikte NHL tedavisinde yaygin olarak kullanilan antikanser ilaglar1 nano
boyutlu ilag tasiyici sistemler ile birlestirilerek etkililiginin artirilmasina yonelik bir
yaklasim sunmaktadir. Mevcut tedavi yoOntemlerinin yetersiz kalmasinin temel
nedenleri arasinda, 6zellikle R-CHOP rejiminde kullanilan ilaglara karsi gelisen ¢oklu
ilag direnci yer almaktadir. Bu noktada, antikor temelli hedefleme stratejilerinin

kullanilmasi, tedaviye yonelik etkili bir alternatif sunmaktadir.
Tez ¢alismasindan elde edilen bulgular incelendiginde;

Mitokondriyi hedeflemeyi saglayan Guanidin grubu iceren siklodekstrinler
kullanilarak NHL hiicrelerinde fazlaca eksprese edilen CD20’i hedeflemeyi saglayan
RTX ile aktif hedeflendirilmis ve klinikte kullanilan DOX, CYC ve VRC ilaglar
yiiklenmis NP formiilasyonu hazirlanmasi (RTX-DOX+CYC+VRC ACD NP) ve dual

hedeflendirme stratejisinin basariyla gerceklestirildigi ortaya konulmustur.

Ayn1 zamanda tedavide de etkili olan RTX’in yapisal biitiinliigii ve etkinligi NP
baglandiktan sonra da korunmustur bu sayede aktif hedeflendirme ve ADCC’e bagh

aktivite saglanmstir.

Mitokondri 1zolasyonu g¢aligmas1 yapilarak NPlerin mitokondriye daha fazla
ilag tasidigr bulunmus ve bu sayede Guanidin grubunun hedeflemede basarih

oldugu kanitlanmistir.

Elde edilen NP’lerin partikiil biiyiikliiklerinin 200 nm'nin altinda olmasi, EPR

etkisiyle tiimore pasif hedeflendirmenin de saglandigini gostermistir.

Hiicre kiiltiiriinde yapilan antitimoral ¢calismalar hem direngli hem direngsiz
hiicre gruplarinda o6zellikle ACD ile hazirlanan formiilasyonun konvansiyonel

tedaviden daha etkili oldugunu ortaya koymustur.

Akis sitometri ile 6liim mekanizmalar1 incelenerek antitiimoéral sonuclar
dogrulanmis ve aydinlatilmistir. Ayrica diren¢ gelistirme asamasinin basarilh bir

sekilde gerceklestigi yine akis sitometrisi ile degerlendirilmistir.
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RTX-DOX+CYC+VRC ACD NP tiimoér membraninda bulunan kolesterole
afinitesi sayesinde membran yapisini bozmus ve gegirgenligi arttirarak ila¢ direncinin
asilmasina katki saglamistir.  Survivin = seviyesini azaltarak da apoptozu
indiikleyebilecegi goriilmiistiir. P-gp seviyelerindeki azalma da ila¢ direncini agsmak

icin ayr1 bir mekanizma olarak saglanmistir.

Hayvan deneylerine, in vitro karakterizasyon ve hiicre kiiltiirii deney sonuglari
degerlendirilerek ACD ile gidilmistirr NHL tiimorii gelistirilmis farelerde RTX-
DOX+CYC+VRC ACD uygulanan grupta 3.kiirden sonra tiimor boyutu sabit
kalirken klinikte kullanilan rejimi temsil eden gruptaki tiimdrler biiylimeye devam
etmistir. Bu sayede hayvan deneylerinde de formiilasyonun etkililigi kanitlanmstir.
Ancak geometrik ortalamasi 1’den biiyiikk olan fareler ge¢ donem olarak

diisiiniildiiglinde formiilasyonun erken evrede daha etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Ayrica tez konusu ve ¢aligmalar NHL tedavisinde R-CHOP tedavi rejiminin

NP sistemlerle formiilasyonu hazirlanmasi a¢isindan ilktir.

Tiim sonuglar degerlendirildiginde elde edilen sonuglar NHL tedavisi icin

umut vericidir ve gelecekte yapilacak calismalar i¢in 6ncii niteligindedir.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Currently, Non-Hodgkin Lymphoma (NHL) constitutes 85-90 % of all lymphomas. Clinical treatment of NHL is
NOﬂ-Hﬂdglfiﬂ Lymphoma based on the “4-drug regimen™ known as CHOP (cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, prednisone).
Cyclodextrin Rituximab (RTX) is added to increase the effectiveness and selectivity of the treatment and is the first-line

Monoclonal antibody
Nanomedicine
Active targeting
Drug resistance

standard treatment for NHL patients. However, success is often prevented by the development of drug resis-
tance. In this study, it was aimed to overcome drug resistance by using two novel tumor-targeted derivatives:
guanidine-amphiphilic cyclodextrin (ACD) and guanidine-cyclodextrin polymer (PCD) nanoparticles (NP). These
constructs display promise in overcoming drug resistance and enhancing the effectiveness of R-CHOP treatment
while potentially eliminating the need for corticosteroid. NP were found to be smaller than 200 nm by dynamic
light scattering (DLS). Hemolytic activity and cytotoxicity data on 1L929 cells demonstrated the safety of the
newly synthesized CD derivatives. Additional in vitro characterization studies, including surface charge, physical
stability, drug loading capacity, drug release profile, and imaging, as well as conventional and 3D cell culture
studies were carried out. Compared to drug solutions, the viability of Daudi human lymphoma cells was sta-
tistically significantly decreased in both drug-loaded ACD and PCD NP formulations (p < 0.05). Additionally,
RTX-conjugated and drug-loaded ACD NPs exhibited the lowest cell viability due to RTX dependent cytotoxicity.

1. Introduction immunotherapy, radiation therapy and chemotherapy, a persistent

recurrence is often observed in the advanced stages. The probability of

Lymphoma is a type of cancer arising from lymphocytes in the lymph
nodes and other tissues in the lymphatic system and may originate and/
or be involved in the organs where the lymph tissue is located
(Lymphoma Research Foundation, 2018). NHL is one of the most com-
mon cancers in the United States, accounting for about 4 % of all can-
cers. The American Cancer Society estimates that 80.620 people will be
diagnosed with NHL in 2024, including approximately 44.590 men and
36.030 women (American Cancer Society, 2020). Overall, nearly 50 %
of patients with NHL can be treated. Most relapses occur within the first
2 years after treatment. While indolent NHL responds to

recurrence after treatment is higher in patients who present with a
diagnosis of aggressive NHL or who develop into these forms. Clinical
remission is observed in many patients. However, approximately 30 %
to 40 % of patients who fail initial therapy due to primary resistance
(~15 %) or relapse (~25 %) have a poor prognosis (Juskevicius et al.,
2017).

In the management of NHL, chemotherapy basically uses a 4-drug
regimen known as CHOP (cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine
and prednisone). In this treatment regimen, corticosteroids are given
orally along with three different anticancer drugs administered

Abbreviations: NHL, Non-Hodgkin lymphoma; CD, Cyclodextrin; Gua-CD, Guanidine-cyclodextrin; ACD, Guanidine-amphiphilic cyclodextrin; PCD, Guanidine-
cyclodextrin polymer; RTX, Rituximab; DOX, Doxorubicin; VRC, Vincristine; CYC, Cyclophosphamide; R-CHOP, Rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin,
vincristine, prednisone; NP, Nanoparticle; MW, Molecular weight; MWCO, Molecular weight cut-off; PS, Mean particle size; PDI, Polydispersity index; ZP, Zeta
potential; PBS, Phosphate buffered saline; FBS, Fetal bovine serum; LDH, Lactate dehydrogenase; DMF, N,N-dimethylformamide; SDS-PAGE, Sodium dodecyl-sulfate

polyacrylamide gel electrophoresis.
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Fig. 1. CD derivatives that are used for preparing nanoparticles. PCD consists approximately 15-16 units of ACD. a) Structure and NMR result of ACD b) Structure

and NMR result of PCD.
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Fig. 2. Ad Ab conjugate SDS PAGE lysis. Sample 1 (NHS acti-

vated adamantane (0.09 mg/mL), 1 mg/mL mAb, 20 % DMF), Sample 2 (NHS
activated adamantane (0.09 mg/mL), 1 mg/mL mAb, 20 % DMF 5 % glycerol),
Sample 3 (NHS activated adamantane (0.09 mg/mL), 1 mg/ml mAb, 20 % DMF,
20 mM 2-mercaptoethanol), Sample 4 (NHS activated adamantane (0.09 mg/
mL), 1 mg/mL mAb, 20 % DMF 5 % glycerol, 20 mM 2-mercaptoethanol),
Sample 5 (1 mg/mL mAb (PBS)).

intravenously. In addition, R-CHOP, in which the monoclonal antibody
RTX is included in the treatment to increase the effectiveness of the
treatment, is currently used as the first-line standard treatment for NHL
patients (Crockett et al., 2018). RTX is an anti-CD20 monoclonal anti-
body that has proven its effectiveness in patients with various lymphoid
malignancies and is used especially in the treatment of NHL derived
from B cells overexpressing CD20 antigen (Plosker et al., 2003) and
causes B cell death through different early and long-term mechanisms,
such as antibody-dependent cellular cytotoxicity, direct cross-linking of
CD20, complement-dependent cytotoxicity, and opsonization-induced
phagocytosis. RTX was approved by the FDA in 1997 for the treatment
of B-cell-derived NHL, as the first monoclonal antibody approved for use
in cancer treatment (Ghrenassia et al., 2018). CD20 was discovered in
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Fig. 3. Hemolysis values of blank ACD and PCD at different concentrations
after 30 min incubation (n = 3 + SD).

1980 as the first specific B cell marker. It is a nonglycosylated tetra-
spanin of the membrane-spanning 4-A family with two extracellular
loops containing epitopes for anti-CD20 antibodies such as RTX
(Marshall et al., 2017). Unfortunately, drug resistance encountered in
cancer treatment brings with it the failure of the treatment. Drug
resistance and the resulting ineffectiveness of drug therapy are known to
be responsible for 90 % of cancer-related deaths (Wang et al., 2019).
One of anticancer drugs that is using for the treatment, DOX is a
chemotherapeutic belonging to the anthracycline group and is effective
in the treatment of hematological cancers such as NHL. However, mul-
tiple recurrences are still a common problem in NHL patients, and car-
diotoxicity may occur in these patients due to the cumulative dose of
DOX during salvage therapy. This is the most important dose-limiting
parameter in DOX treatment and causes irreversible damage (Visani

and Isidori, 2009). VRC, another anticancer drug in the R-CHOP
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Fig. 4. Mean particle size (PS), polydispersity index (PDI) and zeta potential (ZP) results of NPs (n = 3 + SD).

treatment regimen, is a plant-derived anticancer molecule belonging to
the vinca alkaloids class. VRC has low oral bioavailability and is there-
fore formulated for intravenous administration as VRC sulfate, but it has
serious side effects due to its vesicant properties (Mora et al., 2016). The
third anticancer drug used in R-CHOP is CYC, is an inactive prodrug that
requires enzymatic and chemical activation. In combination with other
antineoplastic agents, it is used to treat a variety of cancers, including
breast, lymphoid, and pediatric malignancies. The most common side
effects in the clinic include bone marrow suppression, cardiac and
gonadal toxicity, hemorrhagic cystitis and carcinogenesis, and the cu-
mulative dose is the main risk factor (Emadi et al., 2009; Iqubal et al.,
2019) Prednisone, which is clinically used together with anticancer
drugs in the R-CHOP regimen in the treatment of NHL, is a member of

the steroid hormone class called glucocorticoids, and the main purpose
of using in this treatment is to reduce nausea, pain, anorexia and other
side effects seen in chemotherapy, in addition to its anticancer activity.
Although it is used in many therapeutic settings, it has many side effects
such as weight gain, immunosuppression, and osteoporosis (Lamar,
2016). Various approaches are being developed to increase treatment
success by reducing the side effects of other drugs used in treatment. The
most current approach is the development of NP drug delivery systems
for NHL treatment (Demirtiirk and Bilensoy, 2022). Drug delivery sys-
tems can reach to the targeted area by two mechanisms. One of them is
passive targeting, ensures that drug delivery systems remain in the blood
for a long time and accumulate in pathological areas (tumors, in-
flammations and infarcted areas) where the vascular structure is
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Table 1

The loading efficiency (%) of ACD and PCD NPs.
Nanoparticles Loading Efficiency % of Loading Efficiency % of RTX

Anticancer Drug

DOX-ACD NP 60,3 =
RTX-DOX-ACD NP 83,6 99,4
VRC-ACD NP 73,7 ==
RTX-VRC-ACD NP 74,7 92,7
CYC-ACD NP 56,4 -
RTX-CYC-ACD NP 58,7 94,7
DOX-PCD NP 62,1
RTX-DOX-PCD NP 46,5 94,1
CYC-PCD NP 65,2 -
RTX-CYC-PCD NP 59,5 91,9
VRC-PCD NP 91,8
RTX-VRC-PCD NP 85,2 101,4

affected and leaky, thanks to the increased permeability and retention
(EPR) effect. Second one is active targeting strategy, is the specific tar-
geting of specific ligand-modified drug carriers to the necessary patho-
logical areas in the body, facilitating targeted delivery to hard-to-reach
areas (Torchilin, 2010).

Cyclodextrins (CDs) are rings of sugar molecules formed through the
enzymatic digestion of starch. The -, -, and y-CDs consist of 6, 7, and 8
glucopyranose units, respectively, with primary and secondary hydroxyl
groups situated on the narrower and wider edges of a cone-shaped
structure that has been truncated (Varan et al., 2017). In our study,
amphiphilic monomeric or polymeric $-CD derivatives containing gua-
nidino groups in their structure were used to improve the R-CHOP
treatment, which is currently applied in the clinic but has limitations, in
the form of a nanosized drug delivery system. The objective was to
deliver NHL chemotherapy while reducing or eliminating its side effects
and negating the requirement for corticosteroid usage during treatment.
This nanosystem was engineered to target mitochondria and enhance
cellular uptake through the guanidino groups installed onto the CD
units. Moreover, NPs were tailored to specifically target cancerous B
cells by incorporating RTX. Thus, a comprehensive study was conducted
focusing on the application of nanotechnology in the clinic with a
realistic approach, which allowed for a clear evaluation of the advan-
tages and potential challenges of applying the currently used treatment
in the form of nanomedicine (Song et al., 2017). The optimization and
thorough characterization of these actively targeted CD NPs for NHL
treatment have paved the way for further pre-clinical studies in the
disease model and will also enlighten the pharmacokinetic properties of
this nanosystem in future studies.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Amphiphilic guanidino-p-CD (Heptakis (6-deoxy-6-guanidino) p-CD
Heptahydrochloride) (ACD) (MW: 1677,6 g/mol) and polymeric gua-
nidino-B-CD (guanidino-fCD polymer cross-linked with- epichlorohy-
drin HCI) (PCD) (MW: 26.000 g/mol) were synthesized and
characterized at CycloLab R&D Laboratory (Hungary). DOX, VRC and
CYC were purchased from Sigma-Aldrich (Germany). Sulfo-NHS (N-
hydroxysulfosuccinimide) and EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylamino-
propyl)carbodiimide hydrochloride were purchased from Thermo Sci-
entific™. Active targeting of CD derivatives was achieved via host-guest
complexation with CD20 protein-specific Rituximab conjugated to
adamantane. Dialysis tubing cellulose membrane (avg. flat width 25
mm, MWCO: 5000 Da) was obtained from Sigma & Aldrich (Germany).
Mouse IL-2 ELISA detection kit (E-ELM0042) was purchased from
Elabscience (China). L929 mouse fibroblast and Daudi human lym-
phoma cell lines (CCL-213 ™, non-resistant, B lymphoblast) were pur-
chased from American Type Culture Collection (ATCC). LDH-
Cytotoxicity Colorimetric Assay Kit (K311-400) was purchased from
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Biovision (USA). Ultrapure water was obtained from Millipore
Simplicity 185 Ultrapure Water System (Millipore, France). All other
chemicals used were of analytical grade and obtained from Sigma &
Aldrich (Germany).

2.2. Hemolysis assay

As a preliminary screening for assessing the safety of the Gua-CD
derivatives (Fig. 1), the hemolytic properties of the compounds on
erythrocytes were determined. For this purpose, blood samples taken
from healthy volunteers, with the approval of the Hacettepe University
Non-invasive Clinical Research Ethics Committee, were centrifuged at
5000 rpm in citrate tubes. After centrifugation, precipitated erythro-
cytes were separated and washed with phosphate buffered saline (PBS)
(pH 7.4). Then, Gua-CD derivatives were dissolved in PBS at different
concentrations (2 mg/mL, 1 mg/mL and 0.5 mg/mL), including the
concentration to be used in NP preparation. Erythrocyte suspension (50
uL) was added to the prepared Gua-CD solutions (1 mL) and mixed.
Then, the samples were incubated in a 37 “C water bath for 30 min and
then samples were centrifuged at 5000 rpm for 10 min. The collected
supernatants were assayed spectrophotometrically at 543 nm for he-
moglobin content. Since the sample treated with distilled water under-
went total hemolysis (100 %), in the equation given below, the %
hemolysis values of the samples were determined as a function of the UV
absorbance of the total hemolyzed sample (Szente et al., 2018; Mem-
isoglu et al., 2003).

2.3. Preparation of targeted cyclodextrin nanoparticles

For the conjugation of RTX to CDs, RTX was first modified with
adamantane.EDC/sulfo NHS activation was used as strategy for the
modification of adamantane carboxylic acid. In the second step, NHS
activated adamantane carboxylic acid reacted with the amine groups of
RTX generating a stable amide bond. These two steps were accomplished
by according to supplier’s protocols (Thermo Fisher Scientific Inc.,
2011). RTX denaturation and aggregation test after adamantane
conjugation was assessed by the classical SDS PAGE method. Protein
concentrations were measured using the BCA assay method before
Adamantane-mAb Conjugate SDS PAGE analysis.

NPs were prepared under sonication by modifying the nano-
precipitation method (Erdogar et al., 2021). For NPs prepared with ACD:
ACD was dissolved in ultrapure water (1 mg/mL). DOX, CYC, or VRC
were dissolved separately in ethanol (absolute) (0.1 mg/mL). In order to
obtain active targeted NP formulations, 1 mg/mL RTX-adamantane
conjugation was diluted 0.05 mg/mL in the organic phase. Then, the
organic phase was added dropwise to the aqueous phase with a Gilson
syringe. Mixing was allowed under sonication for 20 min and then
organic solvent was evaporated under vacuum.

For NPs prepared with PCD: PCD was dissolved (1 mg/mL) in the
mixture of ethanol: water (75:25) and ethanol: tetrahydrofuran (1:1).
DOX, CYC, or VRC were dissolved separately in ultrapure water (0.1 mg/
mL). To obtain active targeted NP formulations, 1 mg/mL RTX-
adamantane conjugation was diluted to 0.05 mg/mL in ethanol: tetra-
hydrofuran (1:1) and prepared as described above (Seripracharat et al.,
2022; Hedayati et al., 2020). After loading each drug into ACD and PCD
NPs, in order to obtain final formulation, drug loaded NPs were physi-
cally mixed before administration. In this way, neither drug affected
each other’s loading efficiency and stability.

2.4. Size distribution and surface charge of nanoparticles

The PS and PDI analysis of all developed CD NPs was carried out with
the Malvern Zetasizer Nano ZS device at the angle of 173° and tem-
perature of 25 °C, using the DLS photon correlation spectroscopy
method based on the measurement of Brownian motions. The zeta po-
tential (ZP) value, which is an indicator of the surface charge of NP
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Fig. 5. Particle size, PDI and zeta potential values of NP formulations at specified time intervals. (n = 3 =+ SD).
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Fig. 6. SEM images of nanoparticles a) blank ACD NP, b) DOX-ACD NP, ¢) VRC-ACD NP, d) CYC-ACD NP, e) RTX-DOX-ACD NP, f) RTX-VRC-ACD NP, g) RTX-CYC-
ACD NP, h) blank PCD NP, i) DOX-PCD NP, j) VRC-PCD NP, k) CYC-PCD NP, 1) RTX-DOX-PCD NP, m) RTX-VRC-PCD NP, n) RTX-CYC-PCD NP.

formulations, was measured in mV for each formulation with the Mal-
vern Zetasizer Nano ZS device at an angle of 12.8° and temperature of
25 °C (Varan et al., 2021). All measures for performed in triplicate and
expressed in terms of mean + SD.

2.5. Loading efficiency of cyclodextrin nanoparticles

Drug loading efficiency for DOX, CYC and VRC loaded NPs was
determined using the indirect method. The reason why the direct

determination method is not used is that water-soluble drugs cannot be
removed directly by centrifugation or dialysis. For this purpose, filtered
centrifuge tubes were used (MWCO: 10000 Da). In the formulations that
were centrifuged at 4500 rpm for 40 min, the free drug passed through
the filter and accumulated below (Ding et al., 2018). Loading efficiency
was calculated as the ratio of the amount of drug found at the end of
HPLC analysis to the amount of drug initially encapsulated into the
formulation.

The amount of RTX in formulations was quantified using the micro
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Table 2
Amount of NPs formulation aqueous colloidal dispersion before and after the
sterilization process.

Nanoparticles Amount Amount (After Filtration) % Yield
(Before ®
Filtration) (g)
RTX-DOX-ACD 1,1786 1,1701 99,28
NP
RTX-VRC-ACDNP  1,0945 0,9906 90,50
RTX-CYC-ACDNP  0,6324 0,5247 82,96
RTX-DOX-PCDNP  1,0790 1,0547 97,74
RTX-CYC-PCD NP 0,8314 0,7828 94,16
RTX-VRC-PCD NP 1,0101 0,9635 95,39

BCA kit. Initially, protein concentrations were determined using the BCA
kit by serial dilution in PBS, employing the protein standard included in
the commercially available kit. A calibration curve and equation were
established from the obtained data. Subsequently, the same kit was used
to analyze formulations containing RTX. Samples were incubated for 30
min at 37 °C, and the protein content was measured using a microplate
reader at 562 nm (Song et al., 2019; Saqr et al., 2019).

2.6. Evaluation of physical storage stability

The aqueous dispersions of anticancer drug loaded NP formulations
were stored at + 4 °C for 30 days. At specified time intervals (5th, 10th
and 30th days), PS, PDI and ZP values of the NP formulations were
determined and evaluated in terms of physical storage stability over
time (Varan and Bilensoy, 2017).

2.7. Imaging of nanoparticles

NP morphology was examined using the Scanning Electron Micro-
scope (SEM) method. For this purpose, freshly prepared liquid samples
were dried on aluminum tape and allowed to stand overnight and coated
with a 10 nm-thick layer of gold / palladium using the Gatan 682 Pre-
cision Etching and Coating System (PECS). Imaging was performed
using the FEI Quanta 200 FEG ESEM device and the Everhardt-Thornley
SED detector (Akkin et al., 2022).

2.8. Sterilization of nanoparticles

The NPS, prepared by aseptic technique in a sterile environment,
were obtained as a final aqueous colloidal dispersion. Subsequently,
they were filtered through a 0.22 pym porous membrane filter in a Class
IIB laminar flow cabinet and sterilized via filtration. The yield of NPs
after sterilization was calculated as a percentage by comparing the
weights of the aqueous colloidal dispersions before and after filtration
(Memisoglu-Bilensoy and Hincal, 2006). A top-loading balance was used
during the weighing process. The glass containers were first tared, and
then the final aqueous colloidal dispersions were weighed.

2.9. Determination of drug release profile

The in vitro release profile of drug loaded and active targeted NPs
was determined by the dialysis membrane method. For this purpose,
drug-loaded NP formulations were placed into the dialysis membrane
(MWCO: 5000 Da). Elimination of glycerol, which acts as a humectant,
was achieved by rinsing the membrane under running water for 3-4 h.
Removal of sulfur compounds was accomplished by treating the mem-
brane with 0,3% (w/v) sodium sulfide solution for 1 min at 80 °C. Then,
it was rinsed with hot water (60 °C) for 2 min, followed by acidification
using 0,2% (v/v) sulfuric acid solution, followed by rinsing with hot
water to neutralize the acid. Then, the dialysis membrane was placed in
an environment containing an amount of PBS (pH 7.4) to provide sink
condition and incubated in a water bath at 100 rpm at 37 °C. At specified
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time intervals (5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 min and 2, 4, 6, 12, 24 h),
samples were taken from the external PBS environment and replaced
with the same amount of fresh PBS kept at the same temperature.
Samples were then analyzed by HPLC for drug content (Ganassin et al.,
2017; Dong et al., 2015).

2.10. Determination of the structural integrity of Rituximab in
formulation

SDS-PAGE analysis was performed to determine the stability of RTX,
used for active targeting, in terms of structural change during NP
preparation processes. For this purpose, samples were diluted 1:1 with
2X Laemmli sample loading buffer [65.8 mM Tris-HCl, pH 6.8, 26,3%
(w/v) glycerol, 2,1% SDS, 0,01 % bromophenol blue]. 25 pL of each
sample was taken and loaded onto a 4 — 10 % Bis-Tris acrylamide
gradient protein gel (Bio-Rad). Precision Plus Protein Unstained Protein
Standards (Bio-Rad) was used to determine the relative molecular
weights of the samples. Samples were run in Tris-Glycine Running Buffer
(25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0,1% SDS, pH 8,3) at 100 V for 30 min.
Gel images were captured using the Bio-Rad ChemiDOc MP Imaging
System and ImageLab Imaging Software version 6,1 (Devrim et al.,
2011).

2.11. Cell culture studies

2.11.1. Determining the safety of blank nanoparticles

In order to determine the cytotoxic effect of NPs that do not contain
any drug on healthy cells, L929 mouse fibroblast cell line recommended
by USP<87 > Biological Reactivity Tests 2015, were used. DMEM
containing 10 % fetal bovine serum (FBS), penicillin (100 U/mL), and
streptomycin (100 mg/mL) was used as medium for the cells. Cells
incubated in 75 em? cell flasks in an oven with 37 °C and 5 % CO,. After
incubation, the cells were planted in 96-well cell culture plates at 1x103
cells in 100 pL. DMEM in each well. After 24 h of incubation under
appropriate conditions, the DMEM was removed from the cells, and
blank ACD and blank PCD NPs diluted with DMEM were added. The cells
were then incubated for an additional 48 h. Cell viability was then
determined by the WST-1 (2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazoliumsodium salt) test. For this purpose, the
formulations diluted with DMEM in the wells were removed and 100 pL
of fresh medium containing 10 pL of WST-1 was added to each well and
incubated for approximately 3 h. Then, absorbance measurements were
made at 450 nm with a microplate reader and cell viability was calcu-
lated as a percentage compared to the control group. During the ex-
periments, cells incubated with DMEM alone were used as a control
group (Cannella et al., 2019).

2.11.2. Determination of antibody-dependent cellular cytotoxicity

An antibody-dependent cellular cytotoxicity study was conducted to
determine the biological activity of adamantane-conjugated RTX con-
tained in NPs formulations. For this purpose, CD20 + Daudi lymphoma
cells were used as target cells and macrophage cells were used as effector
cells. 2,5 x10° macrophages and 1x10* Daudi cells were planted in each
well in 100 pL of medium in 96-well U-bottom plates, with the effector
cell: target cell ratio being 25:1. Cells were then incubated with RTX
solution or RTX-containing Gua-CD NP formulations at 37 °C for 4 h (Li
et al., 2015). Then, toxicity was determined by applying the protocol in
the Lactate dehydrogenase (LDH) kit provided (Biovision K-311). For
this purpose, at the end of the incubation, the cells were centrifuged at
5000 rpm for 20 min using a microplate centrifuge. Then, 100 pL of
supernatant was taken from each sample in 8 replicates and added to a
new 96-well cell culture plate. 100 uL of LDH detection dye was added to
the samples and incubated for 30 min at room temperature. After in-
cubation, absorbances were determined with a microplate reader at 495
nm (Nupur et al., 2018). During the study, cells incubated with 1 %
TritonX-100 were used as a positive control, and calculations were made
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Fig. 7. Time-dependent release results of DOX (n = 3 + SD) in PBS (pH 7.4) to provide sink condition and incubated in a water bath at 100 rpm at 37 °C. The chart

below is an expansion of the first 120 min.

by accepting the absorbance obtained from this group as 100 % LDH
release.

2.11.3. Determining the antiproliferative activity of nanoparticles
Anticancer activity studies of blank Gua-CD NPs, NPs loaded with
DOX, CYC, VRC or combination of DOX/CYC/VRC and RTX conjugated
analogues were determined on Daudi human lymphoma cell lines. For
this purpose, cells were first planted in 96-well cell culture plates in
RPMI-1640 medium containing 10 % FBS. Since Daudi cells are sus-
pended cells, they need cell-cell interactions to proliferate. For this

reason, the cells were planted in U-bottom 96-well plates before the
experiments. As a result of 24- and 48-hour incubations, cell viability
was determined by the WST-1. Cells incubated with only medium were
used as the control group, and cell viability in the test groups was
determined by calculation compared to the control group (Varan et al.,
2018).

2.11.4. Cholesterol extraction study
In addition to their use as a drug delivery system, CDs are employed
to manipulate the cholesterol composition in various cells (Szente et al.,
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Fig. 8. Time-dependent release results of CYC (n = 3 = SD) in PBS (pH 7.4) to provide sink condition and incubated in a water bath at 100 rpm at 37 °C. The chart

below is an expansion of the first 120 min.

2018; Tian et al., 2020). The effectiveness of removing cholesterol from
the membrane depends on the CD derivative used, its concentration,
time, and temperature of incubation with the cell, and cell type. In
particular, §-CD has been shown to be the most effective cholesterol-
removing CD derivative (Lopez et al., 2011). The cholesterol affinity
of Gua-CD derivatives synthesized within the scope of this study on
cancer cells was determined. For this purpose, the amount of cholesterol
in Daudi cells incubated with different Gua-CD derivatives was deter-
mined with a commercially available cholesterol kit. (Varan et al.,
2016). For comparison, methyl-p-CD, which is known to have very high
cholesterol removal activity, was used as a reference standard.

2.11.5. Survivin assay

Survivin is an anti-apoptotic gene that is highly synthesized in cancer
cells, and the survivin protein formed because of its expression inhibits
the activation of Caspase-9, preventing cells from going to apoptosis.
Additionally, it has been shown in the literature that cell apoptosis is

prevented due to increased survivin expression in NHL and drug resis-
tance increases due to proliferation (Li and Wu., 2006; Ansel et al.,
2004). In studies conducted by our group using different CD derivatives,
it was determined that amphiphilic CD derivatives suppress survivin in
various cancer cells, leading the cell to apoptosis. For this reason, the
effect of Gua-CD derivatives to be used within the scope of the study on
the survivin protein in NHL cells was evaluated. Daudi cells were
incubated with drug-loaded and active targeted NPs prepared with CD
derivatives. As a result of incubation, the effect of NPs on the expression
of the survivin gene in NHL cells was determined using the commercially
available Human Survivin ELISA Kit, in accordance with the protocol
recommended by the kit. Cells incubated with medium only were used
as the control group. To carry out this experiment, 100 pL of cells were
plated onto each well of a 96-well cell culture plate at a density of
5x1073 cells per well. After 24 h, the cell culture media was replaced
with DMEM containing NPs. Following an additional 48 h of incubation,
the kit protocol was followed. Absorbance values of the samples were
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then measured at 450 nm. The concentration of Survivin protein in the
samples was determined using an equation derived from standard so-
lutions (Ercan et al., 2021).

2.11.6. Mitochondria isolation

Gua-CDs used in this study have the potential to be actively targeted
in cell mitochondria, due to the guanidino groups in their structures. To
determine the amount of Gua-CD accumulated in the mitochondria,
20x10° Daudi cells were incubated with DOX-loaded Gua-CDs or an
equal amount of DOX solution for 24 h at 37 °C in a 5 % CO; environ-
ment (Ahn et al., 2018). After incubation, mitochondria of the cells were
isolated according to the protocol in the commercial mitochondria
isolation kit (Thermo 89874). After incubated cells were centrifuged at
5000 rpm for 20 min, the supernatant was removed and 800 uL of Re-
agent A from the kit was added onto the cells and kept on ice for 2 min.
Then, 10 pL of Reagent B was added and kept on ice for 5 min, while
mixing by vortexing 5 times for 10 s. Then, 800 uL of Reagent C was
added and centrifuged at 700 g at + 4 °C for 10 min. Afterwards, the
supernatant was collected and centrifuged again at 12.000 g for 15 min.
The supernatant was discarded and the pellet containing the mito-
chondria was centrifuged again at 12.000 g for 5 min with 500 pL Re-
agent C. The pellet containing mitochondria was taken and the amount

of DOX was measured with a fluorescence microplate reader (Spec-
tramax ID3) at excitation and emission wavelengths of 470 and 560 nm,
respectively.

2.11.7. 3D tumor model studies

3D spheroids were prepared by the hanging drop method using the
Daudi human lymphoma cell line for the first time in literature. A cell
suspension of 1x10? cells in 20 pL was prepared in a medium enriched
with 1 % methylcellulose. Then, after adding 1 mL of medium to the
wells of the 24-well cell culture plates, 20 pL of the prepared cell sus-
pension was added to the cover of the plate, corresponding to each well,
and the cover was closed by turning it upside down. Hanging drop
cultures were incubated for 24 h at 37 °C, 5 % COs. To prepare agarose-
coated plates, 24-well plates coated with medium containing 1 %
agarose were kept at 4 °C for 24 h. Then, the cell droplets were trans-
ferred to agarose-coated plates and incubated for 10 days. Then, the
medium on the cells was incubated with drug-loaded NP formulations
and appropriate drug solutions for 48 and 72 h. As a result of incubation,
cell viability of cell aggregates was determined by WST-1 analysis. Cells
incubated with only medium were used as the control group, and the
viability of the cells in this group was accepted as 100 % (Decaup et al.,
2013).
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Fig. 10. SDS-PAGE analysis results under native conditions to determine the structural integrity of RTX in CD NP s. Line M: Precision Plus Protein Unstained Protein
Standards; Line 1: RTX standard; 2: RTX-ACD NP; 3: RTX-PCD NP; 4: RTX-drug loaded (DOX/CYC/VRC) ACD NP; 5: RTX-drug loaded (DOX/CYC/VRC) PCD NP.

Fig. 11. Microscopic images of non-resistant Daudi cells (scale bar a: 20 ym b: 50 pm).

2.11.8. Statistical analysis
All statistical analyses were performed by Student t-test. p < 0.05
was considered to denote a statistically significant difference.

3. Results and discussion
Some of the NHL patients develop primary resistance to one or more

of the drugs used in R-CHOP, and some develop resistance at any stage of
treatment. Among patients who fail R-CHOP treatment, 20 % suffer from

11

primary refractory disease (progression during or immediately after
treatment), while 30 % relapse after achieving complete remission
(Coiffier and Sarkozy, 2016). Nanotechnology, especially applied in
cancer diagnosis and treatment, has become one of the most promising
alternatives to traditional chemotherapy. In the following years, nano-
sized carrier systems used as drug delivery systems have been examined
in various types such as lipid or polymer-based, drug-related, inorganic
and viral NPs. Liposomal Doxil (DOX), non-PEGylated liposomal Myocet
(DOX), albumin-based NP Abraxane (paclitaxel), polymeric micelle
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healthy fibroblast cells for 24 h and 48 h (n = 6 =+ SD). CD solutions were
prepared by diluting with DMEM in different concentrations. L929 cells in
DMEM without CDs was used as a control group, cell viability was accepted
100 % and other cell viabilities were calculated according to control group.

Genexol-PM (paclitaxel), liposome Margibo (VRC sulfate) are commer-
cially approved examples (Demirtiirk and Bilensoy, 2022).

In this study, ACD and —PCD, which are new, tumor-targeted de-
rivatives based on CD were used for the first time in a lymphoma model
to increase CHOP and R-CHOP treatment efficacy and to eventually
overcome drug resistance. In the literature, mitochondria are targeted
with the subcellular targeting approach based on guanidine targeting.
Song et al stated that cyclomethylated iridium-guanidinium complexes,
as anticancer agents targeting mitochondria, exhibited higher cytotox-
icity than cisplatin against a cisplatin-resistant cell. They also stated that
these complexes could be efficiently accumulated into HeLa cells and
could be used to specifically target mitochondria (Song et al., 2017). By
combining this effect and the active targeting strategy with RTX, it is
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aimed to both increase the anticancer effectiveness of the nanodrug and
increase the safety of the drug with increased selectivity. PS, PDI and ZP
values of NPs prepared by nanoprecipitation method using CDs, the
safety was proven through hemolysis study, were measured. The
amounts of anticancer drugs and targeting agent RTX loaded into the
prepared NPs were determined by HPLC and BCA kit, respectively.
Optical imaging was performed with SEM to compare with the dynamic
light scattering method and to obtain morphological information. In
addition to stability studies, in vitro drug release studies and steriliza-
tion studies were carried out. After it was shown that the structure of
RTX did not change in formulation, cell culture studies were started. The
safety of CD polymers was determined in the L929 mouse fibroblast cell
line, and their anticancer activities were determined in Daudi human
lymphoma cancer cells. In addition to conventional cell culture studies,
3D cell culture was also studied.

3.1. Adamantane-mAb conjugate and SDS-PAGE analysis

When analyzing the denaturation and aggregation of the
adamantane-mAb conjugate through SDS-PAGE analysis, it was
observed that in samples 1 and 2, the conjugation reaction occurred
successfully in an environment of either 20 % N,N-dimethylformamide
(DMF)alone or 20 % DMF with 5 % glycerol, and the antibody
remained undenatured compared to the control. However, upon exam-
ination of the gel images for samples 3 and 4, it was observed that the
conjugation reaction occurred in a medium of 20 % DMF alone or in a
medium of 20 % DMF with 5 % glycerol along with the addition of 2-
mercaptoethanol. In these cases, denaturation occurred, leading to the
formation of antibody fragments with molecular weights of 100 kDa, 50
kDa, and 25 kDa (Fig. 2).

3.2. Hemolysis assay

CDs have a wide range of uses for pharmaceutical purposes due to
their various advantages. The high affinity of CDs toward cholesterol

100

Fig. 13. Percentage of lysis rate in lymphoma cells incubated with different NP formulations and drug solutions (n = 8 = SD) p < 0.05. As a positive control group,
Triton-X, known for its lytic effect on cells, was used and by comparing LDH values lysed cells (%) were determined for formulations.

12
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Fig. 14. Cell viability (%) (n = 3, +SD) in Daudi human lymphoma cells
incubated with different NP formulations loaded with three different anticancer
drugs (DOX, VRC, CYC), blank CD NPs, and three different drug solutions for
24 h and 48 h. p < 0.05. Cell viability was evaluated by WST-1 assay.

and phospholipids found in the structure of biological membranes also
causes toxicity. It is reported that p-CDs, one of the most commonly used
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experimental conditions. In particular, it was determined that ACD and
PCD derivatives exhibited no hemolytic effect on erythrocytes across
various concentrations. Regardless of the dosage, the percent hemolysis
values ranged from 0.01 to 0.5 % (Fig. 3). Based on these results, the CDs
used were seemed safe with respect to hemolysis.

RedBloodCellsincubatedwithCDderivatives
RedBloodCellsincubatedwithdistilledwater

%Hemolysis — x 100

3.3. Size distribution and surface charge of prepared CD nanoparticles

By incorporating RTX into the formulation, generally smaller particle
sizes were obtained, except for DOX loaded ACD formulations. Never-
theless, as seen in Fig. 4, all drug loaded NP formulations were smaller
than 200 nm, which could be advantageous for lymphatic targeting.
Thus, it can be thought that NPs may benefit from passive targeting in
the body, with a homogeneous particle size distribution suggesting dose
uniformity. The incorporation of the macromolecule RTX-adamantane
did not disrupt integrity and structure of the NP but rather resulted in
a more compact nanostructure, as can be seen in Fig. 4 based on mean
diameter and PDI data. Working with the small molecule ACD resulted
in more homogeneous NPs ranging from 120-190 nm. However, it is
noteworthy that PCD NPs, when loaded with anticancer drugs and RTX,

Table 3
Amount of survivin protein in Daudi cells incubated with blank and three
different drug loaded NP formulations and triple drug solutions (n = 3 + SD) p
< 0.05.

CD derivatives in the pharmaceutical field, can cause nephrotoxicity and Nanoparticle ;‘S’l I ErotelmAmounL (G, ::;ﬁ:i(vm
hemolysis by intravenous administration (Fu et al., 2015; Yokoo et al.,
2015). Its high affinity for lipids causes it to disrupt the membrane R.l;;DOX_CYCJ”VRC'ACD Sl78£0.2 13
integrity of erythrocytes. To overcome this side effect, CD derivatives RTX-DOX-CYC+VRC-PCD 10818 = 0,09 38,3
are synthesized with different modifications. One of the main reasons for NP
synthesizing amphiphilic CD derivatives is to prevent hemolysis (Varan DOX+CYC+VRC-ACD NP 5213 + 0,05 18,5
etal., 2017, Memisoglu et al., 2003). For this purpose, a hemolysis study gox ; ngb\;RPC'PCD NE, ?;23{02336 :g'g
was conducted to determine the safety of newly synthesized CD de- BLANK PCD NP 21765 £ 0.08 771
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Fig. 15. Cholesterol amount (%) in Daudi human lymphoma cells incubated with different NP formulations loaded with three different anticancer drugs (DOX, CYC,
VRC), blank CD NPs and three different drug solutions (n = 3, +SD) p < 0.05. Methy-beta CD is a gold standart about cholesterol extraction from cell membrane so it

is used as a positive control group.
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Fig. 16. Amount of DOX detected in the mitochondria of Daudi human lym-
phoma cells incubated with DOX-loaded Gua-CD NPs and DOX solution (n = 8,
+SD) p < 0.05. DOX absorbances in mitocondria was evaluated, after mito-
chondria isolation by commercial kit, using fluorescence microplate reader at
excitation and emission wavelengths of 470 and 560 nm, respectively.

showed enhanced stability with a size reduction from around 400 nm to
a range of 140-190 nm.

When a guest molecule is introduced, it leads to an expansion in the
surface area of the amphiphilic CD, consequently altering its ability to
self-align at interfaces. As a result, when NPs are loaded with drugs, the
state and position of the encapsulated drug can induce notable varia-
tions in the size of the NPs (Cirpanli et al., 2009). This can explain why
blank and drug loaded NPs differ in size. PCD NPs have a larger mean
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size than ACD NPs, which is an expected result. This is because mono-
meric ACD has single CD unit, whereas PCD is composed of a network of
multiple CDs. As observed in Fig. 4, even the blank PCD NPs are clearly
larger than the blank ACD NPs.

Zeta potential, which reflects the surface charge of colloidal disper-
sions, is a valuable tool for assessing and managing dispersion stability.
By examining zeta potential data, the physical stability of CD NPs in
aqueous-based dispersions can be determined and the presence of drugs
on the particle surface can be confirmed.

Since cell membranes are negatively charged, positively charged NPs
are expected to interact more effectively with cell membranes than those
that are neutral or negatively charged. This interaction is assumed to
result from positive electrostatic interactions conjugated and drug-
loaded ACD NPs exhibit a zeta potential of around 20 mV, indicating a
cationic nature. On the other hand, RTX conjugated and drug-loaded
PCD NPs, except for CYC-loaded ones, are nearly neutral as observed
in Fig. 4. Given this comparison, it can be inferred that ACD NPs may
have a higher of cellular uptake. However, the beneficial traits of
cationic polymers come with drawbacks when used in vivo. Their pro-
pensity to activate the complement system leads to rapid clearance from
circulation as they bind with plasma proteins, hindering the delivery of
active substances like drugs or nucleic acids to tumor cells (Bilensoy,
2010).

3.4. Loading efficiency of CD nanoparticles

Loading efficiency was determined by the ratio of the drug amount
measured by HPLC analysis to the amount of anticancer drugs initially
encapsulated in the formulation. A BCA kit was used to quantify the RTX
content in the formulation. As shown in Table 1, incorporating RTX into
the structure increased the loading efficiency of the ACD formulations
and decrease it in the PCD formulations for anticancer drugs. This sug-
gests that RTX may reduce premature drug release from ACD NPs, a

Fig. 17. Cell viability after 48 and 72 h in 3D lymphoma spheroids incubated with different NP formulations and blank NPs(n = 6 + SD) p < 0.05. Spheroids were
formed in U botton 24-well plate and after formulation exposuring, cell viability (%) was calculated by WST-1 assay.

14



N. Demirtiirk et al.

RTX+drugs
solutions

RTX+drugs
ACD NP

RTX+drugs
PCD NP

185

International Journal of Pharmaceutics 662 (2024) 124488

72 h

Fig. 18. Microscope images of 3D lymphoma spheroids incubated with different formulations after 48 and 72 h. The morphological structure of spheroids was

observed under the light microscobe.

hypothesis supported by subsequent release studies. This study broadens
the potential applications within the swiftly expanding realm of NP drug
delivery. It not only facilitates the simultaneous delivery of combination
drugs but also holds promise for mitigating side effects linked with
premature systemic drug dispersal. Therapeutic NPs harboring multiple
drug types demonstrate heightened efficacy against cancer cells; how-
ever, they also pose risks to healthy tissues. Thus, substituting NPs with
cancer cell-specific ligands for targeted delivery constitutes a crucial
step toward enhancing NP accumulation at tumor sites and augmenting
the therapeutic potency of multidrug-loaded NPs (Aryal et al, 2011).

3.5. Evaluation of physical stability

Particle size and zeta potential values are critical for the stability and
biodistribution of NPs, as well as for the interaction of nanocarriers with
cell membranes and their cellular uptake. Therefore, ensuring the sta-
bility of NPs is essential to achieve the desired effects. According to the

15

results preented in Fig. 5, there is no significant change in the charac-
teristics of the freshly prepared particles up to day 5. Consequently, it is
suggested that the particles can be stored under refrigeration for up to 1
week without the addition of preservatives.

3.6. Imaging of nanoparticle

Morphological images of the NPs were captures using scanning
electron microscopy (SEM). Examination of the SEM images revealed
that the particle size distribution of the NPs corresponded with the re-
sults from DLS analysis. However, it was visually observed that NPs
containing RTX in their structure tended to aggregate more than non-
targeted NPs (Fig. 6).

3.7. Sterilization of nanoparticles

Since the application route of NPs will be intravenous, it is
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mandatory to assess the sterility of the formulation. However, to avoid
problems with stability, the filtration method under aseptic conditions
was chosen as it is one of the most reliable methods. As seen in Table 2,
the lost formulation volume is less than 20 %. In all in vitro studies, dose
calculations were made taking these losses into consideration. Since the
NPs were below 200 nm, the filtration method was found suitable.

3.8. Determination of drug release profile

In vitro release profiles provide valuable insights for comparing
formulations and predicting the in vivo release kinetics of NPs and they
also serve as a quality control measure. Examining the DOX release re-
sults shown in Fig. 7, it is evident that DOX-loaded ACD and PCD NP
formulations initially release more drug than those targeted with RTX.
By the end of the 4th hour, non-targeted DOX-loaded PCD NPs released
80 % of the drug, while non-targeted DOX loaded ACD NPs achieved
100 % cumulative drug release. In contrast, CD treatments targeted with
RTX exhibited a slower release, with only 60 % of the drug released even
after 24 h.

In the release profile results of CYC depicted in Fig. 8, it was observed
that targeting CYC-loaded ACD and PCD NP formulations with RTX
resulted in increase drug release. Specifically, CYC-loaded PCD NPs
targeted with RTX released more than 80 % of the drug within the first 2
h.

Results of targeted and non-targeted VRC-loaded ACD and PCD NP s
are shown in Fig. 9. It was observed that targeting the VRC-loaded ACD
NP formulations with RTX increased the drug release, whereas targeting
the PCD NP formulations with RTX decreased it. At the end of 24 h, the
cumulative drug release from formulations using PCD NPs was around
30 %, while those using ACD NP s ranged from 10-20 %.

3.9. Determination of the structural integrity of Rituximab in
nanoformulation

As indicated in Fig. 10, RTX in NP formulations prepared with ACD
and PCD derivatives exhibits the same bands as free RTX. These results
demonstrate that the NP preparation and formation processes do not
affect the structural integrity of RTX. Additionally, the bands corre-
sponding to RTX, as obtained by SDS-PAGE analysis, were found to be
consistent with previous data reported in literature (Chao et al., 2010).

3.10. Cell culture studies

Microscopic images of Daudi cells, both in the flask and in the well,
are shown in Fig. 11.

3.10.1. Determining the safety of blank nanoparticles

The concentrations of CD derivatives used in their formulations were
diluted with DMEM in specific ratios and applied to L929 cells. Fig. 12
show the percentage viability of L929 cells exposed to various CD di-
lutions, revealing that cell viability remained around 70 % for both CD
derivatives, even at high concentrations (1/8CD:DMEM). According to
USP, this value must exceed 70 % for polymeric materials to be
considered safe (Cannella et al., 2019).

3.10.2. Determination of antibody-dependent cellular cytotoxicity
Antibody-dependent cellular cytotoxicity is a type of immune
response in which target cells coated with antibodies are killed by
macrophage cells. RTX (antiCD20) activates the effector cell by specif-
ically binding to CD20 + Daudi cells. The proportion of lysed cells was
determined by measuring the amount of LDH released from lysed lym-
phoma cells by the stimulated effector cells. According to the results
shown in Fig. 13, it was found that CD NPs containing RTX stimulated
the effector cells at least as effectively as free RTX. This indicates that
there is no loss in the biological activity of RTX during the NP prepa-
ration stages. Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity is a
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commonly used method in determining the biological activities of an-
tibodies and comparing biosimilars (Singh et al., 2018; Li et al., 2015).

3.10.3. Determining the antiproliferative activity of nanoparticles

The results of cell viability analysis at 24 and 48 h with Daudi human
lymphoma cells are shown in Fig. 14. From the results, it is evident that
the final formulation, obtained by physically mixing of all three drug-
loaded NP formulations, resulted in a greater decrease in cell viability
compares to the drug solutions alone. Among the formulations, the
active targeted ACD NP exhibited the least cell viability. When the
effectiveness of the RTX solution was examined, it was observed that it
maintained cell viability above 80 % at both 24 and 48 h. The fact that
RTX had no direct effect on cell viability, but significantly increased the
effectiveness of both PCD and ACD NPs when included in the formula-
tion (p < 0.05 compared to CD NPs without RTX-containing formula-
tions), suggests that NPs may have increased the cellular uptake of RTX.
Since ACD NPs are smaller, more rigid and more cationic in structure,
they are thought to interact more effectively with the negatively charged
cell membrane. The PCD structure, being a combination of several CDs,
has a more complex structure. For these reasons, ACD NPs provided a
statistically more significant reduction in viability compared to PCD
NPs.

3.10.4. Cholesterol extraction study

Cholesterol serves as a key constituent in the structure of cell
membranes and is vital for maintaining cell viability. Nevertheless, both
clinical observations and experimental evidence indicate that choles-
terol metabolism might exert a significant influence on carcinogenesis
and the progression of tumors. Cancer cells typically exhibit elevated
levels of cholesterol in their membranes compared to healthy cells.
Additionally, it has been established that tumor cells resistant to anti-
cancer drugs possess higher cholesterol content in their membranes
compared to drug-sensitive cancer cells (Varan et al, 2021). The
cholesterol extraction data are shown in Fig. 15. Methyl-$-CD solution
was used as a positive control group during the studies. When the
findings obtained were evaluated, the cholesterol content (31.9 + 0.2
%) in the cells incubated with the ACD NP formulation loaded with all
three anticancer drugs and containing RTX was the lowest. It was
significantly lower than that the cells incubated with non-targeted drug-
loaded ACD NP and the drug solution group (p < 0.05). The cholesterol
removal efficiency of drug-loaded but non-targeted NPs was found to be
similar to that of the group incubated with drug solutions. The choles-
terol content in cells incubated with blank ACD NP was also observed to
be similar to that of drug-loaded ACD NPs. The presence of excessive
amounts of negatively charged cholesterol in cancer cells increases the
interaction of ACD NPs with the cell membrane. Thanks to their unique
structure and charge, ACD NPs bind more to cholesterol, facilitating its
removal from the membrane. Furthermore, this mechanism is also
thought to contribute to the antiproliferative effects of ACD NPs.

3.10.5. Survivin assay

The results showing the change in the amount of survivin in Daudi
cells are as presented in Table 3. Survivin is an anti-apoptotic protein
and, considering its role in cellular cycles, it is significantly reduced by
the drug-loaded NPs. Compared with the control group, there was
activation of the inhibitor of apoptosis in lymphoma cells (p < 0.05),
thereby inducing apoptosis. In particular, the fact that ACD NP s reduce
the amount of survivin to approximately 10 % shows that ACD NP for-
mulations are more advantageous in treatment.

3.10.6. Mitochondria isolation

According to the mitochondria isolation analysis results shown in
Fig. 16, it can be stated that both CD derivatives deliver higher amounts
of DOX to the mitochondria than the solution form. Among samples
containing the same amount of DOX, it was statistically determined the
PCD derivative delivered 1.32 times more DOX to the mitochondria,
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while the ACD derivative delivered 1.44 times more.

3.10.7. 3D tumor model studies

According to the findings shown in Fig. 17, over 70 % cell viability
was observed after 48 h of incubation in drug-loaded NP s and drug
solutions. However, cell viability in both drug-loaded ACD and PCD NP
formulations is statistically significantly lower than in drug solutions (p
< 0.05). A dramatic decrease in cell viability was observed in all groups
in the 72-hour analysis results. The least cell viability was observed with
RTX-conjugated and drug-loaded ACD NPs. It has been observed
microscopically that formulations containing the same amount of active
ingredient have different effects on 3D lymphoma spheroids. The
resulting microscope images are shown in Fig. 18. While the spheroids
applied to drug solutions generally maintained their spherical structure,
it was clearly observed that the spheroids were distorted in those incu-
bated with the CD derivative in a time dependent manner.

4. Conclusions

Currently, NHL is a type of cancer that has not yet been overcome,
and it is predicted that these diseases will increase with population
growth. Unfortunately, the main reason for the failure of the treatment
the development of resistance to the drugs used in the R-CHOP regimen,
which is applied as first-line treatment in NHL patients, especially RTX
and DOX and resistance is the main reason for the recurrence of the
disease. In particular, multidrug resistance frequently develops in
combined chemotherapy, and unfortunately, resistance to one drug
causes another anticancer molecule to be ineffective. The biggest
advantage of using nanosized drug delivery systems in cancer treatment
is the potential reduction of drugs in a more targeted manner. In this
study, the actively targeted drug delivery system was developed by
using RTX, a monoclonal antibody (Mab) employed in clinical settings,
loaded with three commonly used anticancer drugs (DOX, CYC, VRC) for
the treatment of NHL. Reducing drug dosages while effectively
combining Mab targeting via enhanced permeability and retention
(EPR) effect and mitochondrial targeting with Gua-CD NPs could
potentially prevent drug resistance.

This assertion is supported by in vitro characterization and cell cul-
ture studies. Each drug was loaded onto a CD derivative and then
physically mixed. Cell culture studies revealed that the combined effect
of three drugs was always more effective than that of single drug or
combined drugs solutions. Both ACD and PCD NP groups had particle
sizes below 200 nm, facilitating exploitation of the EPR effect. NPs
prepared with ACD exhibited more homogeneous particle sizes and
lower polydispersity index (PDI) values compared to PCD NPs. Evalua-
tion of loading efficiency and stability revealed no significant differ-
ences between the two CD groups. Morphologically, spherical NPs were
observed, but PCD groups were more prone to aggregation due to their
polymeric structure composed of multiple CD units, which are chal-
lenging to control. The reason for this is that the polymeric structure
consists of the combination of many CD units making it difficult to
control their numbers. The anticancer effectiveness of our NPs has been
clearly demonstrated through cell culture studies. ACD NPs loaded with
active targeted drugs were found to be more effective than PCD NPs in
both antiproliferative effect and cholesterol extraction, but both groups
are much more effective than drug solutions on cancer cells. Particularly
notable was the reduction in Survivin levels with active targeted and
drug loaded ACD NP, indicating enhanced potential for inducing
apoptosis.

Overall, the final formulations—NP derived from Gua-CD actively
targeted by RTX and loaded with three different anticancer drugs—-
proved highly effective in reducing NHL cancer cell viability in cell
culture studies. In vitro characterization studies confirmed the stability,
homogeneity, and reliability of these particles, suggesting their prom-
ising potential as a new treatment approach for NHL.
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