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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstiti tarafindan onaylanan lisansistli tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismini, basih (kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye
verilen kullamim haklari digindaki tum fikri milkiyet haklarim bende kalacak, tezimin
tamaminin ya da bir bolimlnin gelecekteki ¢alismalarda (makale, kitap, lisans ve patent
vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin
tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan
ve sahiplerinden yazih izin alinarak kullanmasi zorunlu metinlerin yazil izin alarak

kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

O Tezimin/Raporumun tamami diinya ¢apinda erisime agilabilir ve bir kismi veya

tamaminin fotokopisi alinabilir.
(Bu segenekle teziniz arama motorlarinda indekslenebilecek, daha sonra tezinizin
erisim statlisiiniin degistirilmesini talep etseniz ve kiitiiphane bu talebinizi yerine
getirse bile, tezinin arama motorlarinin 6nbelleklerinde kalmaya devam
edebilecektir.)

X Tezimin/Raporumun 15/09/2022 tarihine kadar erisime agilmasim ve fotokopi

alinmasini (i¢ Kapak, Ozet, igindekiler ve Kaynakga harig) istemiyorum.

(Bu strenin sonunda uzatma icin basvuruda bulunmadigim taktirde,
tezimin/raporumun tamami her yerden erisime agilabilir, kaynak goésterilmek
sartiyla bir kismi ve ya tamaminin fotokopisi alinabilir)

O Tezimin/Raporumun .............. tarihine kadar erisime agitmasimi istemiyorum,
ancak kaynak gosteriimek sartiyla bir kismi veya tamaminin fotokopisinin

alinmasini onayliyorum.

[0 serbest Segenek/Yazarin Segimi

)
15/09/ 2017

Selin Seda TIMUR
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gosterilen durumlar diginda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. R. Neslihan GURSOY
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OZET

Timur S.S., Meme Kanseri Tedavisinde Aktif Hedeflendirme Amaciyla Kullanilmak
Uzere Nano Boyutlu ilag Tasiyici Sistemlerin (Nanofarmasotikler) Tasarimi, in
Vitro/in Vivo Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Teknoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2017. Antikanser 6zellikte
etkin maddeler kullanilarak ulasilmasi istenen ideal kanser tedavisinde, normal
dokular zarar gormeden timorli dokunun segici olarak taninmasi amaclanmaktadir.
Kanser hiicrelerinin gelisimleri sirasinda ugradigi fizyolojik ve morfolojik degisimler
sonucunda ortaya c¢ikan timore o6zgl belirleyici molekiller, bu yapilara 6zgi
ligandlar kullanilarak taninmaktadir. Bu yonde gelistirilen yaklasimlardan aktif
hedeflendirmede amag, viicutta bulunan saglkli dokularin tedaviden etkilenmesini
onlemektir. Lenfatik sistem kanser hiicrelerinin metastazinda kilit rol oynadigindan,
kanserde metastazin 6nlenmesi amaciyla lenfatik hedeflendirme yaklasimi 6nem
kazanmustir. Siklik yapida, 9 aminoasitten olusan LyP-1 (CGNKRTRGC), Laakkonen ve
ark. tarafindan 2002 vyilinda faj sunum teknigiyle tanimlanan, timor lenf
damarlarina 6zgl bir peptittir. Bu tez kapsaminda; meme kanseri hicreleri
ylzeyinde ylksek miktarda bulunan ve LyP-1’e baglanarak hiicre icerisine alinmasini
saglayan p32 reseptoriine, LyP-1 iceren yag bazli nanofarmasoétikler (kendiliginden
emdiilsifiye olabilen ilag tasiyici sistemler, SEDDS) ile hedeflendirme yapilmistir.
Ayrica, peptidin doksorubisin, anti-DTPA antikoru ve floresin ile konjugatlari
hazirlanmistir. Hazirlanan tim formdulasyonlarin  karakterizasyon calismalari
gerceklestirilmistir. SEDDS formiulasyonlarinin (sivi ve kati) in vitro degerlendirmesi
icin Caco-2, MDA-MB-231 ve 4T1 hiicre hatlari kullaniimis; elde edilen sonuclar
dogrultusunda 4T1 fare meme kanseri modelinde in vivo etkililik ¢alismalari
ylrGtllmustir. Bu tezin sonunda, peptit yapili LyP-1'in parenteral ve oral yoldan
uygulanabilecek SEDDS formiilasyonlari gelistirilerek, lenfatik hedeflendirme ile

meme kanseri tedavisindeki potansiyeli gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri tedavisi, LyP-1, Lipid bazli nanofarmasoétikler,

Lenfatik hedeflendirme.

Bu tez, TUBITAK SBAG 1002(Proje Numarasi: 1135569), TUBITAK 2214/A, HUBAB
Hizh Destek (Proje Numarasi: THD-2017-11642) ve HUBAB Lisansiistii Tez Destegi
Projesi (Proje Numarasi: TDK-2017-15964) kapsaminda desteklenmistir.
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ABSTRACT

Timur S.S., Design and In Vitro/In Vivo Evaluation of Nanosized Drug Delivery
Systems (Nanopharmaceuticals) for Active Targeting in Breast Cancer Therapy,
Hacettepe University Institute of Health Sciences, Ph.D. Thesis in Pharmaceutical
Technology, Ankara, 2017, Ankara. The aim of an ideal therapy using anticancer
molecules is to target tumors selectively without damaging healthy tissues. Tumor
specific markers formed by the physiological and morphological changes during the
growth of cancer cells are identified by the help of specific ligands. The aim of active
targeting, which is developed in this direction, is to protect the normal tissues from
the therapy. The lymphatic system plays a critical role in the metastasis of cancer
cells, thus lymphatic targeting approach has gained importance for the prevention
of cancer metastasis. Laakkonen et al. have identified a cyclic 9-amino-acid
(CGNKRTRGC) peptide called LyP-1, which specifically binds to tumor lymphatic
vessels using phage-displayed peptide libraries in 2002. Within the scope of this
thesis, LyP-1 containing lipid-based nanopharmaceutics (self emulsifying drug
delivery systems, SEDDS) were targeted to p32, which is found in high amounts on
the surface of breast cancer cells and to which LyP-1 binds and is internalized.
Furthermore, the conjugates of the peptide were prepared with doxorubicin
hydrochloride, anti-DTPA antibody and fluorescein. The characterization studies
were carried out for all prepared formulations. Caco-2, MDA-MB-231 and 4T1 cell
lines were used for in vitro evaluation of SEDDS formulations (liquid and solid), as
well as in vivo efficacy studies were performed in 4T1 mouse breast cancer model in
accordance with the results obtained from in vitro studies. At the end of this thesis,
SEDDS formulations of LyP-1 for parenteral and oral use were developed and their

potential for the treatment of breast cancer by lymphatic targeting were shown.

Keywords: Breast cancer therapy, Cyclic LyP-1, Lipid-based nanopharmaceutics,
Lymphatic targeting.
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1. GIRiS

Kanser tedavisinde uygulanan cerrahi yontemler, radyoterapi ve kemoterapi
uygulamalarinin ortak problemi; sunulan etkin tedavinin beraberinde saglikli
dokularda gorilen olumsuz etkilerdir. Bu sakincalarin azaltilmasina yonelik olarak
yurutilen guincel calismalarin temelini, aktif/pasif hedeflendirme ile etki yerinde
secici ve etkili tedavinin saglanmasi olusturmaktadir. Hedeflendirme yaklasimlari,
kanser hiicresinin gelisimi sirasinda ugradig1 fizyolojik ve morfolojik degisimler
sonucunda ortaya c¢ikan molekiller Gzerine kurulmaktadir. Timore 06zgli bu
belirleyici molekillerin, s6z konusu yapilara 6zgl ligandlar kullanilarak taninmasi;
hem az miktarda etkin madde kullanilarak terapotik etkililik elde edilmesine, hem
de saglikli dokularin tedaviden olumsuz etkilenme riskinin azaltilmasina olanak
saglamaktadir.

Lenfatik sisteme gecisin artiriimasi, son vyillarda suda ¢o6zunirliglu az olan
etkin maddelerin biyoyararlanimlarinin iyilestirilmesi amaciyla c¢alismalarin
yogunlastigi glincel bir alandir. Lipid bazl sistemler ile lenfatik alimi artirilmis etkin
maddeler, karacigerde ilk gecis etkisine ugramadan sistemik dolasima gecerek etki
gostermektedirler. Lenfatik sistemin timor gelisimi ve metastazinda kilit rol
oynadiginin  kesfedilmesiyle de, kanser tedavisinde lenfatik sistemin
hedeflendirilmesi alaninda yapilan calismalar hiz kazanmistir.

Bu tez kapsaminda yulrutilen calismalarda; etkinligi dnceden kanitlanmis,
timorlli dokuya 6zgl, ayni zamanda tek basina apoptozu indikleyici 6zellige sahip
olan LyP-1 peptidinin lenfatik hedeflendirme o6zelligi temel alinmistir. TUmor
hicreleri, timoér bagintih makrofajlar ve timor lenf damarlari yizeyinde fazla

miktarda ifade edilen p32 reseptdriine (1) 6zgl bir peptit olan LyP-1, lenfatik alimi



artirilmis lipid bazh sistemler araciligiyla timor dokusuna hedeflendirilmistir.
LyP-1’in 06zgln olarak baglandigi reseptér olan p32’nin, normal hiicrelerde
mitokondride yer aldigi ve bu sebeple peptidin baglanmasina elverisli olmadigi,
ancak timorli hiicrelerde yliksek miktarlarda Uretilip timor makrofajlari ve timor
lenfatiklerinin ~ luminal  duvarlarindaki  hicrelerin  ylizeyinde  bulundugu
bildiriimektedir (2, 3).

Reseptor — ligand etkilesimiyle secici etki gosteren LyP-1 kullanilarak
hazirlanan yag bazl tasiyici sistemlerin (kendiliginden emiilsifiye olabilen sistemler,
SEDDS) lipid Ozellikleri sayesinde, lenfatik absorpsiyonun artirilarak kanda kalis
slresinin uzatilmasi; boylece, peptidin timorli dokuya ulasmasinin kolaylastirilarak
timor gelisiminin durdurulmasi amaclanmistir. Bu dogrultuda tasarlanan parenteral
ve oral kullanima uygun sivi SEDDS’ler ve bunlarin uygun tekniklerle hazirlanan kati
formlari optimize edilmistir. Ayrica, peptidin doksorubisin, anti-DTPA antikoru ve
floresin ile konjugatlari hazirlanarak karakterizasyon calismalari gerceklestirilmistir.
Elde edilen sivi formilasyonlarin etkililik ve givenlilikleri in vitro ve in vivo
calismalarla incelenerek, LyP-1'in meme kanseri tedavisindeki potansiyeli tek basina
ve antikanser etkili doksorubisin hidrokloriir ile birlikte kullanilarak

degerlendirilmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Kanser ve Kanser Tedavisinde Giincel Yaklagimlar

Kanser temelde, hiicrelerin normal olmayan bir sekilde kontrolsiiz béliinmesi
ve viicuda dagilmasi olarak tanimlanmakta olup; llkemizde ve diinyada en yaygin
O0lim nedenleri arasinda kalp — damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer
almaktadir (4, 5).

Diinya Saghk Orgiti tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen
verilere gore 2012 yili itibariyle dinya capinda 14,1 milyon yeni kanser vakasi;
8,2 milyon kansere bagli 6lim ve kanser teshisiyle yasayan 32,6 milyon vaka tespit
edilmistir. Kansere bagl 6limlerin sayisi 2015 yilinda ise diinya capinda 8,8 milyona
yukselmistir (6). 2014 yili verilerine gore Turkiye’de de toplam 163 bin 417 kisiye
yeni kanser teshis konulmustur (7).

Amerikan Kanser Dernegi (American Cancer Society) tarafindan 2017 yili icin
yayimlanan istatistiklere gore, Amerika Birlesik Devletleri'nde 2017 yili icerisinde
yaklasik 1,7 milyon yeni kanser vakasinin teshis edilecegi 6ngoriilmektedir (4).
Diinya Saglik Orgiitii 2015 yili verilerine gére ise, diinya capinda kanserin getirdigi
ekonomik yik yilhk 1,16 trilyon dolar olarak belirlenmistir. Kanser teshis ve
tedavisine ait harcamalarin yillar icerisinde hizla artmasi kritik tabloyu gozler 6niine
sermektedir (6).

En yaygin kanser tlrleri akciger kanseri, kolorektal kanser, meme kanseri ve
prostat kanseri olarak bildiriimektedir. Meme kanseri ise, kadinlar arasinda en
yaygin gorilen kanser tirt olarak ilk sirayr almaktadir (4, 8). 2017 yili icin Amerika
Birlesik Devletleri’nde teshis edilmesi dngdriilen yeni meme kanseri vakasi sayisi

yaklasik 255 bin olup, bu rakamin yaklasik 252 bini kadinlarda gorilecek olan



vakalari temsil etmektedir. Tirkiye'de de kanser teshisi konulan her 4 kadindan biri
meme kanserine yakalanmakta olup, yeni vaka sayist 2014 yili icin 17 bin
civarindadir (7). S6z konusu olumsuz tabloya ragmen, Amerika Birlesik
Devletleri'nde, meme kanserine ait 5 yillik sag kalim oranlarinin 1975-2012 vyillari
arasinda % 75’ten % 91’e kadar ¢ikmasi, erken tani ve tedavinin Anemini
vurgulamaktadir (4).

Geleneksel meme kanseri tedavisi, cerrahi midahale basta olmak (zere,
kemoterapi, radyoterapi ve immunoterapi seceneklerinden olusmaktadir (9). Meme
kanseri tedavisinde kullanilan kiglik yapili antikanser molekiller antimitotikler
(paklitaksel, dosetaksel, vinorelbin), siklofosfamid, antimetabolitler (5-florourasil,
kapesitabin, gemsitabin), antrasiklinler (doksorubisin, epirubisin) ve platinyum
bilesikleri (sisplatin, karboplatin) olarak siniflandirilmaktadir (10). S6z konusu ilag
gruplari tek basina tercih edilebilecegi gibi tedavide genellikle kombinasyon seklinde

uygulama s6z konusudur.

2.2. Kanser Tedavisinde Tiimére Hedeflendirme

Kanser tedavisinde geleneksel tedavi slirecinin en dnemli yan etkisi, viicutta
bulunan ve dogalari geregi hizli bolinmeye ugrayan sac folikilleri, gastrointestinal
sistem hiicreleri, kemik iligi hiicreleri gibi normal hiicreler basta olmak Uzere, pek
cok saghkli hicrenin toksik etkilere maruz kalmasidir (11). Hedeflendirme ile
yapilacak tedavinin temeli, kansere karsi sistemik tedavinin etkinliginin artirilip
toksisitesinin azaltilarak dengenin saglanmasidir (12). Hedeflendirilmis tedavi
yontemleri ile, kanser hiicrelerinin daha kolay blylimesi ve yayilmasi icin kazandigi
genetik degisiklikler hedef alinmaktadir. Bu genetik adaptasyonlarin neden oldugu
hicresel farkliliklar, hedeflendirmede kullanilan ajanlarin kanserli dokuda

toplanmalarina olanak sagladigindan, hedeflendirilmis tedavide basari olasihigl



ylikselmektedir. Geleneksel tedavi ile hedeflendirilmis tedavi arasindaki bir diger
fark da kullanilan molekdllerin etki mekanizmalari ile ilgilidir. Cogu geleneksel
kemoterapoétik ajan, etki mekanizmasi tam olarak aydinlatiimadan, sadece hiicre
bolinmesi ile ilgili yetenekleri nedeniyle tedaviye girmisken, molekiiler bazda
tasarlanan ve hedeflendirilmis tedavide kullanilan molekdller, kanserli dokuda
kesfedilen hedeflere 6zgiin olarak gelistirilmektedir (13).

Kanser, normal hiicrelerin farkhlasarak vyeni o0zellikler kazanmasiyla
Ozetlenebilecek bir tablodur. Kanser hiicrelerinin mikrocevresi, viicutta bulunan
diger hicrelerinkinden farkli olup, s6z konusu hiicrelerin hayatta kalabilmesi icin
kazanilmis birtakim 06zelliklerle karakterizedir. Hanahan ve Weinberg, hiicre
fizyolojisinde gerceklesen bu degisiklikleri alti baslik altinda 6zetlemislerdir (14) :

i.  Huicre bolinmesini tetikleyen sinyalleri kendi basina olusturabilme,
ii.  Blyumeyi engelleyen sinyallere cevap vermeme,
iii.  Programlanmis hiicre 6liminden (apoptoz) kagma,
iv.  Kromozomlarin kendini sinirsiz kopyalama yetenegi,
v.  Sirekli devam eden yeni damar olusumu (anjiyogenez)
vi.  Doku invazyonu ve metastaz.

S6z konusu ozellikler insan timor hiicrelerinin hemen hepsinde ortak olarak
bulunan o6zellikler olup, zaman igerisinde bu alti 6zellige ek olarak yeni 6zellikler
kesfedilmistir. Tumor hiicreleri, genomlarinin stabil olmamasi ve buna bagh olusan
mutasyonlar nedeniyle immin sistemden kacabilme ve enerji metabolizmasini
yeniden programlama o6zelliklerini de ortak olarak gelistirmektedirler (15).

TUmor hicreleri ve timor mikrocevresini normal hiicrelerden ayiran bu
ozelliklerin iyi anlasilmasi, ilag molekillerinin timor dokusuna hedeflendirilmesi icin

yol haritasi olusturmaktadir. Timoér hicrelerinin hedeflenmesi dogrudan timor



hiicresi Gizerindeki hedeflerin secilmesi ile gerceklestirilebilecegi gibi timor dokusu
etrafindaki kan damarlari veya tiimor dokusu icerisinde yer alan stroma hiicrelerinin
hedef olarak secilmesiyle de saglanabilmektedir (16).

Timor dokusuna yonelik hedeflendirme stratejileri aktif ve pasif
hedeflendirme basliklari altinda toplanmaktadir (12). Pasif hedeflendirme
stratejisinde temel dayanak, timor hiicrelerinde meydana gelen adaptasyonlar
sonucunda olusan artmis gecirgenlik ve alikonma etkisidir (Enhanced Permeability
and Retension — EPR). Artmis gecirgenlik ve alikoyma etkisi ilk olarak 1986 yilinda
Matsumara ve Mameda tarafindan tanimlanmistir (17). Timor hucreleri, hizli
blyime icin gerekli olan besin ve oksijenin saglanmasini, damar endotelinin
gecirgenliginin artmasi sayesinde gerceklestirmektedir. Artmis gecirgenlik, damar
endotelinin normal dokuda bulunan endotel yapisina gére daha genis por acikligina
sahip olmasidir ve buna bagli olarak da ila¢ molekdlleri ve tasiyici sistemlerin timor
dokusuna gecisinin artmasi ile sonuclanmaktadir (18, 19). Normal damarlanma
gosteren dokularda siki kavsaklar, 2 nm’den bulylk olan partikillerin endotel
hiicreleri arasindan ge¢cmesine izin vermezken, bu durum timér damarlanmasinda
10 nm ile 2 um arasinda degismektedir (20-22). Bunun yani sira, timor bolgesinde
lenfatik sistemin gorevini diizglin sekilde yerine getirememesi ve buna bagl olarak
dokulardan drenajin azalmasi, pasif hedeflendirilen molekillerin timor dokusunda
birikmesine neden olmaktadir (23, 24). Pasif hedeflendirme yaklasiminin basarisini
etkileyen faktorler; timor dokusundaki damarlanma, interstisyel sivinin bilesimi,
hiicrelerarasi ortamin bilesimi, nekrotik bodlgelerin varligl, hedeflendirmede
kullanilan tasiyici sistemin boyutu, sekli, ylizey 6zellikleri ve yliki olarak 6zetlenebilir

(21).



Aktif hedeflendirme vyaklasiminda ise, ilag molekilleri ve ilag tasiyici
sistemler; antikor, antikorun aktif bolgesini icerecek sekilde hazirlanmis antikor
kisimlari, peptitler gibi blylk yapili molekiiller veya folik asit ve karbonhidratlar gibi
kiicik molekillerle timor hiicrelerine 6zglin olan veya timor hiicrelerinde normal
hicrelerdeki miktarlarindan daha fazla ifade edilen reseptoérler araciligiyla timor
dokusuna gonderilmektedir (24-26). Bu sayede, normal dokularda gerceklesecek
olan toksik etkiler azaltilmis olup, kemoterapotik maddelerin kanserli dokuda
birikerek tim viicuda dagiimalari engellenmektedir.

Kanserde aktif hedeflendirme kapsaminda (izerinde siklikla calisilan
reseptorlere 6rnek olarak transferrin, folat, glukozamin, granilosit makrofaj koloni
uyarici faktor (GM-CSF) reseptori ve vaskiler endotelyal blylime faktori reseptori
(VEGFR) verilebilir (12, 25, 27).

Piyasaya cikan hedeflendirilmis kanser tedavisine yonelik ilk ilag, 1997 yilinda
Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (Food and Drug Administration — FDA) tarafindan
onaylanan monoklonal antikor Rituxan®/Mabthera®dir. Hodgkin disi lenfoma ve
kronik lenfositik |6semi tedavisinde kullaniimak (izere piyasaya sunulmustur.
Gulnlmiuzde kanser tedavisinde klinikte kullanim i¢in onayli monoklonal antikor
sayisi 14 olup; bunlardan sekiz tanesi solid timor tedavisi, altisi ise hematopoetik
kanserlerin tedavisinde endikedir (13).

Aktif hedeflendirme yaklasimina benzer sekilde, meme kanserinin alt
gruplara siniflandiriimasinda da kanserli dokunun sahip oldugu farkh molekiler
Ozellikler esas alinmaktadir. S6z konusu farkliliklar; Ostrojen reseptori (ER),
progesteron reseptori (PR) ve insan epidermal biylime faktori reseptoriiniin
(HER2) varhg lzerinden degerlendiriimektedir (28). Belirlenen alt gruba gore

planlanan tedavilerde, mevcut reseptére hedeflenen ajanlar kullanilarak tedavinin



etkinligi artirnlmaya calisiimaktadir. Meme kanserinde aktif hedeflendirme icin en
cok tercih edilen reseptorler; ER (28), folat reseptori (FR) ve HER2'dir (21).
Meme kanseri tedavisinde klinikte halihazirda kullanilan hedeflendirilmis
tedavi secenekleri asagidaki gibidir (29) :

o HER2 pozitif meme kanseri tedavisi:
= Trastuzumab (Herceptin®),
= Pertuzumab (Perjeta®),
» Ado-trastuzumab emtansin (Kadcyla™),
» Lapatinib (Tykerb™)

o Hormon reseptor pozitif meme kanseri tedavisi (ER veya PR pozitif):
= CDK 4/6 (sikline bagiml kinaz 4/6) inhibitorleri: Palbosiklib

(Ibrance®) ve ribosiklib (Kisqali®)

= Everolimus (Afinitor®)

Piyasada ornekleri bulunan ve klinikte kullanimlari devam eden monoklonal
antikor ve antikor — ila¢ konjugatlarinin yani sira, alternatif hedeflendirme
stratejileri de siklikla ¢alismalara konu olan alanlar icerisinde yer almaktadir. Bu
stratejiler arasinda bakteriyofaj goriintileme tekniklerine ait kitliphanelerin
olusturulmasini saglayan sentetik biyoloji temelli yaklasimlarla baslayan gelismeler;
bakteri ve maya hicreleri, antikor, cDNA , mRNA veya peptit kitliphanelerinin
kullanimiyla cesitlilik kazanmistir (30).

2.2.1. Tumore Hedeflendirilmis Peptitler

Peptit yapili ilag molekdlleri, son yillarda biyoteknoloji alaninda yasanan
gelismeler, peptit sentezi teknolojisinin ilerlemesi ve buna bagh olarak zaman ve

maliyetlerin azalmasi sebebiyle artan pazar payina sahiptir (31, 32).



Peptitlerin antikorlar gibi makromolekiillerle karsilastirildiklarinda sahip
olduklari kiicik molekil vyapilar, Gretim ve formilasyon sirecinde avantaj
saglamaktadir. Peptitlere ait sentez protokollerinin zaman icinde standart hale
gelmesi, metabolizmalarinin 6nceden tahmin edilebilir olmasi gibi Ustlinlikleri
piyasaya ¢ikma strecinin kisalmasina olanak saglamistir (31). Bunun yani sira peptit
yapill molekillerin yiksek secicilikleri ve etkililikleri de tedavide tercih edilmeleri
icin 6ncelik saglamaktadir.

Hedeflendirilmis kanser tedavisinde en c¢ok tercih edilen segceneklerden olan
monoklonal antikorlarin pek ¢ogu, hiicrenin plazma membranindan hiicre icerisine
penetre olamayacak kadar blylk yapida molekillerdir. S6z konusu monoklonal
antikorlar etkilerini, hicre disinda bulunan reseptérler veya bu reseptorlere
baglanan ligandlar araciligiyla gostermektedir. Kicik yapili molekiller ise hiicre
icerisine girebildiklerinden, hiicre ici hedeflere yonlendirme amaciyla da
kullanilabilmektedirler (13).

Hicrelere penetre olabilen peptitler (Cell Penetrating Peptides-CPPs) iki
gruba ayrilmakta olup, bunlar hidrofobik ve katyonik peptitlerdir. CPP’ler arasinda
en vyaygin olarak kullanilan hedeflendirme ajanlarindan olan Tat peptidi ve
penetratin, katyonik peptitler grubunda yer almaktadir (16). CPP’lerin hicre
icerisine girme mekanizmalari tasidiklari kargo molekiile gore degisiklik
gosterdiginden genel bir mekanizma (zerinde karara varilamasa da ortak olarak
paylasilan nokta, CPP’ler ile hiicre membrani arasindaki ilk etkilesimin elektrostatik
bir karakteri oldugudur (33).

Timore hedeflenen peptitler, timoér dokusunda ilag konsantrasyonunu
artirmanin yani sira timoér dokusunda ilag dagiimini da degistirdiklerinden, ilag

direnci oldugu durumlarda da alternatif bir tedavi saglamaktadirlar. TUmor



10

dokusunun i¢c kisminda kalan ve nekrotik bir cekirdek olusturan hiicrelere giden ilag
konsantrasyonunun artmasiyla, gézlenen ila¢ direncinde azalma saglanabilmektedir

(34, 35).

2.2.2. LyP-1 ve Aktif Hedeflendirme

LyP-1, peptidi Laakkonen ve ark. tarafindan 2002 yilinda ex vivo/in vivo faj
sunum teknigi ile kesfedilmis, 9 aminoasitten olusan siklik yapida bir peptittir (36).
LyP-1, belirli timorler ve bu timorlerin lenf damarlarina ait endotel hiicrelere 6zgiin
olarak baglanmaktadir. Floresan isaretli LyP-1 peptidinin, MDA-MB-435 meme
kanseri ksenograftli farelere enjekte edildiginde, lenfatik isaretleme molekiilleri ile
benzer bir dagilima sahip oldugu ve timor ¢evresindeki lenf damarlarinda toplandigi
gosterilmistir. Peptidin toplandigi bolgeler ayni zamanda timor yapisindaki hipoksik
bolgelerle cakismaktadir (36, 37). Bu durum, LyP-1’in timor lenf damarlarina 6zgiin
olarak baglandigini gostermekte ve hedeflendirme ajani olarak kullanilabilecek
onemli bir 6zelligini kanitlamaktadir.

Hedeflendirme 06zelliginin yani sira LyP-1, meme kanseri hiicre hattinda
antitimor etki géstermektedir. MDA-MB-435 meme kanseri hiicre hattinda yapilan
toksisite calismasi sonunda LyP-1'in baglandigi ve iceri alindigi hiicrelerde
konsantrasyona bagli olarak hicre oOlimine neden oldugu tespit edilmistir.
MDA-MB-435 hiicre hattina ait ksenografth farelerde LyP-1'in tekrarlanan sistemik
uygulamasinin timoér blylimesini ve lenfatik damarlanmayi istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azalttigi gérilmustir (37).

LyP-1 peptidinin, hticre icine girisi icin kullandig reseptor 2008 yilinda Fogal
ve ark. tarafindan kesfedilmistir (1). LyP-1 peptidine 06zgli olan p32

(p32/gC1gR/HABP) isimli reseptor, normal hicrelerin mitokondrilerinde, hicre
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ylzeyinde ve hiicre cekirdeginde yer almakla birlikte timor hicrelerinde, timor
endotel hiicrelerinde ve timoér makrofajlarinda hiicre ylzeyinde ve artmis sekilde
ifade edilmektedir (1, 16, 36).

LyP-1, C-ucu kurali (C-end rule, CendR) adi verilen bir motifi tasiyan
(R/KXXR/K) peptit grubuna aittir (38-40). S6z konusu gruba ait peptitler, timore
penetre olabilen peptitler olarak adlandiriimakta ve hiicre icine girebilmek icin
norofilin (NRP) reseptorlerini (Norofilin-1 ve Norofilin-2) kullanmaktadir (39).
Tumore hedeflenen peptitler (tumor penetrating peptides, CendR peptitler), hicre
ve dokulara penetre olabilen peptitlerin (cell penetrating peptides — CPPs) yeni
kesfedilen bir alt sinifi olup birbirlerinin islevlerini tamamlayan 6zelliklere sahiptirler
(16, 41). CPP’ler endozomal kacgis yoninden daha glicli 6zelliklere sahipken, CendR
peptitler hedefe 6zglinliik ve dokuya penetrasyon saglamaktadir. S6z konusu hedefe
ozgunlik, LyP-1 gibi p32’ye baglanan peptitler icin hiicre icerisinde bulunan bir
organele tasima yapilmasina da olanak verebilmektedir (16).

LyP-1 CendR dizilimine sahip bir timore 6zgiin CendR peptididir (tumor-
specific CendR peptide) ve bu durum timor hicreleri icine girebilme ve timor
dokularina penetre olabilme 6zelligini saglamaktadir (42). Son yillarda aydinlatilan
mekanizmaya gore LyP-1’in hiicre icerisine penetre olabilmesi, ¢ asamali olarak
gerceklesmektedir. ilk asamada LyP-1, 6zgiin reseptdrii olan p32’ye baglanmaktadir.
Sonrasinda proteazlar ile parcalanma sonrasi CendR motifi ortaya ¢ikmaktadir. Bunu
takiben, s6z konusu motif NRP-1 veya NRP-2'ye baglanarak CendR yolagi olarak
adlandirilan endositik transport yolagini etkinlestirmektedir (16, 43). CendR yolagi
endositik vezikiller olusumu ile hiicre icine penetrasyonu saglamaktadir. Bu
durumun klasik makropinositozdan farki ise yolagin NRP reseptoriine baglanma

sonrasi aktiflesmesidir (16, 41). Olusan makropinositik vezikiller, peptit ile
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beraberinde tasimakta oldugu molekiillerin de, konjuge olsun ya da olmasin, hiicre
icerisine girmesine olanak saglamaktadir (38, 40, 44, 45). Hicre icerisine girisin
mekanizmasi henliz tim yonleriyle aydinlatilamamistir; ancak, CendR yolagi ile
hiicre icerisine alinmanin diger tim endositik yolaklardan farkh oldugu ve hiicrelerin
besin ihtiyacinin karsilanmasinda gorev alan mTOR sinyal mekanizmasi ile baglantili
oldugu kesfedilmistir (41).

Kesfedilmis oldugu 2002 yilindan itibaren LyP-1 peptidi ile yapilan ¢alismalar
literatlrde yerini almistir. S6z konusu ¢alismalar hem teshis hem de tedavi alaninda
olup, LyP-1 genellikle hedeflendirme ajani olarak tercih edilmistir. Lipozom (46-49),
dendrimer (50, 51), mikrobalon (52-54), SMEDDS (55), misel (56, 57), nanopartikiil
(2, 58-64) ve mezopordz nanokire (65) sistemleri LyP-1 ile hedeflendirmede
kullanilan tasiyici sistemlerdir.

Kesfedilmesinin ardindan 2004 yilinda Laakkonen ve ark. tarafindan LyP-1’in
MDA-MB-435 ksenografth ciplak farelerde i.v. uygulama sonrasi, timor caplarinda
yaklasik %50 oraninda istatistiksel agidan anlamh kiiglilme gorilmustir (37). Ayrica
LyP-1’in hipoksik bir reaktif olan EF5 ile i.v. injeksiyon sonrasi ayni bdlgede
toplandigi gosterilmistir. Bu durum LyP-1’in hedeflendirme 6zelligine ek olarak
antikanser etki gosterdigini kanitlamaktadir.

LyP-1’in terapotik genlerin kanser tedavisinde hedeflendirilmesi icin
kullanimi da mevcuttur. LyP-1 ile modifiye edilen bakuloviral vektorin,
MDA-MB-435 hiicre hattina gen aktarimini 7 kat artirdig1 gézlenmistir (66). LyP-1’in
timor hicresi icerisine girerek cekirdekte viral birikmeyi ve buna bagh olarak gen
aktarimini olumlu yénde etkiledigi gosterilmistir (67).

LyP-1 peptidi polietilen glikol (PEG) ile kaplanmis demir oksit

nanopartikillerine “click” kimya ile tek basamakta baglanarak MDA-MB-435
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timorine sahip ciplak farelerde i.v. uygulandiginda, peptidin damardan ayrilarak
timor dokusuna ulastigl ve timor dokusunda p32 reseptorlerine hedeflendigi
gosterilmistir (64).

Abraxane®, metastatik meme kanseri tedavisinde klinik olarak kullanimi
onaylanmis nanoteknoloji trini ilaglardan biridir. Formilasyonunda, taksan grubu
kemoterapoétiklerden  paklitakselin = ¢ozlndrlGgl, albimin  nanopartikiiliine
baglanarak artirilmistir. Floresan isaretli LyP-1 (FAM-LyP-1), Abraxane® konjugatlari
hazirlamada kullanilmis ve konjugatlarin MDA-MB-435 tiimor ksenograftli farelere
uygulanmasi sonrasi, molekiliin damar disi timor dokusunda p32 reseptori ile
kolokalizasyon gosterdigi gozlenmistir. Tek basina Abraxane® ile karsilastirildiginda
LyP-1- Abraxane’in timor blyimesini belirgin sekilde inhibe ettigi gdsterilmistir(63).

LyP-1’in hedeflendirme ligandi olarak kullanildigi calismalar literatirde
sikhikla  yer  bulmaktadir. LyP-1’'in, 0zellikle nanopartikiiler sistemlerin
hedeflendirilmesinde kulanimi yaygindir. PEG — PLGA nanopartikillerine konjuge
edilen LyP-1'in BxPC-3 insan pankreatik kanser hiicre hattinda in vitro hiicresel
alimi, konjuge edilmemis nanopartikillere gore yaklasik dort kat, pankreatik kanser
modelinde ise metastatik lenf nodlarinda in vivo alimi yaklasik sekiz kat artirdigi
bildirilmistir (62). Benzer sekilde, B16-F1 melanoma hiicre hattina LyP-1 ile
hedeflendirilen  doksorubisin  yUkli  lipozomlarin ~ kontrol  grubu ile
karsilastirildiklarinda tiimorde istatistiksel olarak anlamli derecede birikme sagladigi
gosterilmistir (48).

LyP-1, polimerik misellerin hedeflendiriimesinde de kullaniimistir. PEG-PCL
misel yapilarina konjuge edilen LyP-1, artemisininin yiksek derecede metastatik
timor hicrelerine ve bu hiicrelere ait lenf damarlarina tasinmasi amaciyla

uygulanmistir. Kullanilan MDA-MB-435S ve lenfatik endotelyal hiicrelere (LEC) 6zgl
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hedeflendirmenin arttigi, in vitro hiicre kiltiiri ve in vivo hayvan modelinde
kanitlanmistir (57).

Ultrasonik molekiler goriintiileme sistemleri, girisimsel olmayan sekilde
dokudaki hedef bolgede hiicresel ve hiicre ici goriintilemeye olanak saglamaktadir.
LyP-1, ultrasonik molekiler goriintileme sistemlerinde kullaniimak (zere
hedeflendirme ajani olarak mikrobalonlara konjuge edilmis ve bu sayede hastalik
ortaminin taklit edildigi bir mikrogcevrenin gorintilenmesine olanak saglamistir (54).
Mikrobalonlarla yapilan diger bir calismada paklitaksel yiklenmis lipid bazl
mikrobalonlar avidin — biyotin bagi yardimiyla LyP-1 ile kaplanmis ve ultrason
uygulanarak MDA-MB-231 hiicrelerine hedeflendirilmistir. Calisma sonucunda
ultrason uygulama zamanina bagl olarak in vitro hicresel alimda 3,71 ile 7,66 kat
arasinda degisen oranlarda artis gézlenmistir (53). Ayni gruba ait yeni bir calismada
fosfolipid kabuklarina LyP-1 konjuge edilmis mikrobalonlarin, hiicrelere hedeflenme
ozellikleri mikroakiskan ¢ip teknolojisi kullanilarak degerlendirilmistir. Dinamik
adezyon calismalarinda hicre hatti olarak MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti
kullaniimistir. LyP-1 ile hedeflendirilmis mikrobalonlarin uygulanmis oldugu grup ile
LyP-1 ile konjuge olmayan mikrobalonlarin uygulandigi grup arasinda hiicre
ylzeyine baglanma miktar istatistiksel olarak anlamli derecede farkli bulunmustur
(p<0.01). Hedeflendirme oOncesi serbest LyP-1 ile bloke edildikten sonra konjuge
mikrobalon uygulamasi yapilan grupta hiicresel baglanmada go6zlenen disis
(p<0.01), LyP-1’in spesifik reseptorii olan p32’'ye baglanarak islevini yerine
getirdigini gostermektedir (52).

Tomore bagli lenfatik damarlanmanin (lenfanjiyogenez) goriintilenmesinde
kullaniimak tzere yakin kizilotesi florofor madde (CyC5.5) ile konjuge edilmis LyP-1;

subkiitan 4T1 timor inokilasyonunu takiben 3, 7, 14 ve 21. giinlerde timorla
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farelere (st ekstremite parmaklarindan uygulandiginda; tomire bagh lenf
nodlarinda floresan siddetinin arttigi goézlenmistir. 21. giin sonunda LyP-1 ile
hedeflendirme yapilan ve tek basina florofor maddenin uygulandigi gruplar arasinda
gozlenen floresan siddeti farki, istatistiksel acidan anlamli bulunmustur. Boylece
LyP-1’in timore bagh gelisen lenfatik damarlanmanin izlenmesinde, buna bagl
olarak da timor metastazinin belirlenmesinde etkili bir hedeflendirme molekuilu
oldugu gosterilmistir (68). Metastatik lenf nodlarinin hedeflendirilmesi alaninda
yapilan bir baska calismada LyP-1 konjuge edilmis PEGile lipozomlar floresin veya
doksorubisin yliklenerek hazirlanmistir. LyP-1 ile yapilan modifikasyonun in vitro ve
in vivo olarak SPC-A1 akciger adenokarsinom hiicreleri ve metastatik lenf nodlarina
ahmi artirdigl, farmakodinamik calismalarla gosterilmistir (47). Ayni gruba ait diger
bir calismada, doksorubisin yikli LyP-1 ile konjuge lipozomlar MDA-MB-435 hiicre
hattina hedeflendirilmis; in vitro ve in vivo olarak metastatik lenf nodlarinda artmis
floresan siddetinin yani sira doksorubisin yikli lipozomlar ile lenf nodu blyimesi ve
metastazinda azalma gozlenmistir(46).

LyP-1’in gorintiileme ajani olarak kullanildigi c¢alhismalara o6rnek olarak
verilebilecek bir diger calismada; Na™'l isaretli LyP-1 peptidi, MDA-MB-435
ksenografth ciplak farelere kuyruk veninden uygulanarak 1, 3, 6 ve 24. saatlerde
dokulardaki dagilimi yine Na™'l isaretlenen kontrol peptidi ile karsilastiriimistir.
Calisma sonucunda, peptidin enjeksiyon sonrasi 24 saat boyunca stabilitesini
korudugu ve radyoaktif isaretli LyP-1 peptidinin 6. ve 24. saatlerde timor
dokusunda diger dokulardan daha yiksek oranda bulundugu belirlenmistir. Bu
calisma ile LyP-1’'in deneysel timor modelinde sistemik uygulama ile in vivo timor
gorintilemede kullanilabilecek 6nemli bir hedeflendirme ajani oldugu gosterilmistir

(69).
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LyP-1’in kombine tedavide hedeflendirici molekil olarak kullanimina 6rnek
olabilecek nitelikteki bir baska calismada, dosetaksel ve yakin kizilétesi boya (IR820)
yliklenmis miseller, LyP-1 ile konjuge edilmistir. LyP-1 konjugasyonunun tiimoére in
vitro ve in vivo hedeflenmeyi artirarak timor metastazini ve bliylimesini engelledigi
gosterilmistir (56).

LyP-1’in parenteral kullanimi disinda, antikanser tedavide oral kullanimina
ait calismalar da mevcuttur. Hazirlanan doksorubisin yiukli lesitin ters miselleri
kitosan nanopartikillerin icerisine hapsedildikten sonra iki farkli peptit ile konjuge
edilmistir. S6z konusu peptitlerden RGD ile M hiicrelerinde bulunan beta
integrinlere hedeflendirme yapilarak permeabilitenin artirilmasi saglanirken; LyP-1,
MDA-MB-231 hiicrelerinde fazla miktarda ifade edilen p32 reseptoriine
hedeflenerek artmis antitimor etki saglamistir. MDA-MB-231 ksenograftli ciplak
BALB/c farelere 3-4 glinde bir defa 10 mg/kg dozda doksorubisin iceren konjugatlar
uygulandiginda; 4 haftalik tedavi sonunda, en yiksek oranda LyP-1 (79 nmol/mg
nanopartikil) ile konjuge nanopartikillerle tedavi edilen hayvanlarda, bagil timor
hacmi orani (V/Vo) 5,24 olup; tek basina doksorubisin uygulamasi yapilan gruptan
(V/Vo degeri 21,81) istatistiksel olarak anlamh derecede farkli bulunmustur (70).

Son donemde gergeklestirilen calismalardan LyP-1'in teranostik kullanimina
ultra kigik (3,6 nm) yari metal bizmut nanopartikillerin LyP-1 ile konjugasyonu
ornek olarak verilebilir. 14 ginlik uygulama sonunda LyP-1 ile konjuge edilmis
nanopartikillerin lazer ve X-1sini uygulamasi ile kombine kullanimini takiben bagil
timor hacmi (V/Vo) kontrol grubuna gore anlamh derecede farkli bulunmustur

(p<0,005) (58).
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LyP-1'in meme kanseri tedavisi disinda gliyoma (60, 71), ateroskleroz (50, 61,
72, 73) ve pankreas kanseri (65) tedavisinde kullanimlari izerinde de calismalar

mevcuttur.

2.3. Lenfatik Sistem ve Kanserdeki Rolii

Lenfatik sistem; immin yanitin olusturulmasi, vicutta bulunan sivilarin
homeostazi ve lipid absorpsiyonundaki rollerinin yani sira, kanserin yayillmasinda
kilit bir rol oynamaktadir (74).

Lenfatik sistem temelde, interstisyel sivi ve hicreleri absorbe ederek lenf
sivisini olusturan ve baslangi¢ lenf damarlari olarak da tanimlanan kiiclk lenfatik
kilcal damarlardan olusan bir agdir. S6z konusu lenf kilcallari; lenf sivisini, toplayici
lenf damarlarina ileterek lenf nodlarina kadar ulastirmada kritik rol oynamaktadir.
Viicudun cesitli bolgelerinde yer alan lenf nodlari ise lenf sivisinin son asamada kan
dolasimina geri génderilmesini saglar (75-77).

Kanser tedavisinde en 6nemli donim noktalarindan biri, timoérin baslangi¢
bolgesinden farkl dokulara metastazidir. Timor hicrelerinin metastatik yayilimi kan
damarlari vasitasiyla (hematojen yayilim), lenfatik damarlarla (lenfojen yayilim) veya
direkt olarak dokulara ve viicut bosluklarina tasinmayla gerceklesmektedir (78).
Lenfatik damarlanmanin timor metastazi icin en temel yollardan biri oldugu
bilinmektedir. Bu durum 06zellikle bolgesel lenf nodlari etrafinda lokalize kanser
turlerinden meme, akciger ve gastrointestinal sistem kanserlerinin seyrinde ve buna
bagh olarak izlenecek tedavi stratejisinde oldukca 6nemlidir (74). Timor hiicreleri ve
timor bagimh makrofajlar, proinflamatuar ve lenfanjiyogenik faktorler salgilayarak
timor bolgesi ve lenf nodlarinda lenfanjiyogenezi uyarirlar. Lenfanjiyogenez ile, lenf

damarlarinda dilatasyon ve artmis timor ici basinca bagli olarak tiimér dokusundan
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lenf nodlarina dogru akista artis gerceklesir. Bu durumda metastaz icin gerekli
kosullar saglanmaktadir (79).

Konvansiyonel sistemik kemoterapi, dozu kisitlayan bir toksisite durumu
olmaksizin lenfatik sisteme etkin bir sekilde tasinamamaktadir (77). istenen dozda
etkin maddenin lenfatik sisteme tasinabilmesi icin hedeflendirme stratejilerinden

yararlanilmalidir.

2.3.1. Kanser Tedavisinde Lenfatik Hedeflendirme Yaklagimlari

Lenfatik sistem tarafindan absorpsiyon, belli durumlarda gerceklesmektedir.
Lipozomlar, emiilsiyonlar, polimerik partikiller gibi kolloidal sistemler, lenfatik
sistem tarafindan ylksek oranlarda tutulmaktadirlar (77).

Yaglarin absorpsiyonunda gorev aldigi bilinen lenfatik sistem tarafindan
absorpsiyonun artirilabilmesi icin, hedeflendirilmesi planlanan sistemlerin lipofilik
ozelliklerinin artirilmasi dogru bir yaklasimdir (77). Oral uygulama sonrasi lenf
dolasimina gecisin artirilabilmesi icin molekillerin log P degerinin 5’ten blylk
olmasi veya trigliserid yapida olmasi 6nem tasimaktadir. S6z konusu durumda ilag
molekilleri enterositlerden gecerek mezenterik lenf damarlarina ulasacaklardir.
intestinal lenf nodlarina ilag hedeflendirilmesinin en 6nemli istiinligli, absorbe olan
maddelerin karacigerde ilk gecis etkisine maruz kalmadan direkt olarak torasik lenf
damarlari aracihigiyla sistemik dolasima gecmesidir (79).

Uygulama yolunun da lenfatik sistem tarafindan absorbe edilen miktari
etkiledigi gosterilmistir. Subkitan, intramuskuler ve intraperitoneal uygulama yollari
kullanilarak lenf nodlari hedeflenebilmektedir (77).

Uygulanan tasiyici sistemlerin boyutlarinin da lenfatik hedeflendirmede kritik

6neme sahip oldugu bilinmektedir. Genel olarak kiglk partikillerin hiicreler arasi
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alandan lenf damarlarina tasinmasi daha kolaydir (77). Parenteral yoldan interstisyel
uygulanan molekiillerin lenfatik absorpsiyonlari partikil boyutlarina gére degisiklik
gostermektedir. Kigik ve orta buyiklikteki makromolekiller (10 nm’den kigulk
veya 16-20 kDa boyutunda) ve 100 nm’den biyik molekiller interstisyel alana
difiizyon olanaklar diislik oldugundan enjeksiyon bélgesinde bulunan kan damarlari
tarafindan kan dolasimina tasinmaktadir. Bu iki biylklik arahginin disinda yer alan
ve 20-30 kDa boyutundaki makromolekiiller ile 10-100 nm araliginda yer alan
partikiller, lenfatik damarlara ulasmaktadir (79, 80).

Lenfatik alimin artirilmasi icin izlenebilecek bir diger yaklasim ise alblimin ile
konjugasyondur. Albimin interstisyel alandan sistemik dolasima lenfatik damarlar
araciligiyla geri dénmektedir. Bu durumda alblimin ile konjuge edilen molekillerin
de lenfatik dolasima gecisi artmaktadir (79). S6z konusu yaklasim subkitan
uygulanan asilarin lenfatik alimini artirmak amaciyla uygulanmistir. Antijen ya da
adjuvan molekiller albimin baglayici lipofilik kuyruga, ¢ozlintrlGgl artiran polimer
zincir eklenerek baglanmis ve amfifilik yapida molekiiller elde edilmistir. Aloimin
aractligiyla lenf nodlarina tasinan ve s6z konusu bodlgede immin hiicreler ile
etkilesimleri artan molekiiller, daha yiiksek bir immiin cevabin olusmasina olanak
saglamistir (81).

Lenfatik hedeflendirme alaninda calisilan reseptér aracili hedeflendirme
molekdillerine hyaluronik asit ve LyP-1 6rnek olarak verilebilir (79). Lenfatik
endotelyal hicreler lzerinde bulunan ve lenfatik damar endotelyal hyaluronik asit
reseptori 1 (LYVE-1) olarak adlandirilan reseptor hyaluronik asit icin spesifik bir
hedefken (82); LyP-1’in baglandigl p32 reseptori de timor lenf damarlari Gzerinde

yer alan bir hedeftir.
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2.4. Nano Boyutlu ilag Tasiyic Sistemler ve Kanser Tedavisindeki Yeri

Nano boyutlu ilag tasiyici sistemler kanser teshis ve tedavisinde dnemli bir
rol oynamaktadir. EPR etkisinin ortaya atilmasi ile birlikte, timore hedeflendirilmis
tastyici sistemlerin gelisimi hiz kazanmis ve bu alanda yapilan c¢alismalar klinige
kadar tasinmistir.

Nanoboyutlu ilag taslyici sistemlerin kanser tedavisinde getirmis oldugu
Ustlinlikler asagida siralanmaktadir (26):

— Coziundrlik sorunu olan etkin maddelerin ¢o6zUinGrlGgl, uygun tasiyicl
sistem tasarimiyla artirilabilir. Buna bagh olarak biyoyararlanimda
iyilesme gerceklesir.

— Taslyicl sistem icerisine hapsedilen etkin maddenin stabilitesi
artirilarak viucutta kalma siiresi uzatilir. Bu durumda hedef dokuda
biriken madde miktari artirilir.

— Pasif ve aktif hedeflendirme yaklasimlari ile antikanser maddelerin
timor dokusundaki konsantrasyonlari artirilir.

— Antikanser maddelerin salim oOzellikleri degistirilerek  timor
mikrocevresinde salimin kontrol edilebilecegi sistemler tasarlama
olanagi mevcuttur.

Nanoteknoloji urlni ilaglarin, boyutlardaki degisikliklere bagh olarak
fizikokimyasal ozellikleri de degismekte ve buna bagli olarak da piyasada bulunan
geleneksel bulyukllikte partikillere sahip preparatlara gore fiziksel, kimyasal ve
biyolojik acidan cesitli Gstlnlikler kazanmalari saglanmaktadir (83). Diger yandan,
degisen fizikokimyasal Ozellikler, glvenlilik ve etkililik ile ilgili birtakim soru
isaretlerini de beraberinde getirmektedir (26, 84). FDA’nin nanoteknolojik ilaglarin

onaylanmasi asamasinda izledigi yol, tiriin bazli olarak devam etmektedir. Piyasaya
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ctkmak icin onay bekleyen nanoteknoloji Urind ilaglarin takip edebilecegi
karakterizasyon ve kalite kontrol ile ilgili genel bir kilavuz henliz yayinlanmamistir
(26). Avrupa ilac Ajansi (EMA) da 2006 vyilinda, nanoteknoloji triini ilaclarin
ruhsatlandirilmasi ile konulari degerlendirmek (zere otoriteler arasi Nanoilag
Uzman Grubu olusturmustur. 2009 yilinda bu grup daha da blylyerek Avrupa,
Amerika Birlesik Devletleri, Japonya ve Kanada’nin da icinde oldugu bir olusum
haline gelmistir (85).

Ruhsatlandirma asamasinda yasanan sikintilarin yani sira nanoteknoloji
UrlnG preparatlarin Uretim asamasinda karsilasilan zorluklar da g6z o©niinde
bulundurulmasi gereken konulardan biridir. S6z konusu ilacglarin, konvansiyonel
Uretim asamasinda yapilan yatirim, benzerlerine oranla oldukca yliksektir ve 6lcek
blyltme asamasi da geleneksel ilaglardan oldukca farkhdir (26). Tim bu zorluklara
ragmen klinikte kullanim icin onay almis ilaclarin olmasi, ileriki yillarda da yliksek
teknoloji Girlinl preparatlarin hastalarin kullanimina sunulmasinin yolunu agacaktir.

Kanser tedavisinde kullanilan nanotasiyici sistemler genel olarak yag bazli
sistemler, polimer bazli sistemler, ila¢ konjugatlari, inorganik nanopartikiiller ve viral
nanopartikiller olarak siniflandinlabilir (26). S6z konusu sistemler Gzerinde
calismalar yogun bir sekilde devam ederken, piyasaya cikarak klinik kullanima girmis
olan lipozom (Doxil®/Caelyx®), alblimin konjuge nanopartikiil (Abraxane®), demir
oksit nanopartikili (NanoTherm®), polimerik misel (Genexol-PM®, Gliney Kore),
PEG protein konjugati (Oncaspar®) ve polimer — protein konjugati (Zinostatin
stimalamer®, Japonya) bulunmaktadir (26). Klinik calismalari devam eden adaylar
olmasina karsin klinikte heniz polimer —ila¢ konjugati 6rnegi bulunmamaktadir.

PEG ile konjuge edilmis lipozomal doksorubisin preparati (Doxil®/Caelyx®),

kanser tedavisinde klinik kullanim icin FDA tarafindan 1995 yilinda onaylanmis ilk
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nanotaslyici sistem formilasyonudur (86). Doxil® disinda piyasada olan lipozomal
ilag tasiyici sistemler; lipozomal doksorubisin (Myocet®), lipozomal daunorubisin
(DaunoXome®), lipozomal sitarabin (DepoCyt®), vinkristin silfat lipozomlari
(Marqibo®) ve liposomal mifamurtidtir (Mepact®) (26). Bu sistemlerin hicbiri
hedeflendirici bir molekil icermemektedir. S6z konusu preparatlara ek olarak ilk
jenerik lipozom preparati olan Lipodox, FDA tarafindan 2013 yilinda onay almistir
(26).

EMA tarafindan onaylanan ve yiksek bir market potansiyeli ile piyasaya
cikan pek c¢ok nano boyutlu ilag bulunmaktadir. EMA onayll lipozom
formilasyonlari; lipozomal doksorubisin (Caelyx® ve Myocet®), lipozomal
mifamurtid (Mepact®), lipozomal amfoterisin B (AmBisome®) ve lipozomal
daunorubisindir (DaunoXome®). Lipozom formilasyonlari disinda, etkin maddelerin
nanoboyutlu partikiller olarak formile edildigi EMA onayli preparatlara 6rnek
olarak Abraxane® (paklitaksel), Emend® (aprepitant), Rapamune® (sirolimus),
Tricor®/Lipanthyl®/Lipidil® (fenofibrat) verilebilir. Bunun yani sira EMA onayl
protein-polimer konjugatlari (Oncaspar® — mPEG asparajinaz), nanokristaller
(Zypadhera® - Olanzapin), polimerik ila¢ (Copaxone® - Glu, Ala, Tyr, Lys kopolimeri)
ve nanokompleks preparatlari da (Ferrisat® - demir Il hidroksit dekstran kompleksi)

bulunmaktadir (87, 88).

2.5. Peptit Konjugatlari

Kanser tedavisinde monoklonal antikor temelli yaklasimlar, molekiler
yapilarinin ¢ok yonliligi ve klinik etkililikleri sebebiyle son yillarda hizla gelisim
gostermektedir (89). Terapotik monoklonal antikorlara ek olarak antikor — ilag

konjugatlari da, potent antikanser ilaglarin tasinmasinda konvansiyonel
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kemoterapinin neden oldugu yan etkileri azaltmak amaciyla kullanilan yaklasimlar
arasinda yer almaktadir. Bu alanda yapilan calismalar gelisme gdstermeye devam
ederken, monoklonal antikorlar ile yapilan c¢alismalara alternatif hedeflendirme
yaklasimlari ortaya ¢ikmistir. Peptit konjugatlari da bu yaklasimlardan biri olarak
arastirmalara konu olmaktadir. Peptit yapili molekiillere konjugasyonda kullanilan
gruplara ornek olarak ilag molekilleri, antikorlar ve polimer vyapili bilesikler
verilebilir.

Hedeflendirilmis tedavi yontemlerinden monoklonal antikorlar, antikor —ilag
konjugatlari ve peptit — ilag konjugatlarindan her biri tek basina Ustlinlik ve
sakincalara sahiptir. Ancak, bu sistemlerin bir arada kullanimlari ile karsilasilan
sorunlarin asilmasinin miimkin olabilecegi 6ngorilmektedir (89).

LyP-1 peptidi, yapisinda bulunan amin ve tiyol gruplar sayesinde “click”

kimya ile konjugasyona uygun yapi gostermektedir (90).

2.5.1. Peptit — ilag konjugatlari

Kimyasal acidan farkli 6zellikte iki yapinin kovalan bir bag yardimiyla tek bir
molekll haline getirilmesi, sinerjistik 6zellikler gosteren farkli molekillerin
eldesinde kullanilan kolay ve etkin bir yontemdir (91).

Antikanser etkin maddelerin hidrofilik 06zellik gosteren peptitler ile
konjugasyonu; ilacin ¢ozinurlGgind, hiicresel alimini ve etkisini artirmak amaciyla
tercih edilen stratejilerdendir (91). Bu yaklasimin antikanser ilaglar icin kullaniimasi
ile artmis penetrasyon ve secicilik elde edilmesi, antikanser 6zellikteki molekiliin
etkisini artirmak amaciyla siklikla tercih edilmektedir (91).

Peptit — ilag konjugatlari, peptit yapida bir vektor, terapotik kisim ve bunlari

birbirine baglayan kovalan bir bagdan meydana gelen yapilar olup, hedeflendirmede
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kullanilan peptit yapidaki vektorler genellikle 40 aminoasitten daha kisa zincire
sahip peptitlerden secilmektedir (92).

Peptit yapidaki terapotiklerin klinikte yerini alabilmesi icin yapilan ¢calismalar
1980’lerden itibaren hizla devam etmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bugiin
piyasada yaklasik 50’nin Uzerinde peptit yapida ila¢ bulunmaktadir. Diger yandan
peptit-ila¢ konjugatlarinin kanser tedavisinde kullanimiyla ilgili arastirmalar devam
etmesine ragmen henliz piyasada kanser tedavisinde onayl peptit — ila¢ konjugati
bulunmamaktadir (30). Bu eksikligin nedenleri arasinda hedeflenen reseptdre uygun
ligand molekilin bulunmasinin zorlugu, reseptoérle ilgili hicre icine alim vb.
mekanizmalarin  henliz aciklanamamis olmasi, peptit — ila¢ konjugatlarinin
farmakokinetik ve farmakodinamik mekanizmalari ile ilgili calismalarin yetersizligi
saylilabilir (93).

Peptit — ila¢ konjugatlari ile hedeflendirme alaninda, klinikte kullanimda olan
ve etkinlikleri bilinen klglik molekilll sitotoksik veya antineoplastik etkin maddeler
substrat olarak secilmektedir. Bu etkin maddelere 6rnek olarak metotreksat,
5-florourasil, doksorubisin, siklosporin ve paklitaksel verilebilir (92).

Antikor — ila¢ konjugatlarinda karsilasilan problemlerden biri, blylk
molekiler yapilari sebebiyle timor ici penetrasyonun kisith olmasidir. Peptit — ilag
konjugatlarinda ise, vyapilarin kiglik olmasi sebebiyle dokulara penetrasyon
artmaktadir. Bunun yani sira, bir antikor molekill 1 ile 3 arasinda ilag molekiili ile
konjuge edilebilirken, peptit — ila¢ konjugatlarinda ila¢ yikleme kapasitesi yaklasik

olarak %20-30 arasindadir (94).
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2.6. Antikor Konjugatlari

Yiksek 6zglinliik ve hedef antijenlere ylksek miktarda baglanma o6zellikleri
sebebiyle monoklonal antikorlar uzun yillardir temel arastirmalara konu olmaktadir
(95). Antikorlar ile ydritilen calismalarda hedef olarak kullaniimis timor
antijenlerine 6rnek olarak epidermal biyime faktéri (EGFR), vaskiler endotelyal
bliylime faktori (VEGF), sitotoksik T lenfosit antijen — 4 (CTLA4), CD20, CD30 ve
CD52 verilebilir (96).

Antikorlar ve antikor kisimlari ile hedeflendirme, goériintiileme ajanlari ve
antikanser ilaclarin timor bolgesine 6zglin hedeflendirilmesinde en sik kullanilan
molekiller arasinda yer almaktadir. Antikorlar tek basina timor antijenlerine 6zgiin
olarak baglanarak etkin terapétik ajanlar olarak kullanilabilmelerine ragmen, bazi
degisiklige ugramamis antikorlar terapotik aktiviteden yoksun oldugundan,
antikor — ila¢ konjugatlari olarak sitotoksik etkin maddeler ile birlikte uygulanmalari
yaygin olarak tercih edilmektedir (95).

Sitotoksik ilaglarin  antikorlar ile konjuge edilmesi antikorlarin
kullanilabilirliklerini artirmakta, potens ve etkililikte artis saglamaktadir. Bu amacla
hazirlanacak  konjugatlarin  eldesinde  cesitli konjugasyon  yontemleri
kullanilmaktadir. Konjugasyonun vyapilmasi icin en ¢ok tercih edilen antikor
bolgeleri, lizin ve sistein aminoasitlerinin bulundugu bdlgelerdir. S6z konusu
bolgelerde vyapilacak konjugasyon, stabil baglayict molekiller araciligiyla
gerceklesmektedir. Baglayici molekillerin kan dolasimina girdikten sonra hedef
bolgeye gidene kadar etkin maddeyi salmayacak kadar stabil, hiicre icerisine
girdikten sonra ise etkinin gorilebilmesi i¢in etkin madde salimini saglayacak
Ozellikte olmasi, beklenen ideal o6zelliktir (97). Bu amacgla en cok tercih edilen

baglayict  molekiller  4-(-maleimidometil)  sikloheksan  karboksilik  asit
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N-hidroksistiksinimid esteri (SMCC), N-stksinimidil 4-(2-pridilditiyo) pentanoat (SPP)
ve N- stiksinimidil 3-(2- pridilditiyol) butirat (SPDB)’tir (97).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Avrupa Birligi'’nde ado-trastuzumab
emtansin (Kadcyla®) ve brentuksimab vedotin (Adcetris’) adiyla piyasada yer alan iki
adet antikor — ila¢ konjugati bulunmaktadir. Bunun yani sira 40’a yakin antikor —ilag
konjugati klinik calismalarda yer almaktadir (95). Ginimize kadar klinik kullanim
icin FDA tarafindan onay almis 5 adet antikor — ila¢ konjugati bulunmaktadir (26,
98). Bunlardan ikisi kullanima girdikten sonra piyasadan cekilmistir. Kadcyla™
(ado-trastuzumab emtansin), HER2 pozitif metastatik meme kanseri tedavisinde
kullanilirken; Adcetris™ (brentuksimab vedotin), Hodgkin lenfoma ve anaplastik
blyuk hiicreli lenfoma tedavisinde endikasyon almistir. 2000 yilinda FDA’dan onay
almis bir diger antikor — ila¢ konjugati olan ve miyeloid I6semi tedavisinde
kullanilmak tzere gelistirilen Mylotarg™ (Gemtuzumab ozogamisin), onay sonrasi
calismalari yerine getiremediginden 2010 yilinda gondlli olarak piyasadan
cekilmistir (98). Tedavide kullanilan konjugatlarin yani sira teshis icin gelistirilen
radyontklid isaretli iki adet konjugat daha klinik onay sahibidir. Hodgkin disi
lenfomada kullaniimak lizere FDA ve EMA tarafindan onayli bu iki preparattan
Zevalin® (ibritumomab tiyuksetan) 2002 yilindan beri kullanimda iken; 2003 yilinda
onay alan Bexxar ®(Tositumomab) 2014 yilinda piyasadan ¢ekilmistir (26).

Klinige cikmayl basarmis antikor — ila¢g konjugatlari olmasina ragmen
antikorlarin hedeflendirme molekiilleri olarak kullanilmasinda karsilasilan iki dnemli
kisitlama bulunmaktadir. Bunlar molekiler yapinin biyukliginden kaynaklanan
timor penetrasyonunda duslklik ve mononikleer fagositer sistem (MPS)
tarafindan 6zgiin olmayan alimdir (99). Bu sebeple, antikorlarin alternatif molekiller

ile birlikte uygulanmalari ilgi c¢eken konular arasinda yer almaktadir. Bu
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yaklasimlardan biri de bispesifik antikorlar yardimiyla 6n hedeflendirme sonrasi

yapilan hedeflendirmedir.

2.6.1. Bispesifik Hedeflendirme

Tumore spesifik toksisitenin artirilmasi ve timorli dokuya ilag molekdllerinin
hedeflendirilebilmesi amaciyla ilag¢ molekillerinin polimerlere konjugasyonu,
kullanilan yontemler arasindadir. Ancak ila¢ molekillerinin tek basina polimerik
yapilara konjuge edilmesi hedeflendirme saglamadigindan, terapotik etki
gorilebilmesi icin gerekli ilag miktari artabilmektedir. Bunun yani sira, bu teknoloji
blylk tlimor dokularinda etkili olabilmesine ragmen, metastaz yapmis kiglk
lezyonlarda gerekli etkiyi gostermeyebilir. S6z konusu durum, tedavide vyeni
alternatifler olarak antikor — ila¢ konjugatlariyla ilgili arastirmalarin hiz kazanmasini
saglamistir (100).

Antikor — ila¢ konjugatlari, antikorlarin bakteriyel toksinler, peptit analoglari
ve sitotoksik molekillere konjuge edilmesiyle elde edilebilmektedir. Antikorlarin
efektdér molekillerle konjugasyonu, disiik yikleme kapasitesiyle zor bir prosedir
olarak tanimlanmaktadir ve konjugasyon sonrasinda biyolojik aktivitenin tamamen
kaybedilmesi gibi riskler bulunmaktadir. Bu sebeple pretargeting - 06n
hedeflendirme adi verilen yeni bir yaklasim ortaya ¢ikmistir (100).

On hedeflendirme yaklasiminda bispesifik antikorlar kullanilarak in vivo
ortamda hedef olmayan dokulardan gelen spesifik olmayan aktivitenin azaltilmasi
amaclanmaktadir. Boylece bispesifik antikorlar sayesinde hedeflenmemis
hiucrelerde toksisitenin azaltilmasi ve molekiler anlamda timér hedeflendirmesinin

artirillmasi saglanmaktadir. Bispesifik hedeflendirme teknolojisi imminolojik tani,
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toksik molekiillerin hedeflendirilmesi veya tlimoérlerde bulunan sitotoksik hiicrelerin
aktivasyonu icin kullanilmaktadir (100).

Bispesifik hedeflendirmede kullanilan bispesifik antikor — ligand kompleksi,
efektdér molekiile baglanan monoklonal antikorun bir reseptore spesifik peptit veya
analogu ile konjugasyonu sonucu elde edilmektedir (100). Hedeflendirmenin ilk
asamasinda antikor — ligand kompleksi hedef kanser hicresine baglanmak Uzere
uygulanmakta, ikinci asamada etkin madde ile konjuge edilen ve antikoru taniyan

kisim uygulanarak spesifik hedeflendirme saglanmaktadir (100).

2.7. Yag Bazli ilag Tastyici Sistemler

Oral kullanima uygun yag bazli formilasyonlar Pouton tarafindan bes ana
gruba ayrilmistir (101-103). Tip I, Tip I, Tip llIA, Tip 1lIB ve Tip IV olarak adlandirilan
bu gruplara ait ayrintil bilgi Tablo 2.1’de verilmistir. S6z konusu siniflandirma
yapilirken formilasyonda kullanilan trigliserit/karisik gliserit, ylizey etkin madde
konsantrasyonu, hidrofilik yardimci ¢6zlici konsantrasyonu ile partikil blylklGg
dagilimi, suyla seyreltme ve sindirilebilirligin 6nemi dikkate alinmistir(101). Tip I'den
Tip IV'’e dogru giderken, formilasyonlarin icerigindeki hidrofilik bilesen miktari
artmaktadir(102) (Tablo 2.2). Kendiliginden emidilsifiye olabilen ilag tasiyici sistemler

Tip Il grubunda yer almaktadir.



Tablo. 2.1. Yag bazli formiilasyolarin siniflandiriimasi (102, 103).
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Formiilasyon tipi

Maddeler

Ozellikler

Faydalari

Sakincalan

Tip |

Yiizey etkin maddesiz yaglar

Dagilmazlar, yaglarin sindirimi

GRAS statislinde, kapsiil

ilac molekdilii yiiksek lipofilik

gerekir bilesenleri ile yiksek ozellik géstermiyorsa ¢ozlicl
gecimlilik kapasitesi diistik
Yaglar ve suda ¢6zinmeyen Suda ¢6zlinen bilesenler Dispersiyon halinde ¢6zlci Bulanik yag/su dispersiyonu
Tip i ylizey etkin maddeler olmayan SEDDS/SMEDDS kapasitesi kaybi olmamasi (partikll boyutu 0,25-2 um)
formilasyonlari
Yag, ylizey etkin madde, Suda ¢6zlinen bilesenler ile Berrak, hemen hemen berrak  Dagilma sirasinda muhtemel
Tip LA yardimci ¢6zlicli (suda olusturulan SEDDS/SMEDDS gorlinlinim, yag sindirimi ¢Ozilicl kapasitesi azalmasi,
¢Ozlinen ve ¢ézlinmeyen formilasyonlari olmadan absorpsiyon zor sindirim
yardimci maddeler)
Yag, ylizey etkin madde, Suda ¢6zlinen bilesenler ve Berrak goértiiniiniim, yag Dagilma sirasinda yiksek
Tip Il B yardimci ¢6zlicli (suda duslk yag icerigiyle sindirimi olmadan ihtimal ¢6zlicli kapasitesi
¢Ozlinen ve ¢ézlinmeyen olusturulan SMEDDS absorpsiyon azalmasi
yardimci maddeler) formilasyonlari
Suda ¢6zlinen ylizey etkin Misel ¢ozelti olusturmak igin Pek cok ilag molekiilii igin Dagilma sirasinda ¢6zlicl
Tip IV

madde ve yardimci ¢ozicller

disperse olurlar

ylksek ¢oziicl kapasitesi

kapasitesi azalmasi, sindirim

mumkin olmayabilir




Tablo 2.2. Yag bazl formilasyon bilesenleri(102).
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Yardimci Maddeler

% Yardimci Madde Miktari

Tip | Tip Il TiplllA TiplllB Tip IV
100 40-80 40-80 <20 -
Yaglar:trigliserit/mono-
digliserit karisimlari
- 20-60 - - 0-20
Suda ¢Ozlinmeyen
ylzey etkin maddeler
(HLB<12)
- - 20-40 20-50 30-80
Suda c¢ozinen vylzey
etkin maddeler
(HLB>12)
- - 0-40 20-50 0-50

Hidrofilik yardimci
¢cOziicller
(PEG, Propilen Glikol,

Transcutol vb.)
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Yag bazh formilasyonlarda, secilen yardimci maddelere goére formiilasyon
tipi fiziksel karisimlardan, kati dispersiyonlar ve kendili§inden mikro-
/nanoemdilsifiye olabilen sistemlere kadar degisiklik gosterebilmektedir (104).

Formilasyon asamasinda kullanilan yaglar, etkin maddelerin biyofarmasotik
ozelliklerini ve buna bagh olarak oral biyoyararlanimlarini degistirmektedir. Bu
durum bagirsak sivilarinda ¢ozinlrligin artmasi, ilag molekiliinin kimyasal ve
enzimatik parcalanmadan korunmasi, lipoproteinlerin olusmasiyla birlikte lenfatik

alimin artmasina bagli olarak gerceklesmektedir (105).

2.7.1. Kendiliginden Emiilsifiye Olabilen ilag Tastyici Sistemler (SEDDS)

Kendiliginden emdiilsifikasyon, yag ve suyun hafif mekanik bir kuvvet
yardimiyla emiilsiyon olusturmasi olarak tanimlanmaktadir (106).

Kendiliginden emidilsifiye olabilen ilag tasiyici sistemler (self emulsifying drug
delivery systems-SEDDS), yag, yuzey etkin madde ve yardimci ylizey etkin maddeden
olusan bir karisim olup, sulu bir faz ile bir araya geldiginde hafif calkalama ile
termodinamik acidan dayanikh yag/su tipi mikro-/nanoemdilsiyonlar olusturabilen
izotropik sistemlerdir (55, 107-109). SEDDS, damlacik biylkligi 100-300 nm
arasinda olan emdlsiyonlar olustururken; kendiliginden mikroemdiilsifiye olabilen
sistemler (SMEDDS), 50 nm’den kiclk damlaciklara sahip seffaf gorinimli
mikroemdlsiyonlar olustururlar (107).

Bu asamada, nanoemiilsiyonlar ile mikroemilsiyonlar arasindaki farki
aciklama gerekliligi dogmaktadir. Nanoemdiilsiyonlar, birbiriyle karismayan iki sivinin
birbiri icerisinde bir dis kuvvet yoluyla dagitildigi heterojen dispersiyonlardir.

Damlacik boyutlart 20-200  nm arasinda degismektedir. Burada kullanilan
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‘nanoemdiilsiyon’ ifadesi emilsiyonun damlacik boyutuna ait bir ifadedir ve
‘mikroemdilsiyon’ ile karistirllmamalidir. Nanoemidilsiyon yapisinda bir emdlsiyon her
ne kadar mikroemiilsiyon gibi seffaf bir gériinime sahip olsa ve/veya uzun sureli bir
stabilite davranisi gosterse de bu sistemler dengeye ulasmis sistemler degildir ve
damlacik boyutlarinin nano boyuta getirilebilmesi icin disaridan bir enerji
uygulanmasi gerekir (110). Nanoemdilsiyonlar kinetik acidan stabil olsalar da
termodinamik acidan stabil degildir. Mikroemiilsiyonlar ise termodinamik acgidan
stabil formulasyonlardir ve kendiliginden olusurlar (111). Bu durum
mikroemdilsiyonlarin, faz ayrimi s6z konusu oldugu durumdan daha distk bir
serbest enerjiye sahip olmalari, nanoemdilsiyonlarin ise faz ayrimi oldugu durumdan
daha yuksek serbest enerjiye sahip olmalari ile aciklanabilir (112). S6z konusu
terminolojik karmasa, nanoboyutlu (1-100 nm) emdlsiyonlarin kendiliginden
olusabilen tiri olan emilsiyonlara ‘mikroemilsiyon’ adinin verilmis olmasindan
kaynaklanmaktadir. Mikroemilsiyon kavrami ilk olarak 1981 vyilinda ortaya
ciktiginda, damlacik blyuklGglu tam olarak tanimlanmamis olsa da, s6z konusu
mikroemdilsiyonlarin damlacik boyutlari 5-100 nm arasinda degisen blyuklige
sahiptir (109). Bu durumda, mikro boyutta damlaciklara sahip emiilsiyonlarin da
‘mikroemdilsiyon’ olarak adlandirilmasi karmasa yaratmaktadir (110).
Emdlsiyonlarda karsilasilan terminolojik karisiklik SEDDS formilasyonlarinin
adlandirilmasi sirasinda da gozlenmektedir. Temel olarak SEDDS formiilasyonlari
SMEDDS ve SNEDDS olarak iki gruba ayrilabilir. S6z konusu ayrim vyapilirken
damlacik boyutunun yani sira, olusan emilsiyonun termodinamik agidan stabilitesi
de 6nem tasimaktadir. Ancak terminolojideki karisiklik, s6z konusu sistemlerin farkh
arastirmacilar tarafindan farkh sekillerde tanimlanmasina neden olmaktadir (113,

114).
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SEDDS formilasyonlarinin tasarlanmasinda hareket noktasi, piyasaya
cikmaya aday yeni ilag molekillerinin yaklasik %60 gibi blylk bir cogunlugunun
suda c¢oOzlnlrlik probleminin olmasidir (115). SEDDS formilasyonlari sayesinde
formile edilen ilag molekillerinin ¢ozlndrlGgu artmakta ve buna bagl olarak da oral
biyoyararlanimlari iyilestiriimektedir. Bunun yani sira, ilag molekillerinin enzimatik
par¢alanmadan korunmasi da s6z konusu formilasyonlarin sagladig faydalardandir
(116).

Kendiliginden emiilsifiye olabilen ilag tasiyici sistemlerin formiilasyonu
sirasinda, bilesenlerin formiilasyon parametrelerine etkilerinin degerlendirilebilmesi

amaciyla Gggen faz diyagramlarindan yararlaniilmaktadir (Sekil 2.1).

yuzey etkin madde/
yardimci yuzey etkin madde

yag/su Surekli Faz
mikroemdilsiyonu Yaplilar
§%¥?% sulyag
%szﬁi? mikroemdulsiyonu

Misel ¢ozeltisi
&% £ ,::
v:"éf %;La

Ters misel ¢ozeltisi

Yag

Bifazik(emuilsiyon)

Su

Sekil 2.1. Ucgen faz diyagrami (109).

2.7.2. SEDDS Olugum Mekanizmalari

Kendiliginden emiilsifikasyonun gergeklesebilmesi igin yag — su yuzeylerarasi
geriliminin oldukca diisuk olmasi ve/veya yiksek yizeylerarasi bozulma olusmasi

gerekmektedir. Yag — su araylizeyinde bozulmalar, formilasyon igerisine suyun
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penetre olmasi ya da yardimci ¢6zlicli olarak kullanilan maddelerin formilasyondan
disariya dogru diflizyonu ile gerceklesmektedir (108).

Normal kosullar altinda birbiriyle karismayan iki fazdan bir emdlsiyon sistemi
olusabilmesi icin disaridan mekanik bir enerji uygulanmasi ya da ylizey etkin madde
gibi ylzeylerarasi gerilimi dusliren bir bilesenin formiilasyona eklenmesi
gerekmektedir (117). S6z konusu emilsiyon sistemlerinin bazilarinda dagilan fazin
damlacik buyiklGgli 10 nm’den kiguktlir. Bu sistemler mikroemilsiyon olarak
tanimlanmaktadir. Mikroemiilsiyonlar; oldukca dusiik yag/su ylizeylerarasi gerilimi
ile karakterizedir ve bu durum oldukca genis ylizeylerarasi alanlarin olusumuna
olanak vermektedir. Mikroemdiilsiyonlardaki damlacik blyukliga emilsiyonlara gore
oldukca kiicik oldugundan, karistirmadan gelen artmis entropi sistemin
stabilizasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (117, 118).

Belirli bazi kosullar altinda herhangi bir midahale olmadan da
emdlsifikasyon olusmasi mimkindtr. Bu durum diflizyon, termal dalgalanmalar ve
cok duslk (bazi durumlarda negatif) yizeylerarasi gerilim gibi dinamik streclerde,
karistirma olmaksizin sadece fazlarin bir araya getirilmesiyle de emiilsifikasyon

olusmasina neden olmaktadir (119).

2.7.3. SEDDS Tiirleri

Kati SEDDS

SEDDS formilasyonlari genellikle sivi formda hazirlansa da sivi
formulasyonlarin getirdigi birtakim kisitlamalar nedeniyle son yillarda kati SEDDS
formulasyonlarinin gelistiriimesi konusunda 6nemli adimlar atilmistir. Sivi SEDDS

formilasyonlarinin 6zellikle stabilite, dozlama, tasima ve saklama konularinda
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getirdigi problemler nedeniyle kati SEDDS formilasyonlari segenek olarak
dustndlebilir.

Kati SEDDS formiulasyonlarinin gelistiriimesinde ilk basamak sivi SEDDS
formilasyonlarinin  tasarlanmasindan ge¢mektedir. Sivi haldeki kendiliginden
emdlsifiye olabilen bilesenler kati toz veya nanopartikil formuna getirilerek cesitli
dozaj formlarinin tasarlanmasinda kullanilabilmektedir (115).

Kati SEDDS formiilasyonlarinda kullanilan yardimci maddeler, sivi SEDDS
formilasyonlarindan farkh olmamakla beraber, kullanilacak katilastirma teknigine
gore ek yardimci maddelerin formiilasyona girmesi gerekmektedir.

Kati SEDDS’lerin elde edilmesinde kullanilan yontemler asagida
siralanmaktadir (115, 120-122):

e Sivi/yari kati SEDDS’lerin kapsile doldurulmasi
e Puskirterek kurutma

e Dondurarak kurutma

e Kati tasiyicilara adsorpsiyon ve kati dispersiyon
e Eritme granilasyon (melt granulation)

e Eritme ekstriizyon (melt extrusion)

Yas graniilasyon

SEDDS formiilasyonlarinin kati tasiyicilara adsorpsiyon ve plskirterek
kurutma ile katilastiriimasi sirasinda tercih edilen adsorban o6zellikli yardimci
maddelere 6rnek olarak laktoz (123), polioksietilen-polioksipropilen blok kopolimeri
(Pluronic F-68) (124), kolloidal silikon dioksit (125-128), dekstran (126),
maltodekstrin (129), trehaloz (130), mannitol (131), jelatin ve krospovidon (128)

verilebilir.
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Katt  SEDDS  formilasyonlari, c¢esitli  dozaj  formlan halinde
tasarlanabilmektedir. Kati SEDDS’lerin kullanim alanlarina 6rnek olarak kuru
emdlsiyonlar, kendiliginden emdiilsifiye olabilen kapsiiller, kendiliginden emdiilsifiye
olabilen geciktirilmis/kontrollii salim tabletler, kendiliginden emdiilsifiye olabilen
geciktirilmis/kontrolli salim pelletler, kendilig§inden emiilsifiye olabilen kati
dispersiyonlar, kendiliginden emidilsifiye olabilen boncuklar, kendiliginden emdiilsifiye
olabilen  mikrokireler, kendiliginden emilsifiye olabilen nanopartikiller,
kendiliginden emdiilsifiye olabilen supozituvarlar ve kendiliginden emiilsifiye olabilen

implantlar verilebilir (115, 132).

2.8. SEDDS Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Hazirlamada Kullanilan
Yardimci Maddeler

SEDDS formilasyonlarinda kullanilacak yardimci maddelere karar verilirken,
formile edilecek ilagc molekiliniin fizikokimyasal 6zellikleri, tasarlanacak sistemin
ilag ¢ozindirme kapasitesi, formilasyonun fizyolojik dayaniklihg gibi pek cok
degisken goz 6nlinde bulundurulmalidir (111).

Formilasyondan gelen degiskenler ilacin ¢ozlinirligli ve absorpsiyon
yolaklarini etkilediginden, secilecek yardimci maddeler olduk¢a 6nemlidir.

SEDDS formulasyonuna giren maddeler yag, yluzey etkin madde/yardimci
ylzey etkin madde ve yardimci ¢6zlici olarak siralanabilir.

Tez calismasi kapsaminda secilen tiim yardimci maddeler, oral kullanima da
uygun yardimci maddeler arasindan tercih edilmistir.

2.8.1. Yaglar

Yaglar, kendiliginden emdiilsifiye olabilen sistemlerin formilasyonlarinda

onemli bilesenlerden biri olarak gorilmektedir. SEDDS formilasyonlarinin
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tasarimindaki genel amag, suda ¢Ozlinlrlik problemi olan etkin maddelerin oral
absorpsiyonlarini artirmak oldugundan, etkin maddenin ¢éziinmesini saglayacak yag
fazinin secimi kritik bir basamaktir. Bunun vyani sira yaglar, kendiliginden
emdlsifikasyon islemini kolaylastirmanin yaninda, lenfatik sistem tarafindan
absorpsiyonun artmasini saglamaktadir (107).

SEDDS formilasyonlarinin intestinal ve lenfatik absorpsiyonu, kullanilan
trigliseridlerin secimiyle degistirilebilmektedir. Orta zincirli gliseritler (mono-, di-,
trigliserit) ile tasarlanan formiilasyonlar, intestinal absorpsiyonu artirmak amaciyla
tercih edilmektedirler (116).

Orta zincirli trigliseritler, uzun zincirli trigliseritlerle karsilastirildiginda daha
yliksek c¢oziundrlik ve kendiliginden emilsifiye olabilme o6zelligine sahip
olduklarindan sikhkla tercih edilmektedirler (109). Uzun zincirli trigliseridler ile orta
zincirli trigliseridler arasindaki bir diger fark da absorbe olma boélgeleridir. Uzun
zincirli  trigliseridler intestinal lenfatik damarlara tasinirken orta zincirli
trigliseridlerin direkt olarak portal kan damarina gectigi belirtilmektedir (109, 133).

SEDDS formiilasyonlarinda kullanilabilecek olan yaglar yapi olarak genellikle
yag asidi esterleri veya orta/uzun zincirli doymus, kismen doymus ya da doymamis
hidrokarbonlardan olusmaktadir (115). Modifiye edilmis/ hidrolize bitkisel yaglar da
son yillarda siklikla tercih edilmektedir (107). Bu yaglar oda sicakliginda sivi, yari
kati veya kati formlarda olabilmektedir (115). Yag bazhi formiulasyonlarin
gelistirilmesinde kullanilan yardimci maddeler ele alindiginda, bu yardimci
maddelerin yapi bakimindan birbirinden farkli 6zellikler tasidigi goézlenmektedir.
Kulllanilabilecek yaglarin esterlesme derecesi birbirinden fakl olabilmekte ve buna
bagli olarak mono-, di-, trigliseridler olusturabilmektedirler. Bunun yaninda, yag

asitleri disinda propilen glikol ve polietilen glikollin esterleri de kullanilabilmektedir.
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Bu tir formilasyonlarda, kullanilan “yag” ve “yag benzeri” yardimci maddeler
farmasotik teknologlar arasinda “yag” olarak tanimlanmaktadir(134). Benzer
sekilde, yag bazli sistemlerin formilasyonunda kullanilan, uzun zincirli trigliseridler,
orta zincirli trigliseridler, propilen glikol esterleri, yag asitleri, monogliseridler,
digliseridler ve yag karisimlari da “yag” kategorisine dahil edilmektedir.

Son yillarda, uzun ve orta zincirli trigliseridlere alternatif olarak mono-, di-,
trigliserid karisimlarindan olusan yaglar SEDDS formilasyon c¢alismalarina konu
olmaktadir. Bu gruba giren vyaglar, amfifilik Ozelliklerinden dolayl vyiksek
¢Ozlinurlestirme ve kendiliginden emdiilsifiye olabilme 6zelliklerine sahiptirler. S6z
konusu gruptaki yaglara 6rnek olarak Imwitor® 988, Imwitor® 308, Maisine® 35-1,

Peceol® Plurol Oleique® CC49, Capryol®, Myrj® verilebilir (135).

2.8.2. Yiizey Etkin Maddeler / Yardima Yiizey Etkin Maddeler

SEDDS formiilasyonlarinda siklikla tercih edilen ylizey etkin maddeler, iyonik
olmayan ylizey etkin maddeler grubuna ait olup hidrofilik — lipofilik denge (HLB)
degerleri 1 ile 20 arasinda degismektedir. iyonik olmayan yiizey etkin maddelerin
formilasyon asamasinda daha cok tercih edilmelerinin nedeni, diger ylizey etkin
madde gruplari ile karsilastirildiklarinda daha az toksik olarak degerlendirilmeleridir
(109). iyonik olmayan yiizey etkin maddelerin getirdigi bir diger Ustiinliik ise pH ve
iyon glicl degiskenlerinden az etkilenmeleridir (116).

Emdlsiyonlarin formiile edilmesinde dikkat edilmesi gereken noktalardan
biri, elde edilecek mikroemdilsiyonlarin tipinin, secilen ylizey etkin maddelerin HLB
degerlerine gore degisiklik gdstermesidir. HLB degeri 3-8 arasinda degisen ylizey
etkin maddeler su/yag tipi emdlsiyonlar olusturmaya yatkin olurken, yag/su

emdlsiyonlari elde etmek icin kullanilacak ylizey etkin maddelerin HLB degeri 8-18
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arasindadir. Farkli HLB degerlerine sahip ylizey etkin maddelerin dogru oranlarda
karistirilmasiyla elde edilen formilasyonlar, yardimci ylizey etkin maddeler
olmaksizin stabil mikroemiilsiyonlar olusturabilmektedir (116). SEDDS’lerin
formilasyonunda kullanilan ylizey etkin maddeler genellikle yiksek HLB degerine
sahip iyonik olmayan ylzey etkin maddelerdir (107, 135). Stabil bir SEDDS
formilasyonu elde edebilmek i¢in kullanilmasi gereken ylizey etkin madde miktari

% 30 — 60 arasinda degismektedir (107).

SEDDS formilasyonlarinda tercih edilen ylizey etkin maddeler polietilen
glikol ile bitkisel yaglar arasinda gerceklestirilen reaksiyonlar sonucu tiretilmis
hidrofilik ozellikteki ylizey etkin maddelerdir. Kullanilan yilzey etkin maddeler
arasinda en popliler olanlari Cremophor® tirevleri olarak gosterilebilir. Cremophor®
turevlerinin, P-glikoprotein inhibitéri 6zellikleri, pek cok calismaya konu olmalarini
saglamistir (109).

D — a — tokoferil polietilen glikol 1000 stiksinat (TPGS veya vitamin E TPGS),
polietilen glikollin vitamin E ile esterlesmesi sonucu elde edilen ve iyonik olmayan
ylzey etkin madde olarak son vyillarda tercih edilen yeni bir yardimci maddedir.
TPGS farmasotik alanda SMEDDS formilasyonlarinin yani sira nanokristaller,
nanosispansiyon, kati dispersiyon, tablet, lipozom, misel, emiilsifiye nanopartikiil
formilasyonlarinda, asilarda adjuvan olarak ve besin destegi goreviyle de
kullaniimaktadir (136).

TPGS'in Ustunlikleri arasinda, cok disik konsantrasyonlarda kullanildiginda
bile stabil miseller olusturabilmesi ilk siralarda gelmektedir. Bunlarin yani sira
P-glikoprotein inhibitorii olma ozelligi ve c¢ozindrlik artirict yapisindan dolayi
antikanser ilaclarin oral biyoyararlaniminin artirilmasina yénelik calismalara siklikla

konu olmaktadir. TPGS’in FDA onayl bir yardimci madde olmasi, ilag tastyici sistem



40

formilasyonlarinda tercih edilme sikhgini artirmaktadir (136). TPGS, bu tez
kapsaminda gelistirilen formulasyonlarin bilesiminde de mevcuttur.

Tez calismasi kapsaminda tercih edilen Labrasol; Hindistan cevizi yaginda
bulunan orta zincir uzunlugundaki trigliseridlerin PEG 400 ile poliglikolizi sonucu
elde edilen; PEG 400’e ait mono-, di-, trigliserid ve mono-, di- yag asidi esterlerinin
karisimini iceren bir ylizey etkin maddedir (137).

Onformiilasyon calismalari kapsaminda kullanilan Gelucire 44/14, hurma
cekirdek yagi ve PEG 1500’uin alkoliz/esterlesme reaksiyonu sonucu elde edilen ve
ana yag asidi bileseni laurik asit olan bir yiizey etkin maddedir. iceriginde PEG
1500’den gelen mono-, di-, trigliserid ve mono-, di- yag asidi esterleri bulunmaktadir
(137).

SEDDS formiilasyonlarinda yardimci ylizey etkin maddelerin kullanimi
zorunlu degildir ve literatlirde yardimci ylizey etkin madde kullanilmadan formiile

edilen SEDDS’lere ait calismalar mevcuttur (116).

2.8.3. Yardimci Coziiciiler

SEDDS formilasyonlarinda kullanilan yardimci ¢o6zicllere 6rnek olarak
polietilen glikoller, propilen glikol ve etanol verilebilir. S6z konusu yardimci
¢Ozliclilerden bazilari SEDDS formiilasyonlarinda ayni zamanda yardimci ylizey etkin
madde olarak da gorev yapabilmektedir. Yardimci c¢ozlciler, kullanilan etkin
maddelerin ¢6zunilrligini ve hidrofilik ylzey etkin maddelerin yag fazinda
dagilimini artirarak formilasyona yardimci olmaktadirlar (107, 135). Yardimci
¢Ozlici seciminde dikkat edilmesi gereken nokta, ucucu o6zellik tasiyan yardimci
¢Ozlicllerin kullanildigi durumlarda, ¢6ziicii buharlasmasi nedeniyle yasanabilecek

sikintilarin goz 6niinde bulundurulmasidir (107).
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2.9. SEDDS Formiilasyonlarinda Giincel Yaklagimlar

Ozellikle 1980’li yillarda Pouton ve arkadaslarinin ¢alismalari ile dikkat ceken
SEDDS formilasyonlari, Sandimmune® ve Neoral® formuilasyonlarinin  klinikteki
basarisi ile yikselise gecmistir (138).

SEDDS formiilasyonlari, genellikle ¢6zlintrliik sorunu gorilen ilaglarin (BCS
Sinif 1l) oral biyoyaralaniminin artiriimasi amaciyla formiile edilmektedir. Bu
sebeple, literatlirde s6z konusu sinifa ait ilaglarin formilasyonu ile ilgili calismalar
cogunluktadir.  Oral  biyoyararlanimlarinin  artirlmasi  amaciyla  SEDDS
formulasyonlari icerisinde uygulanan etkin maddelere 6rnek olarak koenzim g-10,
deksibuprofen, fenitoin, nitrendipin, AMG 517 (Amgen) (139), ginkgo biloba ekstresi
(140) ve karvedilol (141) verilebilir (142). Bunun vyani sira, oral yag bazh
kendiliginden emiilsifiye olabilen sistemlerin piyasada o6rnekleri bulunmaktadir
(Tablo 2.3).

Glnlmiuzde SEDDS’ler ile ilgili calismalar, peptit/protein yapida ilaglarin oral
uygulanmasinda tercih edilir olmalari ile dnem kazanmistir. SEDDS’ler hidrofilik
peptit/protein  yapidaki ilaglarin oral uygulamasinda alternatif olarak
kullanilmaktadir. SEDDS’lerin permeasyon artirici etkileri ve lipazlara karsi dayanikli
sekilde formiile edilebilmeleri sayesinde bu konudaki ¢alismalar hiz kazanmaktadir

(143).



Tablo 2.3. Piyasada bulunan oral yag bazli kendiliginden emdiilsifiye olabilen preparatlara 6rnekler (144, 145)
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Ticari isim Firma Etkin Madde Piyasadaki Formiilasyon FDA Tarafindan
Onaylandigi Yil
Accutane Roche izotretinoin Yumusak jelatin kapsdil 1982
(10, 20, 40 mg)
Sandimmune Sandoz Siklosporin Yumusak jelatin kapsduil 1983
(25, 50, 100 mg)
Solufen Sanofi-Aventis ibuprofen Sert jelatin kapsduil 1989
Neoral Novartis Siklosporin Yumusak jelatin kapsil ve 1995
oral ¢ozelti
(25, 50, 100 mg)
Depakene Abbott Valproik asit Yumusak jelatin kapsduil 1983
(250, 500 mg)
Vesanoid Roche Tretinoin Yumusak jelatin kapsduil 1995
(10 mg)
Norvir Abbott, Abbvie Ritonavir Oral ¢oOzelti 1996
(80 mg/ml)
Rocaltrol Roche Kalsitriol Yumusak jelatin kapsduil 1998
(0,25, 0,5 pg)
Agenerase GlaxoSmithKline Amprenavir Yumusak jelatin kapsul 1999

(50 mg)



Tablo 2.3 (Devam). Piyasada bulunan oral yag bazl kendiliginden emiilsifiye olabilen preparatlara érnekler
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Rapamune Wyeth Sirolimus Oral ¢ozelti 1999
(0,5,1,2 mg)

Targretin/ Bexarotene Ligand Beksaroten Yumusak jelatin kapsdil 1999
(75 mg)

Gengraf Abbott Siklosporin A Sert jelatin kapsduil 2000
(25 mg, 100 mg)

Zipsor Xanodyne Pharma Diklofenak potasyum Yumusak jelatin kapsduil 2000
(25 mg)

Kaletra Abbott Lopinavir ve Ritonavir Oral ¢oOzelti 2000
(20 mg/ml, 80 mg/ml)

Fortovase, Invirase Hoffmann- LaRoche Sakuinavir mezilat Yumusak jelatin kapsduil 2003
(200 mg)

Aptivus Boehringer Ingelheim  Tipranavir Yumusak jelatin kapsduil 2007

(250 mg)
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SEDDS formulasyonlarinin peptit/protein ilaglarin oral uygulanmasinda
kullanimina 6rnek olarak instlin molekdld ile yapilan in vitro ve in vivo calisma
verilebilir. insilin iceren SEDDS formiilasyonlari ile Caco-2 hiicrelerinde yapilan
hiicresel alim ¢alismalarinda, hiicrelerin tek tabakal yapilarini korudugu ve insilinin
permeabilitesinin 0,103x10¥dan 1,23x10®ya yiikseldigi gdzlenmistir. Yapilan in
vivo calismada, gelistirilen oral insulin formdilasyonlarinin 2,5 1U/kg dozda
uygulamada, subkitan insulinle karsilastirildiginda %15,21 oral biyoyararlanim
gosterdigi belirtilmistir (146).

Peptit/protein ilaglarin SEDDS formulasyonlari icerisinde uygulandigi in vivo
calismalarda insulin disinda siklosporin, laktamaz, pidotimod (147), I16prolid oleat ve
|6prorelin asetat etkin madde olarak kullanilmistir (143).

SEDDS formilasyonlarinin biyik bir cogunlugu oral kullanim i¢in tasarlaniyor
olsa da ozellikle son 20 vyilhk silirecte oral yol disinda kullanilan SEDDS
formilasyonlarina ait ¢alismalar da literatlirde yerini almakta ve patent basvurulari
dikkat cekmektedir (144). Oral biyoyararlanimin artirilmasinin yani sira SEDDS
formulasyonlari; biyofarmasotik ozelliklerin iyilestirilmesi, lenfatik alimin artirilarak
karacigerde ilk gecis etkisinin ortadan kaldirilmasi, buna bagh olarak da ilk gecis
etkisine ugrayan ilaglarin biyoyararlaniminin artirilmasi; bagirsak duvarinda CYP-450
enzimi aracililyla meydana gelen metabolizmanin ortadan kaldirilmasi ve oral
alimda gastrointestinal iritasyona neden olan ilaglarin uygulanmasinda da tercih
edilmektedir (144, 148).

Paklitakselin intravendz uygulamasi icin tasarlanan SEDDS'ler ile 70-200 nm
damlacik biydklGga araliginda, intravendz uygulamaya uygun formilasyonlar elde
edilmistir. Bu sayede ¢ozlnrliik sorunu olan ilaglarin organik ¢éziicliler olmaksizin

parenteral uygulama icin formile edilmesi saglanmistir. Elde edilen stabil
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formilasyonlar icerisinde paklitaksel raf 6mri sonuna kadar pargalanmaya
ugramadan muhafaza edilmistir (149). Dosetakselin formile edildigi SEDDS
formilasyonunda ise geleneksel enjeksiyonluk preparat ile karsilastirildiginda, egri
alti kalan alanda (AUC) 1,5 kat artis gbzlenmistir (144). Duslik ¢ozlintirlige sahip bir
bagisiklik sistemi baskilayict madde olan takrolimus, SEDDS icerisinde formiile
edilerek, hidrojene hint yagi tirevleri ile hazirlanan mevcut formdlasyon ile gorilen
anafilaktik sok riskinin ortadan kaldirilmasi amaclanmistir. Elde edilen
formuilasyonun damlacik biylkliga 30 nm’nin altinda olup intraven6z kullanim igin
uygun olarak, ihmal edilebilir derecede hemolize neden oldugu gosterilmistir (150).

Oral ve parenteral kullanima uygun sekilde formiile edilen SEDDS’ler disinda
vajinal ve dermal SEDDS uygulamalari da mevcuttur. Vajinal uygulama icin
tasarlanan, antimikrobiyal ve antiviral etkili kurkuminin SEDDS formilasyonlarinin
etkin maddeyi koruyan vyagh nanodamlaciklar icerisinde mukus tabakasinda
dagilmasi amaclanmistir. Formilasyonlar disik miktarda vajinal sivi varliginda dahi
etkin bir emilsifikasyon 6zelligi gostermistir. Piyasada bulunan krem preparati ile
karsilastirildiginda, SEDDS formilasyonlarinin daha etkin bir bicimde dagilarak
mukustan penetrasyonu artirdigi gosterilmistir (151).

Dermal olarak uygulanmak (izere SEDDS icerisinde formile edilen etkin
maddelere 6rnek olarak kuersetin verilebilir. Suda ve yagda ¢o6zinurlGgu dislik bir
etkin madde olan kuersetin, kendiliginden — cifte — emiilsifiye olabilen kati sistemler
araciligiyla formiile edilerek deriye uygulandiginda, etanolde hazirlanmis ¢ozeltisine
oranla deride birikme ve deriden gecisin arttigi gosterilmistir. Sulu ortam ile
muamele sonrasindan Y/Y/S cifte emilsiyonu olusturan sistemlerin, kati halde iken

4 ve 25 °C’de 30 giine kadar stabil oldugu gdzlenmistir (152).
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Dermal kullanim icin tasarlanan bir diger sistem ise, derinin UV isinlarindan
korunmasi icin tasarlanan, palm yagi tirevleri ile formile edilen bir nanoemdiilsiyon
formilasyonudur. S6z konusu formiilasyon ile, antifotokarsinojenik bir molekdl olan
soya izoflavonu genisteinin biyouyumlu bir sistem icerisinde dermal uygulamasi
saglanmis ve kultlir ortaminda subkitan L929 hiicrelerinde UVB koruma ozelligi in

vitro deri reaktivite testi ile gosterilmistir (153).



3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Madde, Malzeme ve Aletler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Asetik Asit (%100)
Caco-2 hiicre hatti
Cremophor EL
Deoksikolik asit sodyum tuzu
DMEM

DMSO

Fetal Dana Serumu (FBS)
Formik Asit (%98)
Fosforik Asit

Gelucire 44/14

Gliserol

Hidroklorik Asit

Labrasol

LyP-1 Peptit

LyP-1-FAM Peptit
Maisine

MDA-MB 231 hiicre hatti
MTT

Peceol

Pen-Strep (10000 U/10000 pg/ml)

Merck, Almanya

ANAU Farmakoloji ABD
Sigma, Almanya

Fluka, Almanya
Hyclone, ABD

Sigma, Almanya
Hyclone, ABD

Fluka, Almanya

Emboy, Tirkiye
Gattefossé, Fransa

Sigma, Almanya

Riedel-de Haén, Almanya

Gattefossé, Fransa
Innovagen, isveg
Innovagen, isveg

Gattefossé, Fransa

HU Tip Fak. Temel Onkoloji ABD

Sigma, Almanya
Gattefossé, Fransa

Hyclone, ABD
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Poli Etilen Glikol 3000
Potasyum Dihidrojen Fosfat
Propilen Glikol

Sivi Parafin

Sodyum Asetat Trihidrat
Sodyum Dihidrojen Fosfat
Sodyum Klorir

Soya Yagi

Tripsin EDTA

Triton X-100

Tyloxapol

4T1 Hulcre hatti

3.1.2. Kullanilan Aletler

Akis Sitometresi

Cok Noktali Karistirici
Deiyonize Su Cihazi
Floresan Mikroskop
HPLC

HPLC Degazer

HPLC Otosampler

HPLC Pompa

HPLC Termostath Kolon Bolmesi

HPLC UV Dedektor

Fluka, Almanya

Riedel-de Haén, Almanya

Fluka, Almanya
Birpa, Tlrkiye

PRS-Panreac, ispanya

Riedel-de Haén, Almanya

Riedel-de Haén, Almanya

Sigma, Almanya
Hyclone, ABD
Sigma Aldrich, Almanya

Sigma Ultra, Almanya

HU Tip Fak. Temel Onkoloji ABD

BD FACSAria ll, ABD
Variomag, ABD
Millipore milli Di, ABD
Leica, Almanya

Agilent 1200 Series, ABD
Agilent G1322A, ABD
Agilent G1329A, ABD
Agilent G1311A, ABD
Agilent G1316A, ABD

Agilent G1314B, ABD
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Isiticth Manyetik Karistirici
inkiibatér

Jel Gorlintileme Sistemi

Laminar Kabin

Liyofilizator

Nanosizer ZS 2000

pH Metre

Synergi™ Kolon 4 um Hydro-RP
80 A, LC Column 250 x 4.60 mm
Polarize Isik Mikroskobu

Isil Donglleyici (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu Cihazi)

Su Banyosu

Terazi

Triple Quad LC/MS

Versamax Mikroplaka Okuyucu
Vorteks

XTerra Kolon, 4.6x250 mm, RP18,
S5um

Western Blot Yari Kuru Transfer

Cihazi,

Falc F60, italya

Sanyo, Japonya

Kodak Gel Logic 1500, ABD

BHG 2000 S/D Faster, italya

Heto PowerDry PL 3000, Danimarka
Malvern, ingiltere

Sartorius PP — 20, Almanya

Phenomenex, ABD

Leica DM EP, Almanya

Thermo Scientific, Almanya

Memmert, Almanya

Shimadzu AX 200, Japonya

Agilent Technologies, 6460, ABD

Molecular Devices, ABD
FinePCR 4S5, G. Kore

Waters, ABD

Pierce, Thermo Scientific, Almanya
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3.2.  Onformiilasyon Galismalari

3.2.1. Yardimci Maddelerin Segimi

Yardimci maddeler secilirken literatlirde yer alan SEDDS formiilasyonlari
incelenerek kullanilabilecek yardimci maddeler ile ilgili bilgiler toplanmistir. Elde
edilmesi planlanan SMEDDS formiilasyonlarinin damlacik buylkligli degerleri
gbéz Onlne alinarak vyapilan taramada 6n formilasyon calismalarinda
kullanilabilecek yardimci maddeler belirlenmistir.

Yardimci maddelerin se¢imi sirasinda, formulasyonun sahip olmasi istenen
lenfatik hedeflendirme 6zelliginin saglanmasi amaciyla, lenfatik absorpsiyonu
artirabilecek 6zellikteki yaglar tercih edilmistir.

Formilasyon calismalarina devam etmek Uzere secilen tim yardimci
maddelerin oral ve parenteral kullanima uygun Ozellikte olmasina dikkat

edilmistir.

3.2.2. Uggen Faz Diyagramlari

Kendiliginden emdilsifiye olabilen ilag tasiyici sistemlerin elde edilebilmesi
icin Gicgen faz diyagramlarindan vyararlanilmistir. Ucgen faz diyagramlari ile
ylritilecek calismalar 6ncesinde, calisilacak liggen bilesenlerine karar verilmesi
amaciyla literatlirde yer alan yardimci madde oranlarindan hareketle (ylizey
etkin madde %60, yag %5, yardimci ¢Oziici %35) calisilan formilasyonlar

Tablo 3.1’de verilmistir.
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Tablo 3.1. Onformilasyon calismalarinda kullanilan formiilasyonlara ait
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bilesenler.
Formiilasyon Yiizey Etkin Madde Yag Yardimci
Kodu Coziici
F1 Labrasol:Gelucire Peceol PEG 300
44/14 (1:2)
F2 Labrasol:Gelucire Maisine PEG 300
44/14 (1:2)
F3 TPGS Peceol PEG 300
F4 TPGS Maisine PEG 300
F5 TPGS:Triton X-100 Peceol PEG 300
(1:1)
F6 TPGS:Triton X-100 Maisine PEG 300
(1:1)
F7 TPGS Peceol Propilen Glikol
F8 TPGS Maisine Propilen Glikol
F9 TPGS:Span 80 (1:1) Peceol PEG 300
F10 TPGS:Span 80 (1:1) Maisine PEG 300
F11 TPGS:Gelucire 44/14 Peceol PEG 300
(1:2)
F12 TPGS:Gelucire 44/14 Maisine PEG 300
(1:2)
F13 TPGS:Labrasol (1:2) Peceol PEG 300
F14 TPGS:Labrasol (1:2) Maisine PEG 300
F15 TPGS: Tween 80 (1:2) Peceol PEG 300
F16 TPGS: Tween 80 (1:2) Maisine PEG 300
F17 TPGS:Tyloxapol (1:2) Peceol PEG 300
F18 TPGS:Tyloxapol (1:2) Maisine PEG 300
F19 Tween 80:Na-DOC Peceol PEG 300

(2:1)




Tablo 3.1 (Devam). Onformiilasyon ¢alismalarinda kullanilan formiilasyonlara

ait bilesenler.
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F20 Tween 80:Na-DOC Maisine PEG 300
(2:1)
F21 Labrasol:Gelucire Susam Yagi PEG 300
44/14 (1:2)
F22 Labrasol:Gelucire Soya Yagi PEG 300
44/14 (1:2)
F23 Labrasol:Gelucire Aycicek Yagi PEG 300
44/14 (1:2)
F24 Labrasol:Gelucire Alfa PEG 300
44/14 (1:2) Tokoferol
F25 Labrasol:Gelucire Labrafac PEG 300
44/14 (1:2)
F26 Labrasol:Gelucire (1:2) Labrafac Transcutol HP
F27 Plurol Oleique : Peceol PEG 300
Labrafil M1944 (1:2)
F28 Plurol Oleique : Maisine PEG 300
Labrafil M1944 (1:2)
F29 Labrafil M1944: Peceol PEG 300
Gelucire 44/14 (1:2)
F30 Labrafil M1944: Peceol PEG 300
Labrasol (1:2)
F31 Labrasol:Gelucire Peceol Transcutol HP
44/14 (1:2)
F32 Labrasol:Gelucire Maisine Transcutol HP
44/14 (1:2)
F33 TPGS:Labrasol (1:5) Peceol PEG 300
F34 TPGS:Labrasol (1:5) Maisine PEG 300
F35 Labrasol:Gelucire Alfa tokoferol | Transcutol HP
44/14 (1:2)
F36 Labrafil M1944: Labrafac PEG 300
Gelucire 44/14 (1:2)
F37 Labrafil M1944: Labrafac PEG 300

Labrasol (1:2)




Tablo 3.1 (Devam). Onformiilasyon ¢alismalarinda kullanilan formiilasyonlara

ait bilesenler.
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F38 Labrafil M1944: Alfa tokoferol | Propilen Glikol
Gelucire 44/14 (1:2)
F39 Labrafil M1944: Alfa tokoferol | Propilen Glikol
Labrasol (1:2)
F40 Labrasol : Tween 80 Peceol Propilen Glikol
(1:2)
F41 Labrasol : Tween 80 Maisine Propilen Glikol
(2:2)
F42 Plurol oleique:Labrafil Labrafac Transcutol HP
M1944 (1:2)
F43 Plurol oleique:Labrafil Labrafac Propilen Glikol
M1944 (2:1)
F44 Labrasol : Tween 80 Peceol PEG 300
(1:1)
F45 Labrasol : Tween 80 Maisine PEG 300
(1:1)
F46 TPGS: Labrasol (1:5) Peceol Propilen Glikol
F47 TPGS: Labrasol (1:5) Maisine Propilen Glikol
F48 Gelucire: Tween 80 Peceol Propilen Glikol
(2:2)
F49 Gelucire: Tween 80 Maisine Propilen Glikol
(2:2)
F50 TPGS: Tween 80 (1:5) Peceol PEG 300
F51 TPGS: Gelucire 44/14 Maisine PEG 300
(2:5)
F52 Labrafil M1944: Peceol PEG 300
Gelucire 44/14 (2:1)
F53 Labrafil M1944: Maisine PEG 300

Gelucire 44/14 (2:1)

Onformiilasyon calismalarina ait ticgen faz diyagramlarinin olusturulmasi

amaciyla yapilan calismalar sonrasinda fiziksel stabilite degerlendirmesi ve



damlacik blyuklGgu olcimleri gerceklestirilerek takip eden calismalar i¢in uygun
formuilasyonlar belirlenmistir.

Sivi formilasyonlarin hazirlanmasinda kullanilan karisimlara ait yardimci
maddeler Tablo 3.2’ de verilmistir. Onformiilasyon calismalari kapsaminda
12 adet Uggen faz diyagrami icerisinde belirlenen 11’er adet formilasyon
noktasi morfolojik 0Ozellikler, sivi kristal olusumu ve damlacik buylkliGga
acisindan degerlendirilmistir. Degerlendirmeler sonucu, calisilan (ggenler

icerisinden 4 tanesi formiilasyon ¢alismalari icin secilmistir.

Tablo 3.2. Onformiilasyon c¢alismalari kapsaminda kullanilan (iggen faz

diyagramlarina ait bilesenler.

Formiilasyon Yiizey Etkin Madde Yag Kosolvan
Kodu
Uil TPGS:Labrasol (1:5) Peceol PEG 300
u2 TPGS:Labrasol (1:5) Maisine PEG 300
u3 Labrasol : Tween 80 (1:2) Maisine Propilen glikol
U4 Labrasol : Tween 80 (1 :1) Peceol PEG 300
us Labrasol:Gelucire 44/14 (1:2) Maisine Transcutol HP
U6 Labrasol:Gelucire 44/14 (1:2) Soya yagi PEG 300
uz Labrasol:Gelucire 44/14 (1:2) | Alfa tokoferol PEG 300
us8 TPGS: Gelucire 44/14 (1:5) Maisine PEG 300
U9 TPGS: Labrasol (1:5) Peceol Propilen glikol
u1o0 Labrasol:Gelucire 44/14 (1:2) | Aycicegi Yagi PEG 300
Uil Labrafil M1944: Gelucire Peceol PEG 300
44/14 (1:2)
Uiz Labrasol : Tween 80 (1:2) Peceol PEG 300
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Formilasyon calismalari icin secilen 4 adet licgen faz diyagraminin
icerisinde belirlenen 49 adet formilasyon noktasinda yapilan degerlendirmeler
sonucunda SMEDDS, SNEDDS, mikronalti emilsiyon ve faz ayrimi bdlgeleri

belirlenmistir. Ucgenler izerinde ¢alisilan noktalar Sekil 3.1’de gdsterilmistir.

Yiizey Etkin Madde
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Sekil 3.1. Sivi formilasyonlarin hazirlanmasinda kullanilan tg¢gen faz diyagrami

ve formilasyon noktalari.

3.2.3. Sivi Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Bos Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Sivi SMEDDS formiilasyonlarinin hazirlanmasi sirasinda Ug¢gen faz
diyagramlarindan yararlanilmistir. Ucgen faz diyagrami lizerinden belirlenen

noktalara karsilik gelen konsantrasyonlarda yag, ylizey etkin madde ve yardimci
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¢Ozlicl, silifli cam kaplara tartilarak yardimci maddelerin erime sicakliklarinin
yaklasik 5 °C Usti olan, sicakhgl 55 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 15 dk.
boyunca erimeye birakilmislardir. Eriyen formilasyon karisimlari, homojenligin
saglanmasi amaciyla 15 dk. sireyle 700 rpm’de oda sicakliginda karistirilarak
sogutulmustur. Hazirlanan formilasyonlar, karakterizasyon Oncesi dengeye

ulasmalariicin 24 saat siireyle oda sicakliginda bekletilmistir.

Peptit iceren Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Peptit iceren formilasyonlar, dengeye gelen formilasyonlara peptidin
basit karistirma yontemi ile eklenmesi sonrasinda formulasyonlarin
seyreltilmeleriyle elde edilmislerdir. Kati formulasyonlar ise secilen yontemlerle

kati hale getirilmistir.

Doksorubisin Hidrokloriir iceren Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Doksorubisin  hidrokloriir iceren formilasyonlar, dengeye gelen
formilasyonlara etkin maddenin basit karistirma yontemi ile eklenmesi

sonrasinda formilasyonlarin seyreltiimeleriyle elde edilmislerdir.

3.2.4. Kati Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Kati formilasyonlarin eldesinde liyofilizasyon ve plskiirterek kurutma
yontemleri kullaniimistir.

Liyofilizasyon icin kullanilan yardimci maddeler ve kullanim oranlari Tablo
3.3'te gosterilmistir. 48 saat slreyle liyofilize edilen kati toz haldeki
formilasyonlarda seyreltme sonrasi morfolojik inceleme, sivi kristal olusumu ve

damlacik biylkligl degerlendirmesi yapiimistir.
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Tablo 3.3 . Liyofilizasyon igin kullanilan yardimci maddeler ve kullanim oranlari.

ADSORBAN KULLANIM ORANI (%)
Liyofilizasyon Piiskiirterek Kurutma
Mannitol 20 -
Laktoz 10 -
Aerosil® 5 0,5
Neusilin U2° 5 0,5

Plskilrterek kurutma yontemi icin kullanilan adsorbanlar ve kullanim
oranlari Tablo 3.3’te gosterilmistir. Plskiirterek kurutma islemi icin, adsorbanlar
etanol igerisinde %0,5 oraninda dagitilarak manyetik karistirici Gizerinde 15 dk.
slreyle 700 rpm hizla karistirilmistir. 15 dk. sonunda, secilen sivi formilasyonlar
(1 ml) adsorban karisimina eklenmis ve 15 dk. ek karistirma sonrasi Tablo 3.4’te

verilen kosullarda plskirterek kurutma saglanmistir.

Tablo 3.4. Puskirterek kurutma islemine ait kosullar.

Giris sicakhgi 60 °C
Cikis sicakhgi 44 °C
Besleme %5
Aspirasyon %85

Puskirterek kurutma sonrasi elde edilen kati toz haldeki
formilasyonlarda; sivi formiilasyonlarda oldugu gibi morfolojik inceleme, sivi
kristal olusumu ve damlacik blyuklGgi degerlendirmesi yapiimistir.

Liyofilizasyon ve puskirterek kurutma yontemleri ile elde edilen
formilasyonlar ayrica tablet formunda veya kapsiil icerisine doldurularak
formile edilmislerdir. Kati formilasyonlarin eldesinde, sivi formiilasyonlara ait
calismalar sonucunda uygun stabilite ozellikleri gésteren ve istenen damlacik

boyutlarina sahip formulasyon noktalari kullanilmistir.
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Tablet Formiilasyonlar

Tablet formilasyonlarinin gelistiriimesinde direkt basim ajani olarak
kullanilan yardimci maddeler arasindan secilen bilesenler kullaniimistir.
Kullanilan yardimci maddeler ve kullanim oranlari Tablo 3.5’te verilmistir.

Seyreltici doldurucu miktarlari 200 mg’hk tablet formilasyonu igin
gereken madde miktarina gore belirlenmistir. Her bir dozaj formu 0,1 mg dozda
etkin madde icerecek sekilde tasarlanmistir.

Tablet formulasyonlari direkt basim sonrasi %5 (a/h)’lik Eudragit S100

¢Ozeltisi ile kaplanarak asit ortama dayanikli hale getirilmistir.

Tablo 3.5. Tablet formilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan yardimci

maddeler.
Madde Fonksiyonu Ticari ismi Kullanim Orani
Seyreltici — doldurucu Avicel” PH 102 k.m.
Avicel” PH 200 k.m.
Dagitici Prejelatinize Misir Nisastasi (Starch %8
1500°)
Kroskarmelloz sodyum (Ac-Di-Sol ®) %1-3
Misir nigastasi %5
Kaydirici Talk %1
Magnezyum stearat %1

Kapsiil Formiilasyonlari

Kapsil formilasyonlarinin hazirlanmasi igin seyreltici — doldurucu olarak
misir nisastasi kullanilmistir.
Kapsiller her bir dozaj formu icerisinde 0,1 mg etkin madde olacak

sekilde 200 mg misir nisastasi ile hazirlanmistir. Kapsil malzemesi olarak
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modifiye HPMC yapisinda, Capsugel firmasina ait, asit ortama dayanikli DRcaps™

kapsiller (size 0) kullaniimistir.

3.3. Formiilasyon Optimizasyonu ve Karakterizasyonu

3.3.1. Makroskobik Ozellikler

Formilasyonlar hazirlandiktan sonra, zamana kars! fiziksel stabilitelerini
incelemek icin berraklik, kremalasma, faz ayrimi, renk degisimi acisindan

organoleptik olarak incelenmistir.

3.3.2. Mikroskobik Ozellikler

Formilasyonlar polarize 15tk mikroskobu (Leica DM EP, Almanya)
kullanilarak morfolojik ag¢idan incelenmis ve olasi sivi kristal varligl agisindan
degerlendirilmistir. Ornekler, bir damla formiilasyonun lam {izerine damlatiimasi
ve lamel ile kapatilmasi ile hazirlanmistir. inceleme 4x, 10x ve 40x’lik biiytitmeler

altinda gerceklestirilmistir.

3.3.3. Damlacik Biiyiikligii ve Zeta Potansiyel Tayini

Fiziksel olarak uygun bulunan formilasyonlarin damlacik biyuklikleri ve
zeta potansiyelleri Malvern Nanosizer ZS 2000 (ingiltere) kullanilarak tayin
edilmistir. Olgiim icin formilasyon bilesenlerinin kirlma indisi ve dis faz
viskoziteleri esas alinarak Standart Calisma Prosediirii (SCP) olusturulmustur.
Damlacik blyklGgl ve zeta potansiyel tayini icin kapiller hiicreler kullaniimustir.

Her 6lciim 3 kez tekrarlanmstir.
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3.3.4. Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) Analizi

Formilasyon bilesenlerinin ve formilasyonlarin DSC analizleri DSC Q 100
(TA Instruments, ABD) cihazi ile gerceklestirilmistir. Sivi 6rnekler icin hermetik
aliminyum ornek pani, kati ornekler icin standart aliminyum 6rnek pani
kullanilmistir. Ornekler 5-10 mg araliginda tartilmis ve panlar sikica kapatilmistir.
Referans olarak ornek icin tercih edilen panin bos hali kullaniimistir. Analiz
siiresince drnekler azot atmosferi altinda (50 ml/dk.) -25 °C’den 75 °C veya
200 °C sicakliga 10 °C/dk. hizla isitilmis ve DSC termogramlari alinmistir. Cihazin

kalibrasyonu indiyum standart ile gerceklestirilmistir.

3.4. Konjugasyon Galismalari

3.4.1. Peptit - ilag Konjugatlarinin Hazirlanmasi

LyP-1 ile NHS-Floresin Konjugatlarinin Hazirlanmasi

Lineer veya siklik yapidaki LyP-1 peptidi (1 mg/ml), 0,1 M NaHCOs (pH 8)
tamponu icerisinde ¢oztlmustiir. 15 molar fazlalhkta 5/6 — karboksifloresin
stiksinimid esteri (6,8 mg) (NHS — Floresin) minimum miktarda dimetilformamit
(DMF, 100 ul) icerisinde ¢ozlilmus ve peptit ¢ozeltisine damlatilarak eklenmistir.
Ekleme sirasinda vorteks yardimiyla sirekli karistirma uygulanmistir. Reaksiyon
karisimi buz banyosunda 2 saat siireyle inkiibe edilmis ve reaksiyona girmeyen

NHS — Floresin, Sephadex G10 kolon santrifiiji yardimiyla uzaklastiriimistir.

LyP-1 ile Doksorubisinin Konjugatlarinin Hazirlanmasi
Lineer LyP-1 peptidi (1 mg/ml), 50 mM NaCl/ 5 mM EDTA (pH 8) ¢Ozeltisi

icerisinde ¢Ozulmustir. 1,2 mg sllfo-NHS (10 mg/ml, DMSO igerisinde) ve
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1,8 mg 1-etil-3-(3- dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC) (10 mg/ml, DMSO
icerisinde) porsiyonlar halinde peptit ¢ozeltisine eklenmistir. Oda sicakliginda 1
saatlik inklibasyon ardindan 1,6 mg doksorubisin hidrokloriir (2,8 mg/ml, DMF
icerisinde), vorteks yardimiyla siddetli karistirilarak reaksiyon ortamina
eklenmistir (Sekil 3.2.c) Reaksiyon karisimi gece boyunca 4 °C’'de inkiibe edilmis,
ardindan 50 mM NaCl/ 5 mM EDTA (pH 8) ¢ozeltisi varliginda Sephadex G10
santrifiji ile saflastirlmistir. Elde edilen konjugat Sephadex G10 kolon

kromatografisi ile ikinci basamak saflastirmaya tabi tutulmustur.

3.4.2. Polimer - ilag Konjugatlarinin Hazirlanmasi

Doksorubisin Hidrokloriiriin DTPA-Polilizin ile Konjugasyonu

2 mg silfo-NHS ve 3 mg EDC, 0,1 M (phosphate buffered saline — PBS, pH
7,4) cozeltisi icerisindeki 1 ml hacimde DTPA — PL’e (1,66 mg/ml) direkt olarak
eklenmistir (154). Oda sicakliginda gerceklestirilen 1 saatlik inkiibasyonun
ardindan 1,2 mg doksorubisin hidroklorir (Doks) (400 ul, DMF igerisinde),
siddetli karistirma devam ederken reaksiyon ortamina eklenmistir. Elde edilen
ornekler Sephadex G25 kolon kromatografisi yardimiyla saflastiriimistir.
Saflastirilan fraksiyonlar toplanarak (1 ml), 490 nm dalga boyunda absorbans
Olcimi gerceklestirilmis ve optik yogunluk (OD) degerlerine gore ellisyon profili

olusturulmustur.

RITC ile Poli-L-Lizin Konjugasyonu

Poli-L-Lizin (PL, MA: 13.000 Da); 0,1 M Na,COs (pH 8,7) igerisinde

¢Ozlilmustlr. DTPA anhidiritin 20 molar fazlasi ile Rodamin B izotiyosiyanatin
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(RITC) 20 molar fazlasi 0,1 ml dimetil silfoksit (DMSO) icerisinde siddetli
karistirma altinda PL ¢6zeltisine damlatarak eklenmistir. Karisim oda sicakliginda
2 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi RITC ile konjuge olan
DTPA-PL (DPL) karisimi Sephadex G25 kolon kromatografisi ile saflastirilmistir.
Bu sayede DPL-RITC; serbest RITC ve DTPA’den ayrilmistir. Saflastirilan DPL-RITC,
100 molar fazla suksinik anhidrit (Sigma, Almanya) ile 2 saat boyunca oda
sicakliginda muamele edilmistir. Stiksinillenmis DPL-RITC (DSPL-RITC); 0,1 M PBS
(pH 7,4) varhginda diyaliz membran vyardimiyla 4 °C'de gece boyu

saflastirilmistir.

Doks-DSPL-LyP-1 Konjugatlarinin Hazirlanmasi

PL molekiliiniin toplam mol sayisina oranla, her bir mol PL icin 10 molar
DTPA anhidrit, minimum miktarda DMSO icerisinde c¢ozllerek PL c¢ozeltisi
icerisine eklenmistir. Reaksiyon karisimi 5 dk. boyunca vorteksle siddetle
karistirildiktan sonra 2 saat oda sicakliginda inklibe edilmistir. 2 L 0,1 M PBS (pH
7,4) icerisinde 4 °C’de diyaliz sonrasi, lizin molekilii tzerinde gerceklesen
toplam modifikasyon derecesinin tayin edilebilmesi amaciyla trinitro benzen
stlfonik asit (TNBS) testi gercgeklestirilmistir. Modifikasyon islemi %50
derecesine gelene kadar islem tekrarlanmistir. istenen dereceye ulasildiginda
24 mol fazla miktarda bromo asetik asit N-hidroksi stiksinimid esteri eklenmistir.
4 °C'de 4 saatlik inkiilbasyonun ardindan konjugat, Sephadex G25 kolon
santrifiji ile saflastinlmistir. TNBS testi tekrarlanarak D-PL konjugatlarinin e-
amino gruplarinda gerceklesen ek modifikasyon derecesi belirlenmistir.

Lineer peptit son konsantrasyonu 2,5 mg/ml olacak sekilde 5 mM EDTA

iceren 0,1 M PBS iceren tampon icerisinde ¢6zlilmis ve bromoasetillenmis D-PL
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konjugatlarina eklenmistir. Reaksiyon karisimi 4 °C’de gece boyunca inkiibe
edilmis, ardindan 4 °C’de 0,1 M PBS (pH 7,4) varliginda 24 saat boyunca diyaliz
edilmistir.

Son olarak doksorubisin hidrokloriir, DMSO icerisinde c¢ozilerek
(10 mg/ml, 400 pl) D-PL-LyP-1 konjugatina eklenmistir. Reaksiyon karisimi oda
sicakhginda gece boyunca inkiibasyona birakilmis ve elde edilen D-PL-LyP-1-Doks
konjugatlari Sephadex G25 kolon santrifiiji ile saflastirilmistir. D-PL-LyP-1-Doks

konjugatlari son basamak olarak siiksinillenerek Doks-DSPL-LyP-1 elde edilmistir.

3.4.3. Bispesifik Konjugatlarin Hazirlanmasi

N-Ucu DTPA ile Modifiye Edilmis Poliglutamik Asit Polimerinin (D-PGA-

Doks) Hazirlanmasi

0,1 M NaHCOs3 igerisinde 25 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan
Poliglutamik asit (PGA) (PLE100 poli-D-glutamik asit sodyum tuzu, MA: 15.000
Da) cozeltisi (pH 8, 500 ul), DTPA anhidratin 300 pl icerisinde ¢ozilen yaklasik
20 molar fazlasiyla muamele edilmistir. Ekleme sirasinda vorteks yardimiyla 5
dk. sdrekli karistirma uygulanmistir (155, 156). Reaksiyon karisimi oda
sicakliginda 2 saat bekletildikten sonra 0,1 M (2 L) PBS (pH 7,4) ile 4 °C’de bir
gece boyunca diyaliz edilerek fazla DTPA uzaklastirilmistir. PGA’da olusan
modifikasyon derecesi diyaliz sonrasi yapilan TNBS testi ile belirlenmistir.

PGA’ya ait karboksilik asit gruplarinin aktivasyonu icin 7,7 mg 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC) ve 4,6 mg siilfo-NHS direkt olarak D-PGA
¢Ozeltisi icerisine eklenmistir. Oda sicakliginda 1 saat inkiibasyonun ardindan 20

molar fazlallk Doks reaksiyon karisimina damlatilarak eklenmistir. Ekleme
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sirasinda vorteks yardimiyla siirekli karistirma uygulanmistir. Elde edilen ¢ozelti
oda sicakliginda 1siktan korunarak gece boyunca sirekli karistirma altinda inkiibe
edilmistir.

Reaksiyona girmeyen Doks’un, D-PGA-Doks konjugatindan ayrilabilmesi
icin Sephadex G25 kolon ile saflastirma yapilmistir. Saflastirilan fraksiyonlar
toplanip (1 ml), 490 nm dalga boyunda absorbans oOlcimi gerceklestirilerek
optik yogunluk (OD) degerlerine gore eliisyon profili olusturulmustur.
D-PGA-Doks fraksiyonlari toplanarak 0,1 M (2 L) PBS (pH 7,4) icerisinde 4 °C’'de

gece boyunca diyaliz edilerek saflastirilmistir.

LyP-1 Bispesifik Komplekslerinin Hazirlanmasi

Butun haldeki 2C31E11 (anti-DTPA) antikoru (1 mg/ml), 50 mM NaCl/ 5
mM EDTA cdzeltisi (pH 8, 2L) icerisinde 4 °C’de gece boyunca diyaliz edilerek
saflastirilmistir. Diyaliz sonrasinda anti-DTPA modifikasyonu icin 50 mM NaCl/ 5
mM EDTA tamponu icerisinde ¢6zlilmis 20 molar fazlasi 2-iminotiyolan (2
mg/ml) ile 1 saat 4 °C’de muamele edilmistir. 0,1 M PBS (pH 7,4) icerisinde
¢ozulen LyP-1 (1 mg/ml) 24 molar fazla bromo asetik asidin N-hidroksi-
stiksinimid esteri (10 mg/ml, DMSO) ile 4 °C’de 7 saat muamele edilmistir.

Modifiye edilen antikor ve LyP-1, reaksiyona girmeyen reaktiflerden,
sirastyla molekillerin boyutuna gore secilen Sephadex G25 ve Sephadex G10
kolonlari ile santriflij protokolii kullanilarak saflastiriimistir. Saflastirma sonrasi
peptit ve anti-DTPA antikorunda bulunan serbest amino gruplarinda gerceklesen
modifikasyon derecesinin tayin edilmesi amaciyla TNBS testi yurataimustar.
Tiyoeter bagl yardimiyla bispesifik antikor komplekslerinin elde edilmesi

amaciyla bromoasetillenmis peptit ve tiyollenmis antikor 4 °C'de gece boyunca
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inklibe edilmistir (Sekil 3.2.b). Konjuge edilen LyP-1-bsAbC reaksiyona girmeyen
peptitlerden diyaliz membran yardimiyla ayrilmistir (3,5 KDa molekil agirlig
ayirma siniri, Spectrum Labs, ABD). LyP-1-bsAbC son konsantrasyonu 280 nm

dalga boyunda yapilan OD 6l¢iimi ile belirlenmistir.
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3.5. Konjugatlarin Karakterizasyonu

Elde edilen konjugatlarin karakterizasyonu igin ELISA testi, SDS-PAGE,
FACS, In-cell ELISA, sitotoksisite testi ve imminositokimya ydntemleri
kullanilmistir.  Yapilan her modifikasyon sonrasinda, tilirevlendirmelerin

gerceklestiginin dogrulanmasi icin TNBS testi yuratilmustdr.

3.5.1. D-PGA Konjugatlarinin Tayini igin ELISA testi

96 kuyucuklu plaklar (yuksek baglanma kapasiteli ELISA plaklari) 1 mg/ml
konsantrasyonda bovin serum albimini (BSA) ile modifiye edilmis DTPA’nin
(BSA-DTPA) 100 ul’'lik porsiyonlari ile kaplanmistir. Antijenler 37 °C'de 2 saat
inkGibe edilmistir. Primer antikorun (2C31E11 monoklonal anti-DTPA antikoru)
seri dilusyonlari 0,01 to 10 pg/ml araliginda olacak sekilde plaklara eklenmistir
(n=4) ve 1 saat boyunca 37 °C'de inkibe edilmistir. PGA Uzerinde bulunan
DTPA’nin anti-DTPA antikoruna baglanmasi, kullanilan HRP (Horse Radish
Peroxidase) konjuge goat anti-mouse 1gG (GAM — HRP) sekonder antikoru ile
tayin edilmistir. Sekonder antikor inkibasyonu sonrasinda TMB (3,3'5,5'-
tetrametilbenzidin, Enhanced K-Blue® Substrate, Neogen, ABD) ile renklendirme
saglanmis ve absorbans degerleri 630 nm dalga boyunda ELISA plak okuyucu
(BioTek, ABD, Model: EL 800) ile belirlenmistir. Ortalama ve standart hata

degerleri BioTek Gen5 (BioTek, ABD) yazilimi kullanilarak hesaplanmistir.

3.5.2. Modifiye Edilmis anti-DTPA’nin immunoreaktivite Tayini

96 kuyucuklu plaklar (yiksek baglanma kapasiteli ELISA plaklari) 100 pl

DTPA-BSA (5 pg/ml) ile kaplanmistir. Modifiye edilmemis (kontrol) ve tiyollenmis
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antikorlar 0,01 — 10 pg/ml konsantrasyon araliginda seri dilisyonlar halinde
kuyucuklara eklenmistir. ELISA testi, bolim 3.5.1.de anlatildigi sekliyle

gerceklestirilmistir (n=4).

3.5.3. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-

PAGE)

Tiyollenmis antikorlar, indirgen olmayan SDS-PAGE vyardimiyla
karakterize edilmistir. Analiz sirasinda %7,5 ayristirici jel ve %4 toplayici jel
hazirlanmistir. Orneklerin molekil agirliklar, 10 — 165 kDa araliginda molekiil
agirhgr standardi ile tayin edilmistir (Sigma, Almanya). Molekil agirhg
standardina ait jeldeki bagil goc (R¢) degerleri, standart egri olusturulmasinda
kullanilmis ve elde edilen bispesifik komplekslerin (LyP-1-bsAbC) molekiil

agirliklar tayin edilmistir.

3.5.4. Floresan Aktive Hiicre Ayirma (Fluorescence Activated Cell

Sorting, FACS) Analizi

MDA-MB-231 hiicreleri, petri kaplarina 1x10° hiicre yogunlugunda
ekilmistir. %90 hicre doluluk oranina ulasildiginda hicreler tripsinizasyon veya
kazima yolu ile toplanmistir. Hiicre pelletleri 1x10° hiicre/ml konsantrasyonda
olacak sekilde 0,1 M PBS icerisinde tekrar slispande edilmistir. Hedeflendirme
calismasi icin 100 ul porsiyonlar halinde ayrilan hiicre stspansiyonlari LyP-1-
Doks, D-PL-LyP-1-Doks konjugatlari veya tek basina Doksorubisin ile 30 dakika
boyunca inklbe edilmistir. Tum 6rneklerde son doksorubisin konsantrasyonu
5 pg/mL olacak sekilde ayarlanmistir. inkiibasyonun ardindan hiicreler soguk

0,1 M PBS ile 1000xg’ de li¢ defa yikanmistir. Yikama ve tekrar siispande etme



sonrasinda isaretleme yapilan hiicreler akis sitometresi (Calibur Instrument, BD
Biosciences, ABD) kullanilarak belirlenmistir (kaynak enerji: 15 mW; tayin
zamani: 500 sayim/dk.). Veriler analiz basina 10.000 hucre olacak sekilde
“Forward Light Scatter (FSC)” and “Side Light Scatter (SSC)” olarak
goriantilenmistir. Veriler BD CellQuest Pro Analiz Programi (BD Biosciences,

ABD) kullanilarak degerlendirilmistir.
3.5.5. In-Cell ELISA

MDA-MB-231 hiicreleri (2x10" hiicre/kuyucuk) 96 kuyucuklu plaklara
ekilmistir. Analiz 6ncesi hiicreler 37 °C’de inklibe edilerek plakalara yapismalari
saglanmistir. Hicreler Gzerinde bulunan ortam uzaklastirilmis ve PBS ile yilkama
sonrasl %4 paraformaldehit varliginda sabitlenmistir. Hlcrelerin permeabilize
edilmesi igin PBS igerisinde hazirlanan %0,1 Triton X kullanilmistir. Bloklama igin
%3’luk BSA c¢ozeltisi kullanilmistir. Hicreler LyP-1-bsAbC (5 ug/ml) veya anti-
DTPA (5 pg/ml) ile 4 °C'de gece boyunca inkibe edilmistir. Sekonder antikor
olarak 1:1000 dilisyonda GAM-HRP kullanilmistir. Sekonder antikor
inkGibasyonu sonrasinda TMB (Enhanced K-Blue® Substrate, Neogen, ABD) ile
renklendirme saglanmis ve absorbans degerleri 630 nm dalga boyunda ELISA
plak okuyucu (BioTek, ABD, Model: EL 800) ile belirlenmistir. Ortalama ve
standart hata degerleri BioTek Gen5 (BioTek, ABD) vyazilimi kullanilarak

hesaplanmistir.
3.5.6. immiinositokimya Calismalari

MDA-MB-231 hiicreleri 4x10* /kuyucuk konsantrasyonda 24 kuyucuklu

plaklara ekilmistir. Kiltlir ortami uzaklastirildiktan sonra 400 ul porsiyonlar
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halinde lineer LyP-1-Floresin, siklik LyP-1-Floresin veya tek basina floresin
gruplari 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda hiicreler
asetonla (4 °C) sabitlenip permeabilize edilmistir. Sabitlenen hicrelerin
cekirdekleri DAPI (2-(4-amidinofenil)-1H-indol-6-karboksamidin) ile (1 pg/ml)
inklibe edilerek boyanmistir.

On hedeflendirme igin hiicreler LyP-1-bsAbC (20 pg/ml) ile 30 dk. — 3 sa.
araliginda degisen sireler boyunca inkiibe edilmistir. Belirlenen zaman noktalari
sonunda ortam ile yikanan hicreler 20x DSPL-RITC (1:50 dilisyon) ile 1 saat
boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda hiicreler asetonla (4 °C)
sabitlenip permeabilize edilmistir. Sabitlenen hiicrelerin cekirdekleri DAPI (2-(4-
amidinofenil)-1H-indol-6-karboksamidin) ile (1 pg/ml) inkibe edilerek
boyanmistir. Floresan siddet 6lcimi degerleri ImagelJ Programi, NIH, ABD

kullanilarak analiz edilmistir.

3.6.  Etkin Madde Miktar Tayin Yontemi Gelistirilmesi ve Validasyonu

3.6.1. HPLC Yonteminin Gelistirilmesi ve Validasyonu

Siklik LyP-1’e ait miktar tayini HPLC cihazi ve sisteme entegre bir UV
dedektor kullanilarak yapilmistir. Tayin icin C18 ters faz kolon (4,6 x 250 mm,
5um) kullanilmistir. Biyoaktif bir peptit olan etkin maddenin miktar tayini icin,
peptit ve proteinlerin miktar tayininde tercih edilen gradyan eliisyon yontemi
kullanilmistir (157-160). Analiz stresi 15 dk., analiz sonrasinda bekleme siiresi
2 dk. olarak belirlenmistir.

Gradyan yontemde hareketli faz olarak su (%0,1 TFA): asetonitril (%0,1

TFA) (h/h) kullanilmistir. Analiz sliresince hareketli faz bilesimi zamana bagl
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olarak degistirilerek sistem uygunluk parametrelerini karsilayan piklerin elde
edilmesi saglanmigtir. Bu amagla analize %100 su (%0,1 TFA) ile baslanmis olup,
2 dk. sonunda %2 asetonitril (%0,1 TFA) / dk. olacak sekilde 10 dk. boyunca akis
saglanmistir. Analizin 12. dakikasinda baslangi¢c konsantrasyonlarina doénilerek
3 dakika boyunca %100 su (%0,1 TFA) hareketli fazi ile analiz sonlandirilmistir.
Toplam analiz siresi her bir 6rnek icin 15 dk., akis hizi 1 ml/dk. ve enjeksiyon
hacmi 35 plL olarak belirlenmistir. Analiz icin 215 nm dalga boyunda UV dedektoér
kullanilarak sinyal alinmasi saglanmustir.

HPLC yonteminin validasyonu “ICH Validation of Analytical Procedures:
Text and Methodology Q2 (R1)" stabilite kilavuzu esas alinarak

gerceklestirilmistir (160).

Dogrusallik

Bir analitik yontemin dogrusalligl; deney bulgularinin 6rnek icindeki
madde konsantrasyonu ile orantili bir sekilde belirli bir aralikta bulunmasi olarak
tanimlanmaktadir. Dogrusallik analizi yapilacak olan etkin maddeye ait cevap pik
alani, etkin maddenin kullanilan konsantrasyonlari ile dogrudan orantil
olmalidir.

Dogrusallik icin LyP-1 peptidinin saf suda c¢o6ziilmesi ile hazirlanan
standart numuneler kullanilarak alti  noktali  kalibrasyon dogrusu
olusturulmustur. 200 pg/ml konsantrasyondan yola cikilarak seri dilisyonlar ile
elde edilen 150, 100, 75, 50 ve 25 pg/ml derisimlerdeki 6rneklerin analizi HPLC
ile yapilmis ve pik alanlari elde edilmistir. Dogrusallik sonucunda maddenin
konsantrasyonu ile degisen pik alani arasindaki iliskinin dogrusal oldugu aralik

belirlenmistir.
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Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu; o yontem kullanilarak elde edilen
sonuclarin gercek degere yakinliklari olarak tanimlanabilir. Dogrulugun
gosterilmesi amaciyla diisik, orta ve yliksek derisimde Ui¢ konsantrasyonda
secilen ornekler analiz edilerek (n=3) % geri kazanimlari ve % Bias degerleri

hesaplanmistir.

% Geri Kazanim= (Tayin Edilen Derisim/Eklenen Derisim)x100

% Bias=(Eklenen Derisim — Tayin Edilen Derisim)/Eklenen Derisimx100

Kesinlik

Kesinlik; bir yontemin birbirini takip eden o6l¢climleri arasindaki yakinligin
derecesini ifade etmektedir. Yontemin kesinligi, herhangi bir degerin
tekrarlanabilme kabiliyeti veya bireysel test sonuclarinin birbirine yakinliginin bir

derecesidir. Standart sapma (SS) ve varyasyon katsayisi (% VK) ile ifade edilir.

Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik; ayni deney kosullarinda kisa bir zaman araligi icerisinde
yapilan Olcimler arasindaki kesinligi belirtir. Tek derisimdeki ayni peptit
¢Ozeltisinden art arda 6 Ol¢im vyapilmasi ile bu o6lcimlerde bulunan pik
alanlarindan elde edilen derisim degerlerinin birbiri ile yakinligi Xor, SS ve VK
hesaplanarak bulunmustur. Tekrarlanabilirlik icin Ol¢limler arasi varyasyon
katsayisinin  %2’den kuglk olmasi gerekmektedir. Tekrarlanabilirlik igin

200 pg/ml konsantrasyonda 6rnegin art arda yapilan 6 enjeksiyonu sonucu pik
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alanlarina karsilik gelen derisimler bulunmus, ortalama (Xot), standart sapma

(SS) ve varyasyon katsayilari (% VK) hesaplanmistir.

Tekrar elde edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik; ayni yontemin farkli deney zamanlarinda
uygulanmasi ile elde edilen degerlerin kesinligini gosterir. Tek derisimdeki 6
farkli peptit ¢cozeltisinden yapilan 6lcimler sonucu bulunan pik alanlarindan elde
edilen derisim degerlerinin birbiri ile yakinhigi Xor;, SS ve %VK hesaplanarak
bulunmustur. Tekrar elde edilebilirlik icin 6lciimler arasi varyasyon katsayisinin
%2’ den kiicik olmasi gerekmektedir. Tekrar elde edilebilirlik igin 200 pg/ml
konsantrasyonda o6rnegin iki giin art arda yapilan 6 enjeksiyonu sonucu pik
alanlarina karsilik gelen konsantrasyonlar bulunmus, ortalama (X,.), standart

sapma (SS) ve varyasyon katsayilari (% VK) hesaplanmistir.

Duyarhhik

Duyarlilk kapsaminda; gelistirilen yontem ile en fazla ne kadar madde
saptanabilecegi ve miktar tayini yapilabilecegi belirlenmistir. Genel olarak,
saptama siniri (LOD) sinyal:giriltl oraninin 3:1, tayin edilebilirlik siniri (LOQ) ise
sinyal:glirtlti oraninin 10:1 oldugu konsantrasyon olarak tanimlanmaktadir.
Saptama siniri ve tayin edilebilirlik sinirini elde etmek icin cesitli yontemler
bulunmasina ragmen, bu calismada kalibrasyon dogrusunun egimi ve y-kesisim
degerlerine ait standart sapma degeri (o) kullanilarak asagida verilen

denklemlerden faydalaniimistir.
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LOD = 3,3 (o/Egim)

LOQ = 10 (o/Egim)

Ozgiinliik

Kullanilan analitik yontem ile tayin edilecek maddeye ait pikin analiz
edilecek o6rnek icerisinde baska bilesenlerin varliginda (yardimci maddeler,
safszilik, parcalanma Urunleri vb.) dahi girisim olmadan saptanabilmesidir. Bu
kapsamda bos formilasyon ve formiilasyona ait bilesenler tek basina analiz
edilerek, etkin maddeye ait pikin herhangi baska bir maddeye ait pik ile girisim

yapmadigi gosterilmistir.

3.6.2. LC-MS/MS Yonteminin Gelistirmesi

Hicre kaltira ve dissollisyon ¢alismalari kapsaminda yirttilen deneyler
sirasinda kullanilan LyP-1 peptit miktarlarinin, gelistirilen HPLC yontemi ile tayin
edilebilen aralik disinda kalmasi sebebiyle, s6z konusu ¢alismalar icin LC-MS/MS
yontemi gelistirilmistir.

LyP-1’e ait miktar tayini LC/MS cihazi ve sisteme entegre Triple Quad
dedektor kullanilarak yapilmistir. Tayin icin hidro C18 ters faz LC-MS kolonu
(250 x 4,60 mm, 4 um, 80 A) kullanilmistir. Etkin maddenin miktar tayini igin,
peptit ve proteinlerin miktar tayininde siklikla tercih edilen gradyan ellisyon
yontemi kullaniimistir.

Gradyan yontemde hareketli faz olarak su (%0,1 Formik asit):asetonitril
(%0,1 Formik asit) (h/h) kullanilmistir. Analiz sliresince hareketli faz bilesimi

zamana bagh olarak degistirilerek sistem uygunluk parametrelerini karsilayan
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piklerin elde edilmesi saglanmistir. Yontemde akis hizi 0,5 ml/dk., enjeksiyon
hacmi 1 plL olarak belirlenmistir. Analiz stiresi 16 dk., analiz sonrasi slire 9 dk.

olarak optimize edilmistir.

3.7.  Stabilite Calismalar

3.7.1. Etkin Maddenin Stabilitesi

Siklik yapidaki LyP-1 peptidinin pargalanma kinetiginin ve pH-hiz
profilinin belirlenmesi amaciyla 12 farkh pH’daki stabilitesi incelenmistir.
pH 3 — pH 10 araliginda yer alan tamponlar icin Uc¢ farkli molar konsantrasyonda
¢Ozelti hazirlanarak konsantrasyonun peptidin stabilitesine olan etkisi
incelenmistir. pH 1 icin 0,1 M ve pH 2 icin 0,01 M HCI ¢6zeltileri, pH 11 icin 0,025
M fosfat tamponu ve pH 12 icin 0,01 M NaOH c¢ozeltisi kullaniimistir. Tampon
¢Ozeltilerin hazirlanmasinda USP 29 — NF 24‘te yer alan standart tampon
¢Ozeltilerinin  hazirlanmasinda  kullanilan  miktarlar {zerinden tartimlar
gerceklestirilmistir.

Tamponlar icin gerekli miktarda tampon tuzu tartiimis ve suda
¢Ozllmustlr. Uygun asit veya bazlarla pH ayarlanmasini takiben belirlenen
hacme su ile tamamlama yapilmistir. Cesitli konsantrasyonlardaki tampon
¢Ozeltileri, stok tampon ¢ozeltisinden hareketle hazirlanan seyreltmeler ile elde
edilmistir. Iyon siddetinin 0,15’e ayarlanmasi icin gereken NaCl miktarlari

asagida verilen formil ile hesaplanmistir.

I = % LG Zi2 (ci. molar konsantrasyon, z;.iyon yiki)
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Kullanilan tampon tirleri ve derisimleri Tablo 3.6’da verilmistir. Suda
200 pg/ml konsantrasyonda hazirlanan LyP-1 peptidine ait stok c¢ozeltisi,
hesaplanan konsantrasyonun iki kati konsantrasyonda hazirlanan tampon
¢Ozeltileri ile 1:1 oraninda seyreltilerek tabloda verilen konsantrasyonlarda 100
ug/ml peptit iceren tampon ¢ozeltileri elde edilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 37 °C
sicaklikta bekletilmis ve belirlenen zaman noktalarinda alinan érnekler -20 °C’ de

saklanmistir.

Tablo 3.6. Etkin maddeye ait stabilite ¢galismalarinda kullanilan tamponlar.

pH TamponTiirli Konsantrasyon (M)
HCI 0,1
HCI 0,01
Fosfat 0,1
0,05
0,025
4 Asetat 0,2
0,1
0,05
5 Asetat 0,2
0,1
0,05
6 Fosfat 0,05
0,025
0,0125
7 Fosfat 0,05
0,025
0,0125
8 Tris 0,05
0,025
0,0125
9 Tris 0,05
0,025
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0,0125
10 Karbonat 0,025
0,0125
0,00625
11 Fosfat 0,025
12 NaOH 0,01

Farkli pH’larda yiritilen stabilite calismalarinda zamana bagl olarak
degisen peptit konsantrasyonlari asagida verilen denklemlerde yerine konularak

parcalanma hiz sabitleri (kobs) ve yarilanma omiirleri (t1/2) hesaplanmistir.

log % C = log % Co- (kobs/2,303)t

tin= 0;693/k0bs

Sicakhgin reaksiyon hizi (zerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla

Arrhenius denkleminden yararlaniimistir.

Ink = InA — (E./R) x (1/T)

S6z konusu esitlikte “k” reaksiyon hiz sabitini, “A” molekdllerin birbirine
carpma hizini, “E,” aktivasyon enerjisini (kal/mol), “R” gaz sabitini (1,987
kal/°C/mol) ve “T” mutlak sicaklig (°K) temsil etmektedir(161). Arrhenius
egrilerinin olusturulmasi amaciyla ¢ farkh pH icin farkh sicakliklardaki
parcalanma hiz sabitleri mutlak sicakliga karsi grafige gecirilerek aktivasyon

enerjileri hesaplanmistir.



3.7.2. Formiilasyonlarin Stabilitesi

Formilasyonlarin stabilitesinin degerlendirilebilmesi icin énformiilasyon
calismalari sonucunda hazirlanan ve uygun fiziksel Ozellikler gosteren
formilasyonlar 14 giin sliresince makroskobik ve mikroskobik o6zellikler ile

damlacik biykligl ve zeta potansiyel degerleri acisindan degerlendirilmistir.

3.8. Dissoliisyon Calismasi

Dissolliisyon calismasi kapsaminda, elde edilen kati formilasyonlarin
tablet haline getirilerek metakrilat tlrevleri ile kaplanmis dozaj formlari ve
kapsil icerisine doldurularak elde edilen dozaj formlari kullaniimistir.

Her bir kati dozaj formu, icerisinde 0,1 mg peptit icerecek sekilde
formile edilmistir. Tablet ve kapsillerin hazirlanmasinda kullanilan ve sivi
formilasyonlardan hareketle elde edilen kati SEDDS formilasyonlari

Tablo 3.7’de verilmistir.

Tablo 3.7. Dissollisyon ¢alismalari kapsaminda kullanilan formulasyonlar

Formiilasyon Kullanilan Sivi Kullanilan Kullanilan  Kati Dozaj

Kodu Formiilasyon Yontem Adsorban Formu

TSD -U9F21 U9 -F21 Puskurterek Aerosil Tablet
Kurutma

KSD -U9F21 U9 -F21 Puskurterek Aerosil Kapsiil
Kurutma

TLYO - U9F21 U9 -F21 Liyofilizasyon Mannitol Tablet

KLYO — U9F21 U9 -F21 Liyofilizasyon Mannitol Kapsiil
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Calismalar kapsaminda USP 29 — NF 24’te yer alan “geciktirilmis salim
saglayan dozaj formlari”na ait monografta yer alan dissollisyon ortamlari
kullanilmistir. Bu amagla asit ortami olarak USP 29 — NF 24’ te yer alan
monografa uygun olarak hazirlanan 0,1 N HCI, tampon ortami olarak 0,1 N HCI
ve 0,2 M tribazik sodyum fosfat (3:1) karisimi kullanilmistir (pH 6,8). Dozaj
formlari asit ortamda 2 saat siireyle 100 rpm hizda karistirildiktan sonra tampon
ortamina alinarak tamamen dagilana kadar 100 rpm hizda karistirma
saglanmistir. Deneyler 60 ml asit ortami ve 80 ml tampon (0,1 N HCl ve 0,2 M
tribazik sodyum fosfat — 3:1) ortaminda gergeklestirilmistir. Belirtilen dozaj
formlarinin her biri 0,1 mg peptit icerek sekilde hazirlanmistir. Belirlenen sireler
sonunda alinan érnekler analiz 6ncesi -20 ° C'de saklanmistir.

S6z konusu dozaj formlarinin icerdigi peptit miktarlarinin HPLC yontemi
ile tayininin mumkin olmamasi sebebiyle analizler gelistirilen LC-MS/MS

yontemi ile gerceklestirilmistir.

3.9.  Hiicre Kiiltiirii Galismalari

Hicre kaltirh calismalar kapsaminda sitotoksisite deneylerinde Caco-2
(insan kolorektal kanser) hicre hatti, biyoaktivite ve hiicresel alim
calismalarinda ise MDA-MB-231 (insan meme kanseri) ve 4T1 (fare meme

kanseri) hiicre hatti kullaniimistir.
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3.9.1. Formiilasyonlara Ait Calismalar

Sitotoksisite Caligmalarn

Sitotoksisite c¢alismalari, bagirsak hicrelerini taklit etmesi sebebiyle

tercih edilen Caco-2 hiicre hatti (pasaj 5-13) ile gergeklestirilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Hiicre kultiiri galigmalarinda kullanilan Caco-2 hiicre hatti.

Hiicreler DMEM besiyeri kullanilarak 25 cm®lik flasklara ekilmistir.
DMEM besiyeri 4mM L-Glutamin ve Sodyum Pirlivat, %10 FBS, %0,5 Penisilin
(10.000 unite) ve streptomisin silfat (10.000 pg/ml) icerecek sekilde
hazirlanmistir. Hicreler 37 °C'de, %5 CO, iceren ortamda inkibasyona
birakilmistir. %80 doluluga erisen flasklarda yer alan hicreler %0,025
konsantrasyonda tripsin — EDTA c¢Ozeltisi ile kaldirilip yeniden silispande
edildikten sonra tripan mavisi ile boyanarak hemositometre yardimiyla hicre
konsantrasyonlari saptanmistir.

Sitotoksisite testi igin 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96’lik plaklara
ekim yapilmistir. Ekilen hiicreler, hiicre bliyitmede kullanilan kosullar altinda 24

saat bekletilmistir. 24 saatin ardindan bosaltilan kuyucuklara; bos/peptit iceren
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formilasyonlar, besiyeri icerisinde 100 upl hacimde cesitli dillisyonlarla
uygulanmis; 24 ve 48 saatlik slrelerin  sonunda hicre canhliklari
degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak besiyeri kullanilmistir.

Hicre canhliginin tespit edilebilmesi amaciyla MTT yontemi
(3-[4,5-dimetil tiyazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolyum bromir) kullaniimistir.
Formilasyon uygulanan plaklara belirlenen sirelerin sonunda 25 ul %0,5’lik MTT
¢Ozeltisi eklenmis ve 4 saat beklenmistir. 4 saat sonunda olusan mor renkli
formazan kristallerini ¢dzmek igin her bir kuyucuga 80 ul %23’lik SDS ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Gece boyunca bekletilen plaklarda olusan mor rengin absorbansi
570 nm’de ELISA plak okuyucu ile dl¢iImustir.

Biyoaktivite Caligmalari

Biyoaktivite calismalari, MDA-MB-231 insan meme kanseri ve 4T1 fare

meme kanseri hiicre hatti ile gerceklestirilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Hiicre kiltiiri galismalarinda kullanilan MDA-MB-231 hiicre hatti.
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Hicreler, MDA-MB-231 i¢cin DMEM besiyeri ve 4T1 hicre hatti icin RPMI

1640 besi yeri kullanilarak 75 cm”lik flasklara ekilmistir. DMEM besiyeri 4,5 g/L

Glukoz, 4mM L-Glutamin ve Sodyum Pirtivat, %10 FBS, %0,5 Penisilin (10.000 Unite)
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ve Streptomisin Silfat (10.000 pg/ml) icerecek sekilde ayarlanmistir. Hicreler
37 °C’de %5 CO; iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir. %80 doluluga erisen
flasklarda yer alan hicreler %0,25 konsantrasyonda tripsin — EDTA ¢ozeltisi ile
kaldirlip yeniden slispande edildikten sonra tripan mavisi ile boyanarak
hemositometre yardimiyla hiicre konsantrasyonlari saptanmistir.

Biyoaktivite testi icin 2x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96’lik plaklara
4x10° hicre/ml konsantrasyonda ekim yapilmistir. Ekilen hucreler, hicre
biylitmede kullanilan kosullar altinda 24 saat bekletilmistir (Bkz. Bolim 3.9.1).
24 saatin ardindan besiyeri ile seyreltilen bos ve etkin madde iceren formiulasyonlar
kuyucuklara toplam hacim 100 ul olacak sekilde 2 kati konsantrasyonda uygulanmis,
24 ve 48 saatlik sirelerin sonunda hiicre canhliklari degerlendirilmistir. Pozitif
kontrol olarak besiyeri kullanilmistir.

Hicre canhliginin  tespit edilebilmesi amaciyla MTT  yOntemi
(3-[4,5-dimetilltiyazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolyum bromir) kullaniimistir. 24. ve 48.
saat sonunda kuyucuklara 25 pl %0,5’lik MTT ¢o6zeltisi eklenmis ve 4 saat
beklenmistir. 4 saat sonunda olusan mor renkli formazan kristallerini ¢dzmek icin
her bir kuyucuga 80 pl %23’lik SDS ¢ozeltisi ilave edilmistir. Olugan mor rengin

absorbansi 570 nm’de ELISA plak okuyucu ile 6l¢tlmistdr.

Transport Calismalari

Transport calismalari, bagirsak hiicrelerinin tek tabakali yapisini taklit etmesi
sebebiyle tercih edilen Caco-2 hiicre hatti (pasaj 5-13) ile gerceklestirilmistir.

Hiicreler RPMI-1640 besiyeri kullanilarak 75 cm?lik flasklara ekilmistir. RPMI-
1640 besiyeri 4mM L-Glutamin ve Sodyum Pirtivat, %10 FBS, %0,5 Penisilin (10.000

Unite) ve streptomisin stlfat (10.000 pg/ml) icerecek sekilde hazirlanmistir. Hiicreler
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37 °C’de, %5 CO; iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir. %80 doluluga erisen
flasklarda yer alan hicreler %0,025 konsantrasyonda tripsin — EDTA ¢ozeltisi ile
kaldirlip yeniden slispande edildikten sonra tripan mavisi ile boyanarak
hemositometre yardimiyla hiicre konsantrasyonlari saptanmistir.

Transport calismasi igin tripan mavisi ile sayim yapildiktan sonra 12x10*
hicre/ml olacak sekilde insertlere (ThinCerts, 12 kuyucuk, 1 pM por capi,
transparan) ekim yapilmistir. Apikal bélime 0,5 ml ve bazolateral bolime 1 ml
ortam eklenmistir. Plaklar 37 °C'de, %5 CO, iceren nemli havada inkibe edilmistir.
Kaltdr ortami glin asiri degistirilmis, transport calismalari 21 giin sonra hiicre tek
tabakasi doluluga ulasinca gerceklestirilmistir.

21 gin sonunda apikal ve bazolateral bollimlerde bulunan besiyeri
bosaltilarak apikal yize 0,5 ml, bazolateral yiize 1 ml 10 mM HEPES iceren HBSS
(fenol kirmizisi icermeyen) uygulanarak hiicreler yikanmistir. Yikama islemi sonrasi
apikal bolime transport ortami igerisinde 0,1 mg/ml konsantrasyonda peptit iceren
formulasyonlar uygulanarak 60 rpm hizda calkama ile 37 °C'lik su banyosunda 2 saat
sireyle bekletilmistir. 2 saatin sonunda bazolateral bélimde yer alan ortam
toplanarak analiz icin -20 °C’de saklanmistir. Orneklerin analizi, gelistirilen

LC-MS/MS yontemi ile gerceklestirilmistir.

Caco-2 Tek Tabaka Hiicre Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

Hicre tek tabakasinin butlnligi transepitel elektrik direnci (TEER) 6l¢imu
yapilarak degerlendirilmistir. Caco-2 hiicre tek tabakalarinin TEER degerleri,
Millicell-ERS epitel voltametre ile dl¢liimistir. Kiltirdeki membran potansiyelini ve
epitel hiicrelerin rezistansini glivenilir bir bicimde oOlgcen Millicell — ERS (elektrik

rezistans sistemi), kalitatif olarak hiicre tek tabaka butiunlugini ve kantitatif olarak
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hiicre dolulugunu géstermektedir. Deneyler sirasinda, elektrik rezistansi 300 Q.cm®

ve lizeri degerde olan hiicre tabakalari kullanilmistir.
Hiicre igine Alim Galismalari

Hicre ici alim calismalari peptidin p32 ifade eden 4T1 hiicrelerine giris
mekanizmalarinin arastirilmasi amaciyla gerceklestirilmistir. Hilcreler 6 kuyucuklu
plaklara 2x10° hiicre/ml konsantrasyonda ekilerek gece boyunca besiyeri varliginda
blyimeye birakilmistir. Kiltir ortami toplanan hicrelere serumsuz besiyeri
icerisinde LyP-1-FAM, formilasyon icerisinde LyP-1-FAM ve kontrol olarak tek
basina FAM; artan konsantrasyonlarda (1,3,9 ve 27 uM) uygulanmistir. 4 °C ve
37 °C'de 1 ve 5 saatlik inklibasyon sonrasi PBS ile yikanan hiicreler tripsin-EDTA
¢Ozeltisi ile kaldirihp yeniden slispande edilmis, akis sitometresi ile floresan siddeti

Olgllmustir.
3.9.2. Konjugatlara Ait Calismalar
Biyoaktivite Caligmalari

Konjugatlara ait biyoaktivite ve immiunositokimya c¢alismalari kapsaminda
MDA-MB-231 hiicre hatti kullanilmistir. Hiicreler DMEM (4,5 g/L, 4 mM L-Glutamin,
sodyum piruvat, %10 FBS, %0,5 Penisilin, 10.000 (inite ve streptomisin silfat,
10.000 pg/ml) besiyeri kullanilarak 25 cm”lik flasklara ekilmistir ve 37 °C’'de, %5 CO,
iceren ortamda inklbasyona birakilmistir. %80 doluluga erisen flasklarda yer alan
hicreler %0,025 konsantrasyonda tripsin — EDTA ¢Ozeltisi ile kaldirihp yeniden
siispande edildikten sonra tripan mauvisi ile boyanarak hemositometre yardimiyla

hiicre konsantrasyonlari saptanmistir.
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MDA-MB-231 hiicreleri 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96’lik plaklara
ekim yapilmistir. Ekilen hiicreler, hiicre biylitmede kullanilan kosullar altinda
24 saat bekletilmistir. 24 saatin ardindan 0,3125, 0,625, 1,25, 2.5, 5, 10 ve 20 uM
doksorubisin veya ayni miktarda doksorubisine esdeger LyP-1-Doks konjugati ile
24 saat muamele edilmistir. iki basamakli 6n hedeflendirmenin degerlendirilmesi
amaciyla htcreler, 100 pl LyP-1-bsAbC (20 pg/ml) ile 1 saat siiresince muamele
edildikten sonra yikanmis ve D-PGA-Doks ornekleri uygulanarak 24 saat
inklibasyona  birakilmistir.  Konjugatlarin  icerdigi  doksorubisin  miktari
1,95-250 pg/ml araliginda hazirlanan doksorubisin kalibrasyon egrisi kullanilarak
belirlenmistir. inkiibasyon sonrasinda ortam uzaklastiriimis ve hiicreler yikanmistir.
Hiicre canlihginin degerlendirilmesi i¢in 1:5 oraninda kiltlir ortami ile seyreltilmis
CellTiter- Blue® (Promega, ABD) reaktifi kullanilmistir. Her bir kuyucuga 100 pl
reaktif eklenerek 2 saat inklbasyona birakilmis ve floresan siddeti ELISA plak

okuyucu ile él¢tilmistir (BioTek, VT, ABD, Model: Synergy HT).
3.9.3. Western Blot Analizi

in vitro ve in vivo ¢alismalarda kullanilan hiicre hatlarinda LyP-1 peptidine
0zgl p32 reseptoriniin varhginin dogrulanmasi amaciyla MDA-MB-231, 4T1 hiicre
hatlarindan ve 4T1 meme kanseri fare modelinden elde edilen doku 6rneklerinden

lizatlar hazirlanarak s6z konusu proteinin ifade edilme dereceleri degerlendirilmistir.

Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Hiicrelerden hazirlanacak lizatlar icin her bir hiicre hatti 25 cm”lik flasklara,
2x10° hiicre/flask konsantrasyonda ekilmis ve gece boyunca besiyeri varliginda

blyimeye birakilmistir. Lizatlarin hazirlanmasi sirasinda flasklar 5 dakika buz
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Uzerinde tutulduktan sonra, besiyeri uzaklastirilmis ve PBS araciligiyla 2 kez yikama
yapilmistir. Yikama sonrasinda her bir flaska 400 pl lizis tamponu eklenmis ve
150 rpm hizda 15 dk. buz (zerinde calkalanma yapilmistir. Kaziyici yardimiyla
hiicreler kaldirildiktan sonra 15 dk. buz izerinde ek calkalanma yapilmistir. Ornekler
dnceden sogutulmus tiiplere toplanarak 4 °C’'de 12.500 rpm’de 15 dk. boyunca
santrifijlenmistir. Santrifiij sonrasi Ust faz toplanarak ileri analizler icin -80 °C’de
saklanmistir. Elde edilen lizatlardaki protein miktari jellere yilkleme o6ncesinde

Bikinkoninik Asit Protein Tayin Yontemi (BCA) ile belirlenmistir.

Doku Lizatlarinin Hazirlanmasi

Doku lizatlarinin hazirlanmasi amaciyla 1 mm boyutunda zirkon boncuklar
kullanilmistir. 2 ml hacimde viyallare, Ulgcte iki hacimde boncuk konularak
sogutulmusg 500 pl lizis tamponu eklenmistir. 30-40 mg doku pargasi tartilarak viale
eklenmis ve her 5 mg doku igin 200 pl lizis tamponu ilavesi yapilmistir.

Doku homojenizatoérine (BeadBeater, Biospec, ABD) vyerlestirilen vialler
15 sn’lik periyodlarla 5 dongiide homojenize edilmistir. Her dongli arasinda érnekler
1 dk. boyunca buza gomiilerek sicakligin kontrol altinda tutulmasi saglanmistir.
Homojenizasyon sonrasi dérnekler 4°C’de 12.500 rpm’de 15 dk. santrifiij edilerek st
faz toplanmistir. Toplanan érnekler ileri analizler icin -80 °C’de saklanmistir. Elde
edilen lizatlardaki protein miktari jellere yilkleme o6ncesinde Bikinkoninik Asit

Protein Tayin Yontemi (BCA) ile belirlenmistir.

SDS-PAGE

Elde edilen hiicre ve doku lizatlari poliakrilamid jelde yirutilerek ayrim

saglanmistir. Bu amacla toplayici ve ayristirici jeller hazirlanarak elektroforez camlari
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arasina dokilmustir. Ornekler, yiiklemeden &nce 2X konsantrasyonda Laemmli
drnek tamponu ile 1:1 oraninda karistirilarak, 95 °C’de 5 dk. inkiibasyon sonrasi
denatiirasyon saglanmistir. Orneklerin icerdikleri toplam protein miktarina gore
ylklenecek 6rnek hacimleri hesaplanmistir. Protein miktarlari ayni ve 6érnek miktari
en fazla 35 ul olacak sekilde jele yiikleme yapilmistir. Ornekler elektroforez tankinda
ylriitme tamponu varliginda 90 V sabit akim ile 180 dk. boyunca yuratilmustdr.
Yirutme sonrasi jel distile su ile yikandiktan sonra transfer tamponu icerisinde
10 dk. slireyle yatay calkalayici Gizerinde bekletilmistir. Transfer icin kullanilacak olan
polivinilidin florir (PVDF, 0,45 um por acikli§l) membran ve filtre kagitlari transfer
tamponu icerisinde sartlandiktan sonra yari kuru transfer cihazi ile (Pierce Fast
Semi-Dry Blotter, Thermo Scientific, Almanya) bantlar membrana transfer edilmistir.
Transfer islemi 25 V akim altinda 30 dk. siireyle gerceklestirildikten sonra membran,
%5’lik yagsiz sut tozu ile 1 saat siureyle bloke edilmistir. Bloklama sonrasi PBST
(%0,1 Tween 20 igeren PBS) ile yikanan membran, anti-GC1q R (anti-p32) primer
antikorun (Abcam 60.11) PBST icerisinde 1:1000 oraninda hazirlanan dilisyonu ile
16 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi PBST ile yikanan membran,
HRP konjuge goat anti-mouse IgG (GAM — HRP) sekonder antikoru ile 1 saat inkibe
edilmistir. Yuksek hassasiyette artirilmis kimyasal parlaklik saglayan SuperSignal
West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific, Almanya) ile
muamele edilen membranin gorintilemesi Kodak Gel Logic 1500 goriintlileme

sistemi ile yapilmistir.

3.9.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

in vivo ¢alismalarda kullanilan 4T1 hiicre hattinin ve 4T1 tiimér dokusunun

p32 ekspresyonu polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak tayin edilmistir. Reaksiyon
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oncesi uygun calisma kosullarinin tespit edilmesi amaciyla optimizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Bu amacla, fare komplementer DNA (cDNA)’sindan ilgili bolgeyi
cogaltmak Ulzere tasarlanan primerlerin uygun calisma sicakhginin belirlenebilmesi
icin gradyan yéntem kullanilmistir. 57 — 62 °C araliginda 6 farkli sicaklikta yiiritiilen
reaksiyonlar sonrasi elde edilen Griinler %2 (a/h) agaroz jelde 0,5 pg/ml etidyum
bromiir varliginda yiritilmustir. Orneklerin kuyucuklara yiklenmesi amaciyla 5X
konsantrasyonda ylikleme boyasi ile dillisyon saglanmistir. Analiz stresince 120 V
sabit akim kullaniimistir. Jelde olusan bantlarin gériintiilenmesi amaciyla Kodak Gel
Logic 1500 goriintileme sistemi kullaniimistir.

Hicre ve dokulardan elde edilen RNA ornekleri cDNA’'ya cevirilerek

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile miktar tayini gerceklestirilmistir.

Hiicreden RNA izolasyonu

Hiicrelerden yapilacak RNA izolasyonu icin her bir hiicre hatti 25 cm?®lik
flasklara, 2x10° hiicre/flask konsantrasyonda ekilmis ve gece boyunca besiyeri
varlhiginda blylimeye birakilmistir. Flasklardaki besiyeri uzaklastirilarak PBS ile
yikama yapilmis ve her bir flaska 400 pl RLT tamponu eklenerek hiicreler kaziyici
yardimiyla kaldiriimistir. Elde edilen karisim DEPC’li tliplere aktarilarak 14.000
rpm’de 5 dk. boyunca santrifljlenmistir. Santriflj sonrasi st faz toplanarak DEPC'li
tipe aktarilmis ve lzerine 500 ul %70’lik etanol eklenerek pipetleme yapilmistir.
Elde edilen lizat, RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Almanya) icerisinde yer alan RNeasy
silika membranlara yiklenmistir (RNeasy Spin Column, QIAGEN, Almanya). RNA
orneginin tutundugu kolon talimatlara gore yikanmistir. Yikama sonrasinda kolona
30 ul RNaz icermeyen su eklenerek 14.000 rpm’de gerceklestirilen 1 dk. santrifij ile

RNA kolondan eliie edilmistir. Elde edilen RNA orneklerinin konsantrasyonu
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spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (Nanodrop, Thermo Scientific, ABD).

Ornekler ileriki analizler igin -80 °C’de saklanmustir.

Dokudan RNA izolasyonu

DEPC’li 2 ml’lik vialler icine hacmin (gte ikisini dolduracak sekilde 1 mm
blyukliginde zirkon boncuk koyulmus ve RLT c¢ozeltisi eklenerek boncuklarin
¢Ozelti ile sartlanmasi saglanmistir. RNA stabilizasyon ¢ozeltisi (RNAlater) icerisinde
muhafaza edilen 30 mg doku o6rnegi boncuklarin Uzerine eklenmis ve doku
homojenizatériine (BeadBeater, Biospec, ABD) vyerlestirilen vialler 15 sn’lik
periyodlarla 5 donglide homojenize edilmistir. Her dongl arasinda 6rnekler 1 dk.
boyunca buza gomilerek sicakligin kontrol altinda tutulmasi saglanmistir.
Homojenizasyon sonrasi érnekler 4°C’de 14.000 rpm’de 5 dk. santrifiijlenerek elde
edilen st faz DEPC'li tiiplere aktarilmistir. Uzerine 500 ul %70’lik etanol eklenen
orneklere pipetaj uygulanmis ve lizat RNeasy silika membranlara yliklenmistir
(RNeasy Spin Column, QIAGEN, Almanya). RNA oOrneginin tutundugu kolon
talimatlara gore yikanmistir. Yikama sonrasinda kolona 30 ul RNaz icermeyen su
eklenerek 14.000 rpm’de gerceklestirilen 1 dk.’lik santrifiij ile RNA kolondan eliie
edilmistir. Elde edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonu spektrofotometrik olarak
tayin edilmistir (Nanodrop, Thermo Scientific, ABD). Ornekler ileriki analizler icin -80

°C’de saklanmustir.

RNA Orneklerinden cDNA Eldesi

RNA orneklerinden, ters transkripsiyon (reverse transcription) ile cDNA
ornekleri elde edilmistir (QuantiTect Reverse Transcription Kit, QIAGEN, Almanya).

Reaksiyonun ilk basamaginda genomik DNA’ya ait bilesenlerin uzaklastiriimasi
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saglanmistir. Genomik DNA uzaklastirilmasi icin eklenen tampon sonrasinda
42 °C'de 2 dk. boyunca reaksiyon vyiritilmistir. ikinci basamakta ters
transkripsiyon islemi icin reaksiyon karisimi olusturulmus ve genomik DNA’dan
temizlenen érnek 42 °C’de 15 dk. reaksiyona sokulmustur. Reaksiyon sonrasi ters
transkriptaz enziminin etkisizlestirilmesi amaciyla drnekler 95 °C’de 3 dk. inkiibe

edilmistir. Elde edilen érnekler ileriki analizler igin -80 °C’de saklanmistir.

3.10. in Vivo Etkililik Calismalar

4T1 meme kanseri hicreleri (2,5x10%), 6 — 8 haftalik disi BALB/c farelerin
meme dokusuna subkiitan yoldan inokile edilmistir. Timor kitlelerinin en blylk
capinin 0,3-0,4 cm boyuta ulagsmasi sonrasinda (14 gin sonunda) kontrol grubuna,
SF icerisinde LyP-1 peptit veya formilasyon icerisinde LyP-1 peptit enjeksiyonu
yaptmistir. Ayrica LyP-1’in, etkin bir kemoterapotik olan doksorubisin hidroklorir
birlikteliginde hazirlanacak formilasyonu icin ise, timor gelistirilen gruplara SF
icerisinde  doksorubisin  hidroklortir, formiilasyon icerisinde doksorubisin
hidroklortir, SF icerisinde doksorubisin hidrokloriir ve LyP-1 veya formilasyon
icerisinde doksorubisin hidrokloriir ve LyP-1 uygulanmistir. ilac uygulamalari haftada
2 kez intraperitoneal enjeksiyonla (10ml/kg)(162) gerceklestirilmistir. LyP-1 dozu
3 mg/kg (163) ve doksorubisin hidroklorir dozu 5 mg/kg (164, 165) olarak
belirlenmistir. Tedavi stresi 14 glin olarak planlanmustir.

Deney siliresince haftada 2 kez tiimor inokilasyon bdlgesi palpe edilerek
timor gelisimi izlenmis, timor ¢aplari ve vicut agirliklar kaydedilmistir. 4 haftanin
sonunda, deneylerin sonlandiriimasiyla denekler diseksiyonu takiben patolojik

inceleme icin formol icerisine alinmistir. Deneyler siiresince 3R ilkesi gozetilmistir.
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Sakrifiye edilen hayvanlardan alinan doku 6rnekleri histopatolojik inceleme
icin %10 formaldehit ¢ozeltisi igerisinde fikse edilmistir. Fikse edilen érneklerden
makroskobik olarak doku o&rnekleri kesilmis ve parafin icerisine gémilmustir.
Parafin igerisindeki 6rnekler; 0,4 um kesitler alinarak standart hematoksilin ve eozin

(H&E) boyama ardindan 15tk mikroskobu altinda degerlendirilmistir.

3.10.1. Tumo6r Modeline Karar Verilmesi

Hayvanda gelistirilecek timoér modeline karar verilirken literatlirde yer alan
meme kanseri modelleri degerlendiriimis ve meme kanseri modeli olusturmada
siklikla kullanilan 4T1 hicre hatti secilmistir. Farelerde meme kanseri modeli
olusturmada kullanilan farkli yontemler mevcuttur. Timoér modelleri allograft veya
ksenograft seklinde olusturulabilmektedir. Allograft nakil modellerinde, timor
hiicreleri ile konak canli ayni genetik 6zellikleri tasimaktadir. Baska bir deyisle fare
timor hicrelerinin fareye inokile edilmesiyle elde edilen modellerdir. Ksenograft
modellerinde ise insan kanser hiicreleri atimik ¢iplak fare gibi bagisiklik yetersizligi
olan canliya inokiile edilmektedir (166). Tez kapsaminda allograft modeli
kullanilarak 4T1 fare meme kanseri hucreleri fare meme dokusuna inokile
edilmistir.

Timor modeline karar verilirken goéz 6niinde bulundurulan bir diger nokta
ise, kullanilan etkin maddeye 6zgii reseptériin (p32) ekspresyonudur. in vitro ve in
vivo biyoaktivite calismalarinda p32 ekspresyonu yliksek oldugu gosterilen hiicre
hatlari arasinda yer alan 4T1 fare meme kanseri ve MDA-MB-231 insan meme
kanseri hiicre hatlari kullaniimistir (167).

Tez kapsaminda, hedeflenen lenfatik sisteme girisin artirilmasi amaciyla

formilasyonlar intraperitoneal olarak uygulanmistir. Subkditan, intradermal ve
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intraperitoneal uygulamanin lenf nodlarinda tutulumu artirdigi bilinmektedir.
intraperitoneal uygulama yolunun &zellikle lipozomlar gibi lipid yapidaki
formuilasyonlarin timor tutulumunu artirdigl ve distk plazma konsantrasyonuna
bagh olarak yan etkilerde azalma sagladig1 gosterilmistir(168).

intraperitoneal uygulama sirasinda enjekte edilebilen hacmin intravendz
uygulamaya gore daha fazla olmasi ve uygulama kolayligi da tercih asamasinda g6z

oninde bulundurulan noktalardandir (162) .

3.11. in Vivo Biyodagihm Calismasi

4T1 meme kanseri hicreleri (2,5x10%), 6 — 8 haftalik disi BALB/c farelerin
meme dokusuna subkiitan yoldan inokile edilmistir. TUmor kitlelerinin ¢api 0,5 cm
boyuta ulasmasi sonrasinda (14 giin sonunda) floresan isaretli peptit (LyP-1-FAM)
¢Ozeltisi ve floresan isaretli peptidin SEDDS formiilasyonu intraperitoneal yoldan
3mM konsantrasyonda enjekte edilmistir. Ayni uygulama saglikh hayvanlarda da
gerceklestirilerek, peptidin  timorli  ve saglikhh  hayvanlarda biyodagilimi
degerlendirilmistir. Uygulamadan 16 saat sonra hayvanlar sakrifiye edilerek kan,
pertioneal sivi, dalak, karaciger, meme lenf nodlari, mezenkimal lenf nodlari ve
timor dokusu toplanip Kodak Gel Logic 1500 gorintlileme sistemi ile UV filtre
varliginda goriintileme yapilmistir. Sonrasinda dokular homojenize edilerek 0,4 uM
por acikhgina sahip filtreden suzilmistir. Elde edilen homojenizatlarin
eritrositlerinden ayrilmasi amaciyla Histopaque®1119 eklenerek 25 dk. siireyle 1500
rpm’de santriflj edilmistir. Santriflij sonrasi beyaz kan hiicreleri toplanarak akis
sitometresi ile analiz gerceklestirilmistir. Ek olarak karaciger, dalak, periferal kan ve

timorden elde edilen beyaz kan hiicrelerine, makrofaj ylizeyine 6zgli antikor
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(CD206) isaretlemesi yapilarak makrofaj hiicrelerine giren floresan madde miktari

degerlendirilmistir.

3.12. Bulgularin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi sirasinda;
parametrik olmayan sonuclarin degerlendirilmesi amaciyla ikiden fazla grubun
oldugu durumlarda gruplar arasi farkin degerlendirilmesi Kruskall-Wallis testi ile, iki
grup arasindaki farkin degerlendirilmesi ise Mann-Whitney U testi ile
gerceklestirilmistir. Fark gorilen gruplar icin bir sonraki asamada coklu karsilastirma
testleri uygulanmistir. Tekrarlayan o6l¢imlerin gergeklestiriimis oldugu in vivo
calismalarda gruplar arasi farklarin belirlenebilmesi amaciyla Genellestirilmis

Tahmin Denklemi (Generalized Estimating Equations, GEE) kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Onformiilasyon Galismalari

Onformiilasyon c¢alismalari kapsaminda hazirlanan 12 {icgen (Uzerinde
belirlenen formilasyon noktalarindan hareketle, formilasyon calismalarinda
kullanilmak Uzere 4 adet Ucggen secilmistir. Secilen Uggenlere ait bilesenler
Tablo 4.1’de yer almaktadir.

Tablo 4.1. Formdlasyon ¢alismalari igin segilen tGggenlere ait bilesenler.

Formiilasyon Bilesimi
Formiilasyon | Yiizey Etkin Madde Yag Yardimci Goziicii

Kodu

us TPGS: Gelucire 44/14 (1:5) Maisine PEG 300

U9 TPGS: Labrasol (1:5) Peceol Propilen glikol
u11 Labrafil M1944: Gelucire Peceol PEG 300

44/14 (1:2)
u12 Labrasol: Tween 80 (1:2) Peceol PEG 300

4.1.1. Makroskobik Ozellikler

Ucgen faz diyagramlan kullanilarak hazirlanan formiilasyonlara ait fiziksel
inceleme sonuclarinda, formilasyonlarda faz ayrimi, kremalasma, ylzeyde yag
damlaciklari, bulaniklasma ve pargacik olusumu, dipte ¢okelti olusumu gibi fiziksel
stabilite sorunlari goézlenen formilasyonlar bir sonraki basamakta kullanilmamustir.
S6z konusu 4 adet Uggen faz diyagrami icerisinde stabil olan formiilasyon
noktalarinda mikroskobik incelemeler, damlacik blyUukIGgU tayini ve zeta potansiyel

tayini gerceklestirilmistir.
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4.1.2. Mikroskobik Ozellikler

Fiziksel stabilitesi uygun olan formilasyonlardan alinan érnekler, polarize 151k
mikroskobu altinda incelenerek vyilksek miktarlarda vyilzey etkin madde
kullanimindan kaynaklanabilecek sivi kristal yapi olusumu degerlendirilmistir.

Secilen formilasyonlarda sivi kristal olusumuna rastlanmamistir.

4.1.3. Damlacik Biiyiikliigii ve Zeta Potansiyel Tayini

Fiziksel acidan stabil formilasyonlarda vyapilan damlacik blyUkIGgu
Olglimlerine ait sonuglar Tablo 4.2’de verilmistir. Yapilan degerlendirmeler

sonucunda formilasyon calismalari icin 5 adet formilasyon secilmistir (Tablo 4.3).



Tablo 4.2. Stabil formilasyonlara ait damlacik biyukIGgi sonuglari.

0. giin 3. giin 7. giin 14. giin
Formiilasyon D.B. (d.nm) PDI D.B. (d.nm) PDi D.B. (d.nm) PDi D.B. (d.nm) PDI
Kodu
us F1 14,84+0,20  0,29#0,02  16,02#0,92 0,33#0,02  20,45%1,41 0,30£0,03 16,38 +1,08 0,34%0,00
F4 13,75%¢0,25  0,20#0,01  13,77¢0,41  0,20£0,03 15,09+0,7 0,27#0,02  13,56%0,24  0,22%0,01
F8 13,89+0,05 0,15#0,00  14,30#0,23  0,17#0,02 15,27+0,35 0,24+0,02  14,66%0,29  0,2+0,03
F13 188,4+96,77 0,29+0,05  39,97+3,88  0,29+0,04 33,62#5,21 0,35+0,01  23,46%1,08  0,28%0,02
F17 16,00+0,22  0,23+#0,01  18,73#1,20  0,300,03 18,80+1,27 0,32#0,01  19,19+2,16  0,29+0,03
F21 19,6+¢1,06  0,37¢0,01  15,88+0,29  0,19+0,01 16,59+0,26 0,22#0,01  26,92#0,33  0,47%0,01
u9 F1 12,92+0,07 0,12#0,01  12,98%0,01  0,12#0,01 14,98+0,76 0,23+0,01  15,06%0,66  0,23%0,01
F2 15,79+0,17  0,19#0,01  15,29+0,11  0,1720,01 16,23+0,34  0,23+0,01  16,4620,06  0,24%0,01
F4 13,25+¢0,02  0,11#0,01  13,2620,14  0,12#0,01 14,20+0,04  0,19#0,02  13,26%0,06  0,12%0,01
F5 17,17+¢0,09  0,22#0,01  17,01#0,12  0,21#0,01 19,43+0,59 0,29+0,04  17,35%0,21  0,23%0,01
F8 13,44+0,08  0,11#0,01  13,45%0,07 0,12#0,01 14,31+0,08 0,17#0,01  16,99+0,47  0,24%0,01
F13 16,16+1,16  0,22+#0,03  14,78+0,09  0,18%0,01 15,12+0,34  0,20#0,01  16,68+1,00  0,24%0,02
F17 17,15+¢0,12  0,17#0,01  16,97¢0,06  0,17%0,01 17,98+0,06 0,22#0,01  19,11#0,57  0,24%0,01
F21 15,36+0,08  0,11#0,01  15,15%0,04  0,12#0,01 17,18+0,02 0,22#0,01  15,64+0,27  0,14+0,03
F23 16,01+0,12  0,13#0,01  15,98+0,02  0,12#0,01 18,22+1,14  0,23+0,03 16,66%0,18  0,18%0,02
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Uil F1 266,77+2,74  0,30+0,02  264,93+2,55 0,26%0,01 282,17+4,75 0,27+0,01 * *
F4 227,53+3,37  0,29+0,01 222,20+1,42 0,29+0,01 213,7+2,9 0,29+0,01 * *
F8 169,37+1,27  0,29+0,01  166,10+1,32 0,29+0,01 159,27+1,07 0,32+0,02 * *
F13 207,9+1,47 0,24+0,01  209,23+1,39 0,25#0,01 200,97+1,44 0,24+0,01 * *
F17 244,73%3,4 0,23+0,01  254,70+3,76  0,23#0,01 253,03%6,11  0,24+0,01 * *
F21 283,73+3,62  0,25+0,01  283,43+2,83 0,25+0,01 274,57+1,42  0,24+0,01 * *
F23 275,87+3,21  0,23+0,01  276,77+2,97 0,23+0,01 273,7+3,53 0,23+0,02 * *

ui2 F1 17,00+0,40 0,35+0,01 14,49+0,09 0,20+0,01  15,04+0,44 0,23+0,01 19,58+0,58 0,35+0,01
F4 14,43+0,16 0,20+0,01 20,67+2,74 0,34+0,02  15,13+0,21 0,22+0,01 15,05+0,53 0,22+0,03
F8 16,12+0,32 0,25+0,01 16,3310,27 0,25+0,02 17,12+0,48 0,27+0,02 18,3+0,2 0,28+0,02
F13 25,21+0,25 0,44+0,01 29,34+0,54 0,68+0,02 * * * *
F14 294,07+1,77  0,41+0,02 297,615,94 0,37+0,04 301,6+4,52 0,39+0,02 311,8+6,76 0,38+0,01
F17 17,94+0,3 0,27+0,02 27,57+0,15 0,30+0,01 19,2+0,43 0,31+0,01 21,15+2,63 0,27+0,08
F21 68,71+0,33 0,27+0,01  128,37+0,81 0,21+0,01 172,9+2,81 0,22+0,01 205,03%3,72 0,26+0,01
F23 56,74+0,59 0,39+0,01 117,10+1,65 0,27+0,01 157,2+1,91 0,27+0,01 190,43+3,18 0,31+0,01

*Fiziksel stabilite sorunlari nedeniyle 6l¢im yapilmamistir.
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4.2. Formiilasyon Galismalar

4.2.1. Uggen Faz Diyagramlari

Formilasyon calismalari kapsaminda yiritilen karakterizasyon ¢alismalari
sonrasinda, istenilen damlacik boyutlarina sahip stabil formilasyonlara ait
bilesenlerin kullanim oranlari Tablo 4.3'te gosterilmistir. Calisilan Ug¢gen faz
diyagramlari Uzerinde belirlenen formilasyon noktalari ve damlacik buyudkliga

dagilimlari Sekil 4.1'de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Segilen sivi formiilasyon noktalarina ait bilesenler.

Formiilasyon Yiizey Etkin Madde %  Yag % Yardimcl Goziici %
Kodu
U8-F21 TPGS: Gelucire 55 Maisine 5 PEG 300 40
44/14(1:5)

U9-F17 TPGS: Labrasol (1:5) 60 Peceol Propilen Glikol 35

U9-F21 TPGS: Labrasol (1:5) 55  Peceol Propilen Glikol 40

U9-F23 TPGS: Labrasol (1:5) 50 Peceol Propilen Glikol 45

(SN RO, B,

U12-F17 Labrasol: Tween 80 60 Peceol
(1:2)

PEG 300 35
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TPGS (1) Gelucire 44/14 (S) TPGS (1) : Labrasol {5)

7 smepps
[ sneobs

- Mikronalti emiilsiyon

- Faz ayrimi

Maisine Propylene
Glycot

Labrafil M1844 (1) - Gelucire 44/14 (2) Labrasol (1) Tween 50 (2)

PEG 300

Sekil. 4.1. A. U8 B. U9 C. U11 D. U12 formul kodlu tiggen faz diyagramlari.
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4.3. Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

4.3.1. Makroskobik Ozellikler

Secilen formiilasyonlara ait fiziksel inceleme sonunda, formilasyonlarda faz
ayrimi, kremalasma, ylizeyde yag damlaciklari, bulaniklasma ve parcacik olusumu,

dipte ¢okelti olusumu gibi herhangi bir fiziksel stabilite sorunu gézlenmemistir.

4.3.2. Mikroskobik Ozellikler

Formilasyon calismalari icin secilen ornekler, polarize 1sitk mikroskobu
altinda incelenerek yliksek miktarlarda ylizey etkin madde kullanimindan
kaynaklanabilecek sivi  kristal yapi olusumu degerlendirilmistir.  Secilen

formulasyonlarda sivi kristal olusumuna rastlanmamistir.

4.3.3. Damlacik Biiyiikliigii ve Zeta Potansiyel Tayini

Formilasyon calismalari kapsaminda 4 farkh tggen faz diyagrami lzerinden
belirlenen 5 farkh formilasyon noktasi icin damlacik blytklGgl ve zeta potansiyel
Olglimleri gercgeklestirilmistir. Elde edilen degerler Tablo 4.4’te verilmektedir.

LyP-1 peptidinin sivi formilasyonlara eklenmesi sonrasinda da damlacik
buyukligt ve zeta potansiyel Olcumleri gergeklestirilmistir. 250 pg/mL
konsantrasyonda eklenen peptidin; U8-F21, U9-F21 ve U12-F17 formiilasyonlari
disinda, formilasyonlarin damlacik boyutlarinda degisiklige neden olmadigi
gozlenmistir (p>0,05) (Tablo 4.4). Damlacik blylkliginde fark gozlenen U8-F21,

U9-F21 ve U12-F17 formiilasyonlarinda degerler 100 nm’nin altindadir.



Tablo 4.4. Secilen sivi formulasyonlara ait damlacik buyuklGgiu ve zeta potansiyel

degerleri (n=3).

Formiilasyon  D.B. (d.nm) PDI Zeta Potansiyel (mV)
Kodu

U8-F21 (bos) 19,6+1,06 0,37+0,01 -0,051+0,03
U8-F21 26,24+0,29* 0,57+0,01 -0,67+0,39
U9-F17(bos) 17,15+0,12 0,17+0,01 0,13+1,03
U9-F17 14,95+0,03 0,12+0,01 -1,02+0,36
U9-F21(bos) 15,36%0,08 0,11+0,01 0,78+2,5
U9-F21 25,01+1,93* 0,27+0,05 0,90+1,97
U9-F23(bos) 16,01+0,12 0,13+0,01 0,63+1,11
U9-F23 16,46+0,3 0,15+0,03 -0,75+0,44
U12-F17(bos) 17,94+0,3 0,27+0,02 -0,98+0,12
U12-F17 76,4310,64* 0,42+0,01 -1,34+0,14
"p<0,05.

4.3.4. Kati Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

Fiziksel acidan stabil ve istenilen damlacik boyutlari ile polidispersite
indeksine sahip sivi formilasyonlardan hareketle kati formulasyonlar elde edilmistir.
Etkin madde iceren formilasyonlarda peptit konsantrasyonu 250 ug/mL olarak
belirlenmistir. Elde edilen bos ve peptit iceren formilasyonlara ait damlacik
blyuklGgl, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerleri Tablo 4.5'te

verilmistir.



Tablo 4.5. Kati formuilasyonlara ait karakterizasyon galismalari.

101

Formiilasyon Metod Adsorban D.B. (d.nm) PDI Zeta
Kodu Potansiyel
(mV)
U8-F21(Bos) | Liyofilizasyon Aerosil 200 110,48+48,10 0,68+0,13 -17,47+0,38
Laktoz 145,4+3,82 0,87+0,02 -13,27+0,59
Mannitol 291,47+28,48 0,7610,11 -18,83%0,49
Neusilin U2 98,8418,99 0,75+0,02 -13,37%0,35
Pasklrterek  Aerosil 200 97,35%13,65 0,40+0,08 -19,16%2,13
kurutma Neusilin U2 34,14+0,27 0,8+0,01 -5,01+0,79
U8-F21 Liyofilizasyon ~ Mannitol 257,2+45,72 0,43+0,01 -12,26%0,06
Pusklrterek  Aerosil 200 36,89+2,75 0,69+0,14 -8,71+0,74
kurutma
U9-F17 (Bos) | Liyofilizasyon Aerosil 200 32,77+0,27 0,44+0,01 -4,5520,42
Laktoz 26,07+0,33 0,27+0,03 -0,32+0,47
Mannitol 37,02+0,35 0,25+0,01 -0,53+0,43
Neusilin U2 38,69+0,32 0,37+0,03 -9,5610,35
Plsklrterek  Aerosil200 18,22+0,95 0,45+0,03 -2,45+1,46
kurutma Neusilin U2 78,86%2,36 0,49+0,01 -9,85+0,52
U9-F17 Liyofilizasyon ~ Mannitol 30,74+0,31 0,21+0,01 -4,24+2,09
Pusklrterek  Aerosil 200 187,1+7,46 0,24+0,06 -3,11+0,78
kurutma
U9-F21(Bos) | Liyofilizasyon Aerosil 200 122,1+12,61 0,68+0,17 -12,87+2,01
Laktoz 129,3+7,14 0,59+0,01 -0,37+0,15
Mannitol 47,65%8,89 0,32+0,05 0,04%0,56
Neusilin U2 40,85%0,69 0,40+0,03 -9,17+0,15
Pisklrterek  Aerosil 200 231,17457,30 0,42+0,07 -7,22+0,1
kurutma Neusilin U2  123,63%+3,69 0,51+0,03 -10,4214,82
U9-F21 Liyofilizasyon ~ Mannitol 34,66+0,54 0,28+0,02 -3,22+0,61
Pusklrterek  Aerosil 200 193,316,75 0,26+0,01 -5,18+0,15

kurutma



Tablo 4.5 (Devam). Kati formulasyonlara ait karakterizasyon g¢alismalari.
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U9-F23 (Bos) | Liyofilizasyon Aerosil 200 123,67+2,22  0,71+0,02 14,27+1,89
Laktoz 163,67+4,72  0,43+0,09 1,91+3,56
Mannitol 92,02+1,85 0,93+0,02 -2,91+0,69
Neusilin U2 58,74+3,29 0,44+0,03 -11,47+0,15
Pusklrterek  Aerosil 200 248,43+19,34 0,47+0,14 -0,75%0,44
kurutma Neusilin U2 56,2710,28 0,68+0,01 -5,65+0,76
U9-F23 Liyofilizasyon =~ Mannitol 41,33+0,95 0,38+0,01 -5,11+0,06
Puskilrterek  Aerosil 200  163,6716,43 0,3+0,06 -4,9813,43
kurutma
U12-F17 Liyofilizasyon Aerosil 200 29,5945,73 0,51+0,16 -8,88+3,38
(Bos) Laktoz 25,01+0,21 0,46+0,05 -11,79+8,14
Mannitol 82,77+4,33 0,42+0,01 -1,74+0,45
Neusilin U2  53,74+21,09 0,46+0,11 -11,01+1,46
Puskirterek  Aerosil 200 20,95+1,32 0,52+0,02 -0,89+1,07
kurutma Neusilin U2  408,3+207,75 0,51+0,26 -16,97+0,85
U12-F17 Liyofilizasyon =~ Mannitol 101,74+2,6 0,46+0,01 -15,13+1,5
Puskirterek  Aerosil 200 27,02+0,54 0,79+0,01 -17,23+0,42
kurutma

Damlacik blydkligi sonuglarina gore; U9-F21 kodlu sivi formilasyondan

hareketle elde edilen kati toz formilasyonlar, tablet ve kapsil formlarina geciste

ornek olarak secilmistir.

Tablet formilasyonlarinda

kullanilan yardimci

maddeler

(Tablo 4.6)

arasindan direkt basim icin en uygun toz akis Ozelliklerine sahip formiilasyon

bilesenleri secilmistir.
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Tablo 4.6.Direkt basim tablet formilasyonu igin segilen formiilasyonlara ait yardimci

maddeler ve kullanim oranlari.

Formiilasyon Yardimci Madde  Madde Fonksiyonu Kullanim
Kodu Orani
T1 Avicel® PH 102 Seyreltici — k.m.

doldurucu
Misir nisastasi Dagitici %5
Magnezyum Kaydirici %1
stearat
T2 Avicel® PH 102 Seyreltici — k.m.
doldurucu
Ac-Di-Sol’ Dagitici %3
Magnezyum Kaydirici %1
stearat
T3 Avicel” PH 102 Seyreltici — k.m.
doldurucu
Starch 1500 Dagitici %8
Magnezyum Kaydirici %1
stearat

Direkt basim icin secilen formilasyonlar ile gerceklestirilen toz ve tablet

kontrollerine ait degerler Tablo 4.7’de gosterilmektedir. S6z konusu formilasyonlar

arasindan uygun akis Ozellikleri sebebiyle T1 kodlu formilasyon, dissollisyon

calismasi icin tercih edilmistir.

Tablo 4.7. Formilasyonlara ait toz ve tablet kontrolleri degerleri.

*

Form. Akis a Agirhik Cap (n=5) Kalinhk Sertlik
Kodu Suresi (n=3) Degiskenligi (cm) (n=5) (n=5)
(sn) (mg) (cm) (N)
(n=20)
T1 4,6 19,02+1,86° 200,38%3,43 7,67+0,01 3,618+0,02 89,345,63
T2 14,08 22,25+2,55° 198,64+2,32 7,68+0,01 3,618+0,02 98,2+4,66
T3 9,38 19,06+2,25° 199,54+3,05 7,68+0,01 4,44+0,08 24,12+4,44

* a=yIgIn agisl



4.3.5. Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) Analizi

Diferansiyel

Taramali

Kalorimetre,

biyomolekdller
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ve nano-boyutlu

materyallerin termodinamik 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla siklikla kullanilan

bir yontem olup,

tez

calismasi

kapsaminda

hazirlanan

karakterizasyonu amaciyla kullanilmistir (Sekil 4.2).

s Al (W/g)

Ist Akigt (W/g)

| —

e Al (W/g)

10 -

———
] 20 40

sicakivk (7€)

Sicaklik (°C)

50 100
Sicakik (°C)

wo | zo0

Univorsal Ve 5A TA weatruments

formilasyonlarin

Sekil 4.2. A. Yardimci maddeler ve bos sivi formiilasyona ait DSC termogrami B.

Pisklrterek kurutma ile elde edilmis kati formilasyonlara ait DSC

termogrami C. Liyofilizasyon ile elde edilmis kati formilasyonlara ait DSC

termogrami.
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DSC termogramlarinda tespit edilen piklere ait bilgiler Tablo 4.8de

verilmistir.

Tablo 4.8. Formilasyon ve yardimci maddelere ait DSC termogrami analizi.

Ornek Endoterm Pik (°C) Ekzoterm Pik (°C)
TPGS 40,11
Propilen Glikol - -23,84
Labrasol -2,21
Peceol 11,13 -9,15
LyP-1 6,50

SEDDS LyP-1 DO! - -

SEDDS DO -23,84 -4,66 10,99

SEDDS DS? -23,71 -1.53

Mannitol 169,62

Aerosil 200 - -
SD LyP-13 34,91

Lyo LyP-1* 167,06

' Do: dilisyon 6ncesi, ’Ds: dilisyon sonrasi, *sD: plsklrterek kurutulmus; 4 Lyo: liyofilize edilmis

formilasyonlar

4.4. Konjugasyon Galigmalari

4.4.1. Peptit — ilag Konjugatlarinin Hazirlanmasi

Peptidin Doks ile hazirlanan konjugatlarinin saflastiriilmasi Sephadex G10
kolon santrifiiji sonrasi Sephadex G10 kolon filtrasyonu ile gergeklestirilerek
Sekil 4.3’te gosterilen ellisyon profili elde edilmistir. Peptit-Doks konjugati, ilk
fraksiyonlara karsilik gelen bos hacimde kolonu terk etmistir. Konjuge olmamis

Doks molekiilleri kolonu 50. fraksiyon itibariyle terk etmeye baslamistir.
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0.3
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0.2
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—o— LyP-1-DOX

Sekil 4.3. LyP-1-Doks’un ellisyon profili (Sephadex G10 kolon).

4.4.2. Polimer - ilag Konjugatlarinin Hazirlanmasi

D-PGA-Doks konjugatlarinin saflastirilmasi sirasinda Sephadex G25 kolon
filtrasyonu gerceklestirilmis ve konjugati iceren fraksiyonlar (17-21) toplanarak gece
boyunca 0,1 M PBS varhginda (pH 7,4) diyaliz edilmistir.

490 nm dalga boyunda yapilan dlglimler sonucunda elde edilen ellisyon
profili, serbest Doks’'un D-PGA-Doks kolonu terk ettikten sonra kolondan eliie
oldugunu gostermektedir (Sekil 4.4). D-PGA-Doks molekilleri, yiksek molekl
agirliklarina bagh olarak kolonu bos hacimle birlikte terk ederken, serbest Doks
molekilleri disiik molekil agirhklari sebebiyle elisyon profilinde kuyruklanma
olarak gozlenmektedir. Konjugatlarin ellisyon profili, kolonun uygun sekilde
paketlendigini gostermek Uzere kontrol olarak kullanilan mavi dekstran ile benzerlik

gostermektedir.
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Sekil 4.4. D-PGA-Doks’un eliisyon profili (Sephadex G25 kolon).

DSPL-Doks konjugatlarinin Sephadex G25 kolon saflastirmasini takiben
elde edilen eliisyon profilleri Sekil 4.5te gosterilmektedir. Konjugatlar biylk
molekl agirliklarina bagh olarak kolonu bos hacim icerisinde terk etmistir. Serbest

Doks molekiilleri ise profilde kuyruklanma olarak gézlenmistir.

1.5

Absorbans

0 20 40 60 80 100 120

Fraksiyon numarasi

DSPL-Doks (OD 490 nm) —@— Mavi Dekstran (OD 280 nm)

Sekil 4.5. DSPL-Doks’un ellisyon profili (Sephadex G25 kolon).
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4.5. Konjugatlarin Karakterizasyonu

Hazirlanan konjugatlardaki Doks derisiminin tayin edilmesi amaciyla
1,95-250 pg/ml konsantrasyon araliginda sekiz noktali bir standart dogru

olusturulmustur (Sekil 4.6).

1.4
1.2 .
1
(%] .
c
g 08 y = 0.0048x + 0.0243
] R?=0.9981
8 06 @
<
0.4 .
.'.'.
0.2 o
L
o &
0 50 100 150 200 250 300

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.6. Doksorubisin HCl’e ait kalibrasyon dogrusu.

4.5.1. D-PGA Konjugatlarinin Tayini igin ELISA testi

D-PGA ornegi Doks ile konjuge edilmeden ©Once immunoreaktivitesi
degerlendirilmistir. Elde edilen tim konjugatlarda (D-PGA, D-PGA-Doks ve DSPL-
Doks) DTPA antijeninin varligi ELISA testi ile gosterilmistir (Sekil 4.7). Kontrol olarak
kullanilan BSA-DTPA ile gozlenen imminoreaktivite farki BSA molekili Gzerinde

konjuge cok sayida DTPA molekili olmasindan kaynaklanmaktadir.
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DPGA v DTPABSA

& A p.PGADOX
A 0-PGA 6o - Woreassa

A DSPLDOX
W oPAssA

1 s—t—t

Sekil 4.7. A. D-PGA, B. D-PGA-Doks, C. DSPL- Doks’un immunoreaktivitesi.
4.5.2. Modifiye Edilmis anti-DTPA’nin immunoreaktivite Tayini

Bispesifik antikor kompleksleri elde edilmeden 6nce modifiye edilen tim
antikorlarin immunoreaktivitesi LyP-1 konjugasyonu oOncesi ELISA testi ile kontrol
edilmistir. Modifikasyon 6ncesi ve sonrasinda antikorun DTPA-BSA’ya (5 pg/ml)

baglanma o6zelliginde degisiklige rastlanmamistir (Sekil 4.8).

2 0
800 ;
.
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w
g
H
F-1 800
<
0.60 .
.
0.40¢ -
- .
] A Modifiye Ab
e 3 W Modifiye edilmemis Ab
:
0200 T

6001 o0
Antikor dilisyonian (pgimi)

Sekil 4.8. LyP-1-bsAbC sentezinde kullanilan anti-DTPA’nin immunoreaktivitesi.
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4.5.3. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi SDS-PAGE

SDS — PAGE ile yapilan analiz sonrasinda dogal (4,93 cm) ve modifiye edilmis
(4,84 cm) antikorlara ait monomerik bantlarin benzer oldugu gosterilmistir (Sekil
4.9). Peptit konjugasyonu ile elde edilen LyP-1-bsAbC’e ait bandin konjuge olmayan

antikorlar ile karsilastirildiginda daha az ilerledigi gértlmustir (4,77 cm).

165 =»
117 =»

79 =»

52 =»
40 =»

27 =»

Sekil 4.9. Poliakrilamid jel goriintlisi A. Protein molekul agirligi standardi B.
Modifiye edilmemis antikor C. Modifiye edilmis antikor D. LyP-1-bsAbC’e
ait bant.

Molekiler agirliklara ait referans bantlarinin R degerleri ile bu bantlara
karsiik gelen molekul agirliklari grafige gegirilerek, o6rneklere ait agirliklar
hesaplanmistir (Sekil 4.10, Tablo 4.9). Molekul agirliklarina ait analizler Image

Analysis Programi (Bio-rad, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.10. Molekl agirliklari ile R¢ degerleri arasindaki dogrusal iligki.

Hesaplanan molekil agirliklarina ait veriler Tablo 4.9'da verilmektedir.
Antikorlara ait bantlar 142,878 kDa ve 143,498 kDa olarak bulunmustur. LyP-1
bispesifik kompleksine ait bandin hesaplanan 145,006 kDa’lik degeri, antikorun
moll basina 2 mol peptit konjuge edilmis kompleksin teorik agirligi ile uyumludur

(teorik molekil agirhg1=145,486 kDa).

Tablo 4.9. Analizi yapilan drneklere ait Rs degerleri ve molekil agirliklari.

Baslangig Rt Hesaplanan molekiil
Ornek noktasindan agirhigi (kDa)
uzaklik (cm)
Ornek A (Dogal antikor) 4,92 0,297 142,818
Ornek B (Bromoasetillenmis 4,84 0,296 143,489
antikor)
Ornek C (LyP-1-bsAbC) 4,77 0,290 145,006
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4.5.4. Floresan Aktive Hiicre Ayirma (Fluorescence Activated Cell Sorting,

FACS) Analizi

Hazirlanan konjugatlar Gzerinde akis sitometresi ile yiritilen analizler, tek
basina Doks c¢ozeltisi ile muamele edilen hiicrelerin floresan siddeti ile LyP-1’e ait
ilac konjugatlari uygulanan hiicreler arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
oldugunu gostermistir. LyP-1-Doks konjugati ve Doks-DSPL-LyP-1 konjugati
(p<0,0001) uygulamasinin Doks’a bagli olusan floresan siddetini tek basina Doks

¢Ozeltisi uygulanan hiicrelere oranla artirdigi gézlenmektedir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. LyP-1 konjugatlarina ait akis sitometrisi sonuglari (MDA-MB-231 hiicre

hatti).
" Kazima Tripsin Uygulamasi
Ornekler

Ortalama SS Ortalama SS

Otofloresan 4,06 0,12 4,31 0,10
Doks gozeltisi (5 pg/ml) 7,16 1,05 6,20 0,18
LyP-1-Doks (5 pg/ml) 22,88* 1,14 14,10* 0,49
Doks-DSPL-LyP-1 (5 pg/ml) 24,19* 0,13 - -
*p<0,0001

4.5.5. In-Cell ELISA

Farkh zamanlarda seriler halinde hazirlanan bispesifik konjugatlarin (LyP-1-
bsAbC-05, LyP-1-bsAbC-06, LyP-1-bsAbC-07) imminoreaktivitelerini degerlendirmek
Uzere gerceklestirilen In-Cell ELISA sonucunda seriler ve kontrol olarak kullanilan

anti-DTPA grubu arasinda farkhliklar oldugu gézlenmistir (p<0,01) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Farkli LyP-1-bsAbC serilerine ait immunoreaktivite sonuglari (*p<0,0001).

MDA-MB-231  hiicrelerinin  membran gecirgenliginin  saglanmasinin
gecirgenligi artirnlmamis hicrelerle karsilastirildiginda baglanmayi hafif bir sekilde
artirdig1 gosterilmistir (Sekil 4.12). Gegirgenligi artirilmis ve artirilmamis hiicre
gruplarindan her ikisinde de, kontrol olarak kullanilan ve spesifik olmayan
baglanmanin gostergesi olan anti-DTPA ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

anlamli 6lctide artmis baglanma gosterilmistir (p<0,0001).
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Sekil 4.12. LyP-1-bsAbC’e ait immunoreaktivite sonuglari (perm=gegcirgenligi
artirilmis MDA-MB-231 hiicrelerinde, *p<0,0001).

Hlicre membraninin gecirgenliginin artirilmasi, LyP-1-bsAbC konjugatlarinin
baglanmasini 6nemli Olcide etkilememistir (p=0,0562). Alinan sinyal siddeti,
gecirgenligi artirilmis htcreler i¢cin 0,7985+0,0781 olarak saptanirken gecirgenligi

artirillmamis hcreler icin bu deger 0,6668+0,0797 olarak okunmaktadir.

4.5.6. immiinositokimya Calismalari

Floresin ile konjuge edilen lineer ve siklik peptitler MDA-MB-231 hiicreleri ile
37 °C’de 1 saat inkiibasyon sonrasi hiicrelere baglanma géstermistir. Hiicrelere ait
1stk mikroskobu ve DAPI ile ¢cekirdek boyamasina ait floresan mikroskop gortntdleri

Sekil 4.13’te verilmistir.



115

Sekil 4. 13. I. Tek basina floresin Il. Lineer LyP-1-Floresin konjugati lll. Siklik LyP-1-
Floresin konjugati uygulanmis MDA-MB-231 hiicrelerine ait mikroskop
goruntileri (40x) A. Isik mikroskobu, B. DAPI gekirdek boyasi, C. Yesil

floresan.

LyP-1-Floresin konjugatlarinin  MDA-MB-231 hiicrelerine baglanmasinin
gosterilmesi  ardindan hiicresel alim c¢alismalari iCyte® Otomatiklestirilmis
Goriuntileme Sitometresi (Thorlabs Inc., NJ, USA) ile gerceklestirilmistir. Hlcreler
siklik LyP-1-Floresin konjugati ile 30 dk., 1 sa., 3 sa., 6 sa.ve 24 sa. boyunca inkibe
edildikten  sonra  konjugatlarin  hiicrelere  girisi ve  konumlanmasinin
degerlendirilmesi amaciyla floresan goriintileme yapilmistir (Sekil 4.14). Elde edilen
gorlntiler iCyte® ile analiz edilerek yesil floresan integral degerleri (cekirdekte
gozlenen yesil floresan) ve yesil periferik floresan integral degerleri (sitoplazmada

gozlenen yesil floresan) hesaplanmistir (Tablo 4.11).
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Sekil 4.14. LyP-1-Floresin ve DAPI ile muamele edilmis MDA-MB-231 hiicrelerine ait
birlestirilmis floresan mikroskop goéruntileri. A. 30 dk., B. 1 sa., C. 3 sa.,
D. 6sa., E. 24 sa.

Floresan isaretli LyP-1 peptidinin hicrelere girisi 30. dk.’dan itibaren
gozlenmeye baslamis olup 3 saat inklbasyon sonrasi hazirlanan 0&rnekte,
sitoplazmadaki floresan isaretli peptit miktarinda artma gozlenmistir. 6. sa. ve
24. sa. ornekleri incelendiginde floresan isaretli peptidin yogunlasmis noktalar
halinde sitoplazmada goriilmesine ek olarak, cekirdek icerisinde ve cevresinde de

floresan siddeti artmistir.
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Tablo 4.11. LyP-1-Floresin’e ait gorlntileme sitometrisi sonuglari (MDA-MB-231
hiicre hatti).

Zaman | Yesil integral SS Yesil Periferal SS Y.P.i./Y.Q.  V.i./
(v.i.) integral(Y.P.i.) Y.P.i.
30 dk. 10970675,21 6075795,98 13625155,61 4382238,42 1,41 0,8
1sa. 11526177,38 6475958,14 9777425,38 4751356,46 0,9 1,3
3 sa. 15414251,25 8014136,53 12801439,89 5374872,08 0,84 1,35
6 sa. 14161084,49 6791697,65 14592808,06 5635334,11 1,07 1,02
24 sa. 11413131,43 6530919,66 16666825,71 5906966,88 1,63 0,69

On hedeflendirme amaciyla LyP-1-bsAbC ile 30 dk. ve 3 sa. muamele sonrasi
1 sa. siresince DSPL-RITC uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait floresan
mikroskop gorintileri Sekil 4.15'te sunulmaktadir. LyP-1-bsAbC ile &n
hedeflendirme yapilmadan  DSPL-RITC uygulanan hicrelerde baglanma
gordlmemistir  (Sekil 4.15.A). Maksimum hicresel baglanma 30 dk. 6n
hedeflendirme sonrasinda 1 sa. slreyle DSPL-RITC wuygulanan hiicrelerde
gosterilirken, 3 sa. 6n hedeflendirme sonrasi elde edilen sonuglar, cekirdekte
birikimin gozlendigi sonuclar ile paralel bulunmustur.

On hedeflendirme ile elde edilen floresan mikroskop gériintiilerinin Image J
Programi kullanilarak analiz edilmesiyle hesaplanan floresan siddet degerleri
Sekil 4.16’da verilmektedir. Duzeltilmis total hiicre floresani (Corrected total cell
florescence-CTCF) degerleri; LyP-1-bsAbC ile 30. dk. ve 3. saat inkiibasyon ardindan
1 sa. DSPL-RITC uygulanan hiicreler icin, tek basina DSPL-RITC (1 sa.) uygulanan

kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli bulunmustur (p=0,000442 ve 0,00001,
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sirastyla). Bu durumda, hiicrelerin ylizeyinde ifade edilen p32 reseptérinin liganda

0zgl oldugu soéylenebilir.

I -

| -
B &

Sekil. 4.15. iki basamakta uygulanan bispesifik hedeflendirmeye ait floresan
mikroskop goriuntileri I. DSPL-RITC (kontrol, 1 sa.) Il. LyP-1-bsAbC (30
dk.) + DSPL-RITC (1 sa.) lll. LyP-1- bsAbC (3 sa.) + DSPL-RITC (1 sa.)
uygulama. A. lIsik mikroskobu, B. DAPI c¢ekirdek boyasi, C. Kirmizi

floresan.
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Sekil 4.16. iki basamakli bispesifik kompleks uygulamasi sonrasi MDA-MB-231
hiicrelerinde gosterilen Dizeltilmis Total Hicre Floresani degerleri
(*p<0,001).

4.6. Etkin Madde Miktar Tayin Yontemi Gelistirilmesi ve Validasyonu

4.6.1. HPLC Yonteminin Gelistirilmesi ve Validasyonu

Dogrusallik

LyP-1’in saf su ile hazirlanan 6 farkl konsantrasyondaki ¢ozeltisi kullanilarak
kalibrasyon dogrusu cizilmis ve regresyon analizi yapilarak dogru denklemleri elde
edilmistir. 6 seride yapilan O6lcim sonucu, hesaplanan kalibrasyon dogrusu

o n
r

denkleminin dogrusalliginin kontrol edilmesi icin (regresyon katsayisi) degeri
hesaplanmistir. Sekil 4.17'de LyP-1’e ait kalibrasyon dogrusu ve Sekil 4.18'de

kromatogramlar goriilmektedir.



1600

1400

1200

Pik Alani (mAu)

1000

800
600
400
200

120

y=7.1603x-76.839 o
R?=0.99886 ..

o
.."'..
e
50 100 150 200 250
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.17. LyP-1'in gradyan ellisyon ile elde edilen HPLC kalibrasyon dogrusu (n=6).
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Sekil 4.18. LyP-1'in gradyan ellsyon ile elde edilen HPLC kromatogramlari (n=6).

Dogruluk

Yontem dogrulugunun saptanabilmesi icin dlslik, orta ve yliksek

konsantrasyonda (25, 100, 200 pl) 3 6rnegin ardarda yapilan 3 enjeksiyonu sonrasi

% geri kazanimlari ve % Bias degerleri hesaplanarak Tablo 4.12’de verilmistir.



121

Tablo 4.12. LyP-1’e ait dogruluk degerleri (n=3).

Eklenen Hesaplanan %Geri Ortalama SS %Bias
Derigsim Derisim Kazanim
(ng/mL)  (ng/ml)
200 197,90 98,95 197,59 0,29 1,05
200 197,54 98,77 1,23
200 197,33 98,67 1,33
100 103,26 103,26 103,09 0,15 3,26
100 102,96 102,96 2,96
100 103,06 103,06 3,06
25 25,98 103,93 26,03 0,10 3,93
25 25,97 103,87 3,87
25 26,15 104,60 4,60
Kesinlik
Tekrarlanabilirlik

Olgiimler arasindaki kesinligi belirlemek icin 200 pg/mL derisimdeki peptit
¢Ozeltisinden 6 kez enjeksiyon yapilmis ve pik alanlarina karsilik gelen derisimler icin
ortalama, SS ve VK degerleri hesaplanarak yontemin tekrarlanabilir oldugu

Tablo 4.13’teki verilerle gosterilmistir (VK<%2) (n=6).

Tablo 4.13. LyP-1’e ait tekrarlanabilirlik degerleri (n=6).

Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi Yontem Tekrarlanabilirligi
Eklenen Derigim Hesaplanan Eklenen Derigim Hesaplanan

(ng/mL) Derigim (ng/mL) Derigim

(ng/mL) (ng/mL)

200 200,43 200 194,33

205,53 194,03

204,51 197,64

200,46 197,99

196,52 198,85
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199,31 197,37
Xort 201,13 Xort 196,70
ss 3,35 ss 2,02

VK (%) 1,67 VK (%) 1,03

Tekrar Elde Edilebilirlik

Farkli deney zamanlarinda yapilan enjeksiyonlar arasinda fark olmadiginin

belirlenmesi icin 6 farkli peptit ¢ozeltisinden yapilan enjeksiyonlar sonucu bulunan

pik alanlarina karsilik gelen derisimlerin ortalama, SS ve VK degerleri hesaplanarak

yontemin tekrarlanabilir oldugu Tablo 4.14’teki verilerle gosterilmistir (VK<%2)

(n=6).

Tablo 4.14. LyP-1’e ait tekrar elde edilebilirlik degerleri (n=6).

1. giin 2. gln
Eklenen Derigim Hesaplanan Eklenen Derigim Hesaplanan
(ng/mL) Derigim (ng/mL) Derigim
(ng/mL) (ng/mL)
200 202,23 200 199,89
205,08 194,09
200,95 205,58
196,55 205,43
198,13 198,52
195,99 201,24
Xort 199,82 Xort 200,79
SS 3,55 SS 4,37
VK (%) 1,78 VK (%) 2,18
Xort 200,31
SS 3,83
VK (%) 1,91
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Duyarhhk

Kalibrasyon dogrusunun egimi ve y-kesisim degerlerine ait standart sapma

degeri (o) kullanilarak hesaplanan duyarhlik parametreleri Tablo 4.15’te verilmistir.

Tablo 4.15. LyP-1’e ait duyarhlik degerleri.

Parametre (ng/mL)

LOD (Teshis siniri) 8,15
LOQ (Tayin siniri) 24,70

Ozgiinliik

Etkin madde, bos formilasyon ve formilasyon bilesenlerine ait

kromatogram Sekil 4.19'da verilmistir.

20 26 mn

Sekil 4.19. LyP-1, bos formilasyon ve yardimci maddelere ait kromatogramlar;
a.LyP-1 SEDDS, b.LyP-1, c.SEDDS, d.Peceol, e.Propilen glikol, f.TPGS,

g.Labrasol

4.6.2. LC-MS/MS Yonteminin Geligtirilmesi

Gelistirilen LC-MS/MS yontemine ait kalibrasyon dogrusu 10-7500 ng/mL
(ppb) konsantrasyon araliginda belirlenen 6 adet konsantrasyonda enjeksiyonlarin
yapilmasi ile gerceklestirilmistir (Sekil 4.20). Elde edilen kalibrasyon dogrusuna ait

grafik Sekil 4.21’de verilmistir.
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Yontemde LyP-1’in miktar tayininin gerceklestirilebilmesi amaciyla peptidin
pozitif parcalanma pikleri icerisinden, peptide ait firma spesifikasyonlarinda da yer
alan 496,7 ve 507,6 parcalanma piklerinden 496,7 piki Uzerinden saflastirma
yapilarak miktar tayininde kullanilabilecek morfolojide pikler elde edilmistir. Peptide

ait parcalanma piklerinin yer aldigi kromatogram Sekil 4.22’de gdosterilmistir.

x105 [+ESI TIC SIM CF=0.000 DF=0.000 kal8.d

*520708.56
17 10611

82 84 86 88 & 92 94 96 98 10 102 104 106 108 11 112 14 116 18 12 122 124 126 128 13 132 134 136 138 16 142 144 146 148 15 152 154 156 168
Counts v, Acquisiion Time (min)

Sekil 4.20. LyP-1’e ait LC-MS/MS kalibrasyon dogrusu pikleri.

400000
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Sekil 4.21. LyP-1’e ait LC-MS/MS kalibrasyon dogrusu (n = 6).
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Sekil 4.22. LyP-1’e ait kitle spektrumu pikleri.

4.7. Stabilite Calismalari

4.7.1. Etkin Maddenin Stabilitesi

TAREY
440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 840 860 880 900 920 940 960 980 1000 1020

LyP-1"in farkh pH’lardaki kops ve ti/, degerleri Tablo 4.16’da gosterilmistir. Ug

farkli tampon konsantrasyonunda calisilan pH 3 — 10 araliginda, tampon

konsantrasyonu arttikca tampon katalizi nedeni ile pargalanma hizi da artmaktadir

(Tablo 4.16).

Tablo 4.16. Etkin maddeye ait kops ve ti/; degerleri.

pH Tampon Tiiri Konsantrasyon Kobs (saat™) t1/2 (saat)
(M)
HCI 0,1 3,37 x 107 205,70
HCI 0,01 3,77 x 107 183,66
Fosfat 0,1 3,6 x 107 192,52
0,05 2,58x10'3 268,26
0,025 1,32 x 107 526,82
4 Asetat 0,2 3,01x10'1 2,29
0,1 1,07x10™ 6,43
0,05 O,54x10'1 12,68



Tablo 4.16 (Devam). Etkin maddeye ait kops Ve ti1/, degerleri.
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5 Asetat 0,2 1,32 x10™ 5,26
0,1 0,38x10™" 17,80
0,05 0,31x10™ 22,23
6 Fosfat 0,05 1,09 x 10 63,58
0,025 2,86 x 107 242,68
0,0125 0,53 x 102 1299,31
7 Fosfat 0,05 6,89 x 107 100,53
0,025 2,50x 107 276,68
0,0125 2,16 x 107 321,04
8 Tris 0,05 1,36 x 10° 508,6
0,025 1,28 x 10° 540,16
0,0125 0,59 x 10 1168,56
9 Tris 0,05 2,07x10° 334,69
0,025 1,8x 1073 385,27
0,0125 1,29 x 10° 539,25
10 Karbonat 0,025 2,41 x 107 28,80
0,0125 1,72 x 10™ 40,38
0,00625 1,02 x 10” 67,76
11 Fosfat 0,025 9,05 x 102 7,66
12 NaOH 0,01 1,75x 10" 3,95

LyP-1’in tek bir tampon konsantrasyonunda stabilitesinin incelendigi pH 1,

pH 2, pH 11 ve pH 12 icin zamana karsi degisen madde miktarlari Sekil 4.23’te

gosterilmistir.
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pH 2

y =-0.0016x+1.9728
20 R?=0.85078

0 50 100 150 200

Zaman (sa)

pH 12

2.5

y =-0.0762x+2.0086
R? =0.95467

log % C

Zaman (sa)

Sekil 4.23. pH 1, pH 2, pH 11 ve pH 12’ye ait log % C — zaman grafikleri.

LyP-1’in Gg¢ farkli tampon konsantrasyonunda stabilitesinin incelendigi

pH 3 — pH 10 araligi icin tampon konsantrasyonuna karsi degisen kops degerlerine ait

grafikler Sekil 4.

24’te gosterilmistir.
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pH 4

035
0.3 .o

0.25

0.2 Ly =1.6898x-0.0424
0.15 R? =0.98369

Kops (sa)

0.05 [ B

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Konsantrasyon (M)

pH6

0.012

0.01

= 0.008
©

< 0.006
3

= 0.004

0.002

" y=0.2829x-0.0035
o R? =0.98605

0 001 002 003 004 005 006

Konsantrasyon (M)

pH 8

0.0016
0.0014 ®
__0.0012
T 0.001
< 0.0008
3 0.0006 °
0.0004
0.0002

0

y =0.018x+0.0006
R?=0.66286

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Konsantrasyon (M)

pH 10

R?=0.96367

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03
Konsantrasyon (M)

Sekil 4.24. pH 3 — 10’a ait konsantrasyon (M)—kops (sa™*) grafikleri.

Sekil 4.24’te yer alan konsantrasyon (M)—keps (sa™) grafiklerinden hareketle

hesaplanan ko degerleri ve yarilanma omdiirleri (t;2) Tablo 4.17'de verilmistir.
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Tablo 4.17. pH 3 — 10’a ait ko ve t;/; degerleri

pH ko (saat™) t1/, (saat)
3 1,35 x 107 512,5

4 4,24x 107 16,3

5 1,52 x 10 45,6

6 3,49 x 107 198,6

7 3,56 x 10° 19417,7
8 5,53 x10™ 1252,6
9 1,15 x 107 603,1
10 6,78 x 10 102,2

Farkli pH degerlerindeki tampon ¢ozeltilerden elde edilen ko degerlerinin
logaritmasi pH degerlerine karsi grafiklenerek peptide ait pH — hiz profili elde
edilmistir (Sekil 4.25). Calisilan pH araliginda peptidin stabilitesinin pH 7’de en

ylksek degere ulastig goriilmektedir.

Log k (sa™)

'5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
01 2 3 45 6 7 8 9 1011 12
pH

Sekil 4.25. LyP-1’e ait pH — hiz profili.

Sicakligin peptidin parcalanma reaksiyonu hizi tizerine etkisinin incelendigi

Arrhenius dogrulari pH 3, pH 6 ve pH 8 icin Sekil 4.26’da verilmistir.
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pH3
0
-1
y =-3396.3x +4.0822
! R2=08403
o=~ -3
3
<
-
£ 5
6 |
O ®
g | T B
®
-8
0.003 0.00305 0.0031 0.00315 0.0032 0.00325 0.0033 0.00335 0.0034
1T
pH6
0
° y:-75342x+18314
R?=0.94565
2
‘:'\'3
3
=4
-
E_S O
.................. e
o T
: e
-8
0.003 0.00305 0.0031 0.00315 0.0032 0.00325 0.0033 0.00335 0.0034
/T
pH 8
0
-1
- y =-8333.2x+20.571
R?=0.60079
=3
é4
: [
S5 | e
S| T
............... .
ST
. ..
-8

0.003 0.00305 0.0031 0.00315 0.0032 0.00325 0.0033 0.00335 0.0034

1/T

Sekil 4.26. pH 3, 6 ve 8 tamponlari igin olugturulan Arrhenius dogrulari.
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Calisilan g farkh pH ve sicaklikta hesaplanan ko degerleri ve s6z konusu
pH’larda gerceklesen parcalanma reaksiyonlarina ait aktivasyon enerijileri

Tablo 4.18’de verilmistir.

Tablo 4.18. pH 3, 6 ve 8 tamponlarinda gergeklestirilen kinetik ¢calismalar sonucu
elde edilen ko ve E, degerleri.

Sicakhk
E. (kcal/mol)
25°C 37°C 55°C
pH 3 0,58 x 10° 1,35x 107 1,69 6,75
ko (sa™) pH 6 0,79x10° 3,49x10° 8,39 14,97
pH 8 1,25x 107 0,55 x 10° 13,37 16,56

Calisilan Ug farkli pH degerinde de artan sicaklik ile reaksiyon hiz sabitinin
arttig gozlenmektedir. 37 °C sicaklikta elde edilen ko degerleri pH — hiz-profilinde

elde edilen sonuglarla benzer egilim géstermektedir.

4.7.2. Formiilasyonlarin Stabilitesi

Sivi formilasyonlardan secilen 5 adet formilasyona ait 14 glnlik stabilite
calismasi sonrasinda elde edilen damlacik blyukligi ve zeta potansiyel degerleri
Tablo 4.19’da gorlilmektedir. 14 giin sonunda secilen formilasyonlarda damlacik
boyutlarinda meydana gelen degisim istatistiksel agidan anlamh bulunmamistir

(p>0,05).



Tablo 4.19. Secilen bos formiilasyonlara ait stabilite ¢alismasi (n=3).
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Formiilasyon  Zaman (giin) D.B. (d.nm) PDI Zeta
Potansiyel
(mV)
U8-F21 19,6+1,06 0,37+0,01 -0,051+0,03
15,88+0,29 0,19+0,01 -0,81+0,74
16,5910,26 0,22+0,01 0,06+0,65
14 26,92+0,33 0,47+0,01 0,1+0,84
U9-F17 17,15+0,12 0,17+0,01 0,13+1,03
16,97+0,06 0,17+0,01 0,76+0,45
17,98+0,06 0,22+0,01 -0,33+0,85
14 19,11+0,57 0,24+0,01 0,41+0,68
U9-F21 15,36+0,08 0,11+0,01 0,78+2,5
15,15+0,04 0,12+0,01 -0,2210,28
17,18+0,02 0,22+0,01 -1,01+0,7
14 15,64+0,27 0,14+0,03 -0,91+1,13
U9-F23 16,01+0,12 0,13+0,01 0,63+1,11
15,98+0,02 0,12+0,01 0,27+0,49
18,22+1,14 0,23+0,03 -1,21+0,79
14 16,66%0,18 0,18+0,02 -0,54+0,91
Ul12-F17 17,94+0,3 0,27+0,02 -0,98+0,12
27,57+0,15 0,30+0,01 -0,74+ 1,53
19,2+0,43 0,31+0,01 -0,98+0,62
14 21,15+2,63 0,27+0,08 -0,87+0,13

4.8. Dissoliisyon Calismasi

Gelistirilen kati SEDDS formilasyonlarina ait dissollisyon c¢alismalari sonunda

alinan orneklerin LC-MS/MS yontemi ile analiz edilmesi ile elde edilen madde

miktarlari Tablo 4.20’de verilmistir.



133

Tablo 4.20. Dissoliisyon ¢alismalarinda kullanilan formilasyonlara ait etkin madde

¢ozlinme degerleri.

Formiilasyon Ortam Madde % ¢Oziinen
Kodu Miktar (ppm) madde
miktari
TSD' -U9F21 0,1 N HCl 0,117 7,07
Tampon 1,048 83,81
(pPH 6,8)
KSD? -U9F21 0,1 N HCl 0,122 7,38
Tampon 1,176 94,08
(pH 6,8)
TLYO® - U9F21 0,1 N HCl 0,118 7,12
Tampon 0,765 61,22
(pH 6,8)
KLYO® - U9F21 0,1 N HCl 0,214 12,87
Tampon 0,599 47,96
(pH 6,8)

1 TSD: Piskiirterek kurutma ile elde edilen tablet formilasyonu, 2KSD: Puskiirterek kurutma ile elde
edilen kapsil formilasyonu, > TLYO: Liyofilizasyon ile elde edilen tablet formulasyonu, * KLYO:
Liyofilizasyon ile elde edilen kapsiil formilasyonu.

Tablet ve kapsil formlarinda hazirlanan formilasyonlarin, asit ve tampon
ortamda etkin madde ¢6ziinme oranlarinda; katilastirmada kullanilan yéntemin
etkisinin oldugu goézlenmistir. Pulskilrterek kurutma yontemi ile elde edilen
formilasyonlardan etkin maddenin ¢6ziinme orani daha vyiksek bulunurken,
liyofilize edilerek hazirlanan kati formilasyonlardan etkin maddenin daha az
¢O6zindlGgl  belirlenmistir.  Asit ortamda vylritilen  c¢alismalarda, tim
formilasyonlarda peptidin %7,07 ile %12,87 araliginda ¢6zindUgu saptanmigstir. Bu

durumda, peptidin hazirlanan kati formilasyonlariyla, stabilitesinin daha az oldugu
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asit ortamdan korunarak bagirsak ortamini taklit eden tampon ortaminda daha fazla

¢Ozlinecegi gorilmektedir.

4.9. Hicre Kultirii Calismalari

4.9.1. Formiilasyonlara Ait Calismalar

Sitotoksisite Caligmalari

Sitotoksisite calismalari kapsaminda, onformilasyon calismalarindan elde
edilen sonuclara gore secilerek Caco-2 hiicrelerine uygulanan formiilasyonlara ait
hicre canliigl sonuglari Sekil 4.27'de goriilmektedir. Sivi formdilasyonlar icin yapilan
seyreltmeler pH 7,4 fosfat tamponu ile gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol
grubundaki hiicrelere hicre kiltiiri ortami ve pH 7,4 fosfat tamponu karisimi
uygulanmistir. 24 saat sonunda hicrelerin canliliklari MTT testi kullanilarak
degerlendirilmistir.

Farkli oranlarda seyreltmeler halinde uygulanan sivi formilasyonlarin
hicreler lzerinde gosterdikleri etkilerde 1:200 ve 1:400 seyreltme oranlarinda
sadece U9-F21 formiilasyonu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel acidan anlaml
fark bulunmamistir (p=0,9996, p=0,9802, sirasiyla). 1:1600 seyreltme oraninda
kontrol grubu ile fark bulunmayan formilasyon gruplari U9-F21 ve U9-F23 iken,
1:3200 seyreltmede sadece U9-F13 (p<0,001) ve U8-F21 (p<0,0001) formulasyonlari
kontrol grubundan istatistiksel a¢idan farkli bulunmustur. Hicre canlihigl Gzerinde
formilasyon etkilerinin daha ayrintih olarak incelenebilmesi icin 1:8000-1:64000
arahiginda yapilan dilisyonlar ile formulasyonlar karsilastiriimistir.

24 saatin sonunda U9-F21 formiilasyonuna ait dillisyonlar arasinda

(1:200-1:64000) en distk dilisyon da dahil olmak tzere istatistiksel acidan anlaml
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fark bulunmamakla birlikte, hiicre canliliginin en disik ortalama degeri %89 olarak
gozlenmistir (p>0,05).

Sivi formilasyonlarin 1:8000 — 1:32000 seyreltme ile uygulandigi aralik icin
U9-F17, U9-F21 ve U9-F23 formilasyonlari ile kontrol grubu arasinda fark
gozlenmezken; 1:32000 seyreltme oraninda, s6z konusu gruba U9-F13
formilasyonu da eklenmistir. 1:8000 — 1:64000 seyreltme araliginda U12-F17
formilasyonu, uygulanan diger formilasyonlardan farkli bulunmustur. Bu
formulasyonlar disinda kalan gruplarda 1:1600-1:64000 araligi icin hiicre canliligl en
disuk %69 olarak gézlenmistir.

En ylksek seyreltme orani olan 1:64000 seyreltmede, U12-F17 formiilasyonu
disindaki formiulasyonlarda hicre canhligi degerleri ile kontrol grubu arasinda

istatistiksel acidan fark bulunmamistir (p>0,05).
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Formilasyon

Sekil 4.27. Sivi formilasyonlarin Caco-2 hiicre canlihgl Uzerine etkileri (1:200-
1:64000 diliisyon, 24 saat) (n=4).
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Formilasyon calismalari sonunda secilen 5 adet formiilasyondan hareketle
katilastirma sonucu elde edilen formiilasyonlarin; 1:10000 seyreltme ile Caco-2
hicre hatlarina uygulanmasi sonucu (Sekil 4.28) 24 saat sonunda liyofilizasyon
(p>0,01) ve puskirterek kurutma (p>0,05) ile elde edilen formiilasyon gruplarinda,
grup ici fark gézlenmemistir. 24 saatin sonunda liyofilizasyon ile elde edilen U9-F23
ve liyofilizasyon ile elde edilen U12-F17 formilasyonlari disinda kalan
formilasyonlar ile pozitif kontrol grubu arasinda fark bulunmamaktadir (p>0,05).

Liyofilizasyon ile elde edilen formilasyonlar arasinda 48 saat sonunda da
istatistiksel acidan anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). Plskirterek kurutma ile
elde edilen formilasyonlar icin ise, U12-F17 formilasyonu ile U9-F17 (p<0,01) ve
U9-F21 (p<0,05) formilasyonlari arasinda fark goézlenmistir. 48 saatin sonunda
plskirterek kurutma ile elde edilen U9-F17 ve U9-F21 formilasyonlari ile pozitif
kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel acidan anlamh bulunmamistir (p>0,01).
Formilasyonlarin  gastrointestinal kanalda sonsuz seyrelmeye ugrayacagi
disltintldiglinde, bagirsak hicreleri Uzerinde toksik etki gostermeyecekleri

ongorulmektedir.
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Kati Bos Formiilasyonlar

Sekil 4.28. Kati bos formiilasyonlarin Caco-2 hiicre canhligi Gizerine etkileri (n=6).

U9-F21 kodlu formiilasyon icerisinde peptidin lineer ve siklik formu Caco-2
hicrelerine uygulandiginda 24 saat sonunda 1:16000 seyreltmede formilasyonlar
ile pozitif kontrol arasinda fark gézlenmemis olup (Sekil 4.29), ortalama hiicre
canhhgr %97-110 arasinda degismektedir (p>0,05). 48 saat sonunda ise 1:16000
seyreltme oraninda hiicre canhliginin %64-94 araliginda oldugu gosterilmistir. Bu
durumda, bagirsak ortaminda sonsuz seyrelmeye ugrayacak olan formilasyonlarin
bagirsak hicreleri lzerinde toksik etki gostermeden absorbe olmasi

beklenmektedir.
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U9-F21 Kati Formulasyonlar

Sekil 4.29. U9-F21 kodlu kati formilasyonlarin Caco-2 hicre canliligi Gzerine etkileri
(n=4) (** p<0,01; *** p<0,001).

Kati formilasyonlarin peptidin sitotoksik etkisinden bagimsiz olarak tek
basina MDA-MB-231 hiicreleri lizerinde yaptigi etkilerin incelenmesi icin 24 saatlik
ve 48 saatlik periyotlarda hiicre canliliklar incelenmistir (Sekil 4.30). 48 saat
sonunda hicbir formulasyonda toksik etki gézlenmemesinin yani sira formiilasyon
icerisinde yer alan yag bazli yardimc maddelerin varligi sebebiyle tim

formilasyonlarda hiicre canliliklarinda artma gézlenmistir.
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Sekil 4.30. Kati formulasyonlarin MDA-MB-231 hiicre canhligi Gzerine etkileri (n=4).

Biyoaktivite Galigmalari

MDA-MB-231 hiicre hatti ile gerceklestirilen biyoaktivite c¢alismalari
sonucunda 24 ve 48 saatlik silire icin 1:16000 seyreltme oraninda tim
formilasyonlarda gozlenen hicre canlliklar istatistiksel acidan pozitif kontrol
grubundan farkli bulunmustur (p<0,01) (Sekil 4.31). Liyofilizasyon ile elde edilen
formilasyon grubunda 24 saatin sonunda biyoaktivite, lineer ve siklik peptit
kullanilan formilasyonlarda sirasiyla artmaktadir. Plskiirterek kurutma ile elde
edilen formiilasyonlar icin ise lineer ve siklik peptidi iceren formuilasyonlarin
biyoaktivitesi kullanilan formiulasyona tiriine gore istatistiksel acidan farklilik
gostermemistir. 48 saat sonunda hicre canliliklarinda meydana gelen artisin
formilasyonlarda yer alan yag bazh yardimci maddelerin varligindan kaynaklandigi

dustintlmektedir.
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U9-F21 Kati Formiulasyonlar
Sekil 4.31. U9-F21 kodlu kati formulasyonlarin MDA-MB-231 hicre canlihg Gizerine

etkileri (n=4) (** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

Doksorubisin  konsantrasyonunun  hiicre  canlihigl  Uzerine etkisi
incelendiginde; MDA-MB-231 hiicre hattinda 24. saatin sonunda sadece kontrol
grubu ile en dislik konsantrasyondaki doksorubisin grubu arasinda anlamh fark
gozlenmezken, diger tim gruplarda hiicre canliigl anlamhl derecede dismistir
(Sekil 4.32.A). 1,5 uM konsantrasyonda uygulanan doksorubisin ile 10 kat disiik ve
yuksek konsantrasyonlari (0,15 ve 15 uM) arasinda fark gézlenmezken; geriye kalan
tim konsantrasyon gruplari kendi igerisinde birbirinden farkli bulunarak doz bagimli
egilim dogrulanmistir. 48 saat sonunda da benzer sekilde en dislk
konsantrasyondaki doksorubisin grubu ile kontrol grubu arasinda fark bulunmamis
olup diger tiim gruplar istatistiksel agidan farkli hiicre canlilik degerlerine sahiptir.

4T1 hiicre hatti incelendiginde de; 24. ve 48. saatlerde benzer sekilde sadece

en disik konsantrasyonda etki gozlenmezken, coklu grup karsilastirmalarinda,
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15 ve 150 uM gruplari disindaki konsantrasyonlarda hiicreler lizerinde gruplar arasi

fark goralmastir (Sekil 4.32.B).
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Doksorubisin Cozeltisi Konsantrasyonu

Sekil 4.32. Meme kanseri hiicre hatlarinda Doks konsantrasyonu degisimlerinin %

hiicre canhligina etkisi (serumsuz ortam). A. MDA-MB-231 B.4T1 hiicre
hatti.
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MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 ve 48 saat slireyle LyP-1'in farkli
konsantrasyonlari uygulandiginda (Sekil 4.33); 24 saatin sonunda 125 ve 250 uM
konsantrasyonda kontrol grubu ile anlamh fark gézlenmistir (*p<0,1) (Sekil 4.33.A).
Konsantrasyon farkinin hiicre canlligina etkisi degerlendirildiginde ise 15,6 uM
konsantrasyonda uygulama ile 125 ve 250 uM konsantrasyonda uygulamalar
arasinda, konsantrasyona bagh bir fark oldugu gortlmektedir (*p<0,1). 48. saate
gelindiginde, kontrol grubu ile 125 ve 250 uM konsantrasyonlarda goriilen fark
devam etmekte olup; 250 uM konsantrasyonda uygulanan peptidin hiicrelere diger
tiim gruplardan daha toksik bir sekilde etki gosterdigi gozlenmistir (****p<0,0001).

4T1 hiicre hattinda elde edilen sonuclar degerlendirildiginde; MDA-MB-231
hiicre hattinda goriilen konsantrasyona bagh egilim degismekte; 24. saatin sonunda
sadece kontrol grubu ile 250 uM konsantrasyonda uygulanan peptit grubu arasinda

fark gozlenmektedir (Sekil 4.33.B).



144

N 24 sa
. 48 sa
A  150- " I 1
g l I *kkk |
@ 100+ T T T T T
= T
c
©
(&)
9 50+
7]
S5
XI
0- \I T T T T T
0 N S S N N
& © P o W N
& N N o N Vv
& N @ & &
S &£ & &3
LyP-1 Cozeltisi Konsantrasyonu
HEl 24 sa
B 1 50- p<0,01 48 sa
S | ‘
' 1004 - T T I T
=
©
(&
o 50+ I
o
S
I
0- \I T T T T T
0 S S S N S
& © ‘15’ f’ '1?" S
+ ,\‘) N Q;\' N 4%
" N @ & &
SR 3 D D

LyP-1 Cozeltisi Konsantrasyonu

Sekil 4.33. Meme kanseri hiicre hatlarinda LyP-1 konsantrasyonu degisimlerinin %
hiicre canliigina etkisi (serumsuz ortam). A. MDA-MB-231 B.4T1 hiicre
hatti. (*p<0,1, ****p<0,0001).
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Hlcreler (zerinde doksorubisin ve LyP-1’in sinerjik etkisinin incelenmesi
amaciyla 24 ve 48 saat silreyle kombine tedavi uygulanan inkiibasyonun ardindan
MDA-MB-231 hiicre hatlarinin % canhlik degerleri incelendiginde; kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kullanilan tiim tedavi gruplari arasinda fark oldugu gosterilmistir
(Sekil 4.34.A) (p<0,0001). Tedavi gruplari arasindaki iliskiler degerlendirildiginde; tek
basina doksorubisin ¢6zeltisi uygulanan grupta 24 saat sonunda gozlenen % canlilik
degeri ve ayni konsantrasyonda doksorubisin ile 62,5; 125 ve 250 pM LyP-1
kombine edilmis gruplar arasinda anlamh fark oldugu goriilmektedir. Bu durumda,
LyP-1 ile doksorubisin kombinasyonunun gosterdigi antikanser etkinin,
doksorubisinin tek basina gosterdigi antikanser etkiden daha vyiksek oldugu
soylenebilir. 48. saatte ise LyP-1’in sinerjik etkisi 31,25 pM konsantrasyondan
itibaren gozlenmektedir. Tedavi gruplarinin kendi icerisinde gosterdikleri farkliliklar
Sekil 4.34'te verilmektedir. Artan LyP-1 konsantrasyonuna karsilik hicre
canliliklarinda orantil sekilde disis goriilmektedir.

4T1 hiicre hattinda 48 saat sonunda tek basina doksorubisin ¢ozeltisi ve
doksorusinin 125 ve 250 uM konsantrasyonda LyP-1 ile kombine edildigi gruplar ve

kontrol grubu arasinda anlamli fark gézlenmistir (p<0,01) (Sekil 4.34.B).
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Sekil 4.34.Doksorubisin ve LyP-1 kombine tedavisinin meme kanseri hiicre

canliliklart Gzerine etkisi (serumsuz ortam). A. MDA-MB-231 B.4T1
hiicre hatti. (*p<0,05** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).
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in vivo calismalar icin secilen formiilasyon olan U9-F21 formiilasyonunun
MDA-MB-231 ve 4T1 hiicre hatlarinda yapilan titrasyonu sonucunda 24 saatin
sonunda 4T1 hicre hattinda 1:32000 ile 1:16000 dilisyon arasinda fark
bulunmazken, MDA-MB-231 hiicre hattinda 1:32000 ile 1:3200 arahgindaki
dilisyonlar arasinda fark gozlenmemistir (Sekil 4.35). 48. saat icin 4T1 hiicre
hattinda kontrol grubu ile 1:32000 ile 1:3200 dillisyon araligindaki formilasyonlar
farkhlik gostermezken (p>0,1), MDA-MB-231 hiicre hattinda 1:32000 ile 1:8000
arahgindaki formulasyon dilisyonlari birbiri ile benzer bulunmustur. Dilisyonlar
degerlendirildiginde 24. ve 48. saatlerde her iki hiicre hattinda da glivenli sekilde

kullanilabilecek olan 1:16000 dillisyonu tercih edilmistir.
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Formilasyon Dillisyon Orani

Sekil 4.35. Bos formilasyonlarin meme kanseri hicre hatlari Ulzerine etkisi
(serumsuz ortam). A. MDA-MB-231 B.4T1 hiicre hatti.

MDA-MB-231 hiicre hattinda doksorubisin 0,15 uM konsantrasyonda ¢ozelti
halinde uygulandiginda hiicre canliligl 24 saat sonunda %91,7+5,58 degerinde iken

ayni konsantrasyon formulasyon igerisinde uygulandiginda bu deger %60,93+0,35’e



149

dismektedir (p<0,0001) (Sekil 4.36.A). LyP-1 ve doksorubisinin kombine olarak
formile edildigi gruplarda MTT testi uygulandiginda 24. ve 48. saatlerde LyP-1’in
titre edildigi gruplar arasinda fark bulunmamaktadir. 4T1 hiicre hattinda 24 saat
sonunda kontrol grubu ile bos SEDDS ve 0,15 uM konsantrasyonda doksorubisin
uygulanan gruplar arasinda fark gézlenmemis olup (p>0,5), MDA-MB-231 hiicre
hatti ile benzer olarak 24. ve 48. saatlerde doksorubisinin 0,15 uM konsantrasyonda
¢Ozelti halinde uygulandigi gruplar ile formilasyon icerisinde LyP-1 ile kombine

edildigi tim gruplar arasinda anlamli fark gosterilmistir (p<0,0001).
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Formiilasyon

Sekil 4.36. Formiulasyon icerisinde Doksorubisin ve LyP-1 kombine tedavisinin meme
kanseri hlicre canliliklari Gzerine etkisi (serumsuz ortam). A. MDA-MB-
231 B.4T1 hiicre hatti.
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Transport Calismalari

Transport calismalari sonunda Caco-2 hiicre hattinda bazolateralden 2.
saatin sonunda toplanan ornekler, gelistirilen LC-MS/MS yontemi ile analiz

edilmistir. Hesaplanan permeabilite katsayilari Tablo 4.21’de verilmistir.

Tablo 4.21. LyP-1 igeren formiilasyonlara ait Caco-2’den gegis ¢alismalari sonucunda

elde edilen gorunlr permeabilite katsayilari, Papp (cm/s).

Formiilasyon Papp (10°cm/s)
SD-U9F21 2,321
LYO-U9F21 1,168
US-F17 4,463
U9-F21 4,373
U9-F23 3,931
U8-F21 2,984
U12-F17 4,006
LyP-1 gozeltisi 1,311

Caco-2 ile yapilan permeabilite calismalarinda LYO-U9F21 formiilasyonu
disinda, gelistirilen tim formilasyonlarin permeabilite katsayilari tek basina
uygulanan peptit ¢ozeltisinden yiiksek bulunmustur (p<0,05). U9-F21 (p=0,00005)

ve U9-F23 (p=0,00115) icin bulunan fark istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. LyP-1 iceren formilasyonlarin Caco-2’den gegis galismalarina ait grafik
(n=5) (* p<0,05; **p<0,01).

Hiicre igine Alim Galismalari

FAM ile isaretli LyP-1 peptidinin hiicre kiltir ortamindaki ¢ozeltisi ve SEDDS
formiilasyonlari ile 37 °C’de yapilan hiicre igine alim ¢alismalari sonucunda, peptidin
konsantrasyonuna bagli olarak hiicre icerisine girisin arttigi gozlenmistir (Sekil 4.38).
1. saat sonunda 27 pM konsantrasyonda uygulanan LyP-1-FAM coézeltisi ile elde
edilen ortalama floresan siddeti 101+7,7 iken, 5. saatin sonunda bu deger
138,12+3,28 olarak Olcllmistiir (p<0,01). Bu degerler, peptidin formulasyon
icerisinde uygulanmas! ile artmis olup, 1. saatte 116,7510,75 ve 5. saatte

153,2549,01 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.38. LyP-1-FAM’in 4T1 hiicreleri tarafindan alimi.

isaretli peptidin hiicrelere giris 6zelliklerinin degerlendirilmesi sirasinda
hiicreler ayrica 4 °C'de ve 37 °C’de peptit ¢ozeltisi ve formiilasyonu ile muamele
edilerek sadece yiizeye baglanan LyP-1 ile (4 °C) yiizeye baglanan ve hiicre igerisine
giren (37 °C) LyP-1 miktari tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.39’da

verilmektedir.
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Sekil 4.39. LyP-1-FAM ¢o6zelti ve SEDDS formdilasyonlarinin A. 1. saat ve B. 5. saatte

hiicre ylizeyinde tutunan ve hiicre icine giren ortalama miktarlari (n=3).

4 °C'de, hiicrelerin enerji gerektiren fonksiyonlarini en aza indirdikleri
bilinmektedir (169). Bu sebeple tespit edilen floresan madde miktari
degerlendirilirken 4 °C’de gériilen i1simanin hiicre yiizeyine baglanan peptitten
kaynaklandigi, 37 °C’'de ise isimaya hem hiicre yiizeyinde tutunan hem de hiicre
icerisine girmis olan peptidin sebep oldugu disinlilmektedir.

LyP-1-FAM c¢ézeltisinin 1. saat sonunda 4 °C’'de 25,6+2,5 olan floresan

siddeti; 37 °C'de 57,5t9,1’e yiikselmis olup degisim %124,6’dir. Ayni kosullar
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formilasyon icerisinde verilen peptit icin degerlendirildiginde, floresan siddeti
25,343,1’den 59,5+ 20,6'ya c¢ikarak %135,17 artis gostermistir. 5. saatin sonunda
her iki formulasyon grubunda calisilan iki sicaklik degerinde de zamana bagli olarak
artis gézlenmis olup, ¢Ozelti halindeki 6rnegin hiicrelere giris miktari sicakliga bagh
olarak %24 artarken; formilasyon igerisinde uygulanan grupta %95,1’lik artis
gozlenmistir. Bu durumda, SEDDS formiilasyonlarinin 5. saatin sonunda hicreye
giren floresan madde miktarini artirdig1 soylenebilir.

4 °C'de elde edilen floresan siddeti degerleri 37 °C'de elde edilen
degerlerden cikarildiginda olusan farkin, LyP-1’e 6zgl p32 reseptori aracihgiyla
hiicreye giren peptidin miktarina bagh olarak degistigi dustnildiginden, 1. saatte
LyP-1 cozeltisi icin hesaplanan 42,52 ve 5. saatte 11,6 degerinde floresan siddeti,
hiicre icerisine spesifik olarak giren peptit miktarini temsil etmektedir. Bu durumda,
SEDDS formilasyonlarinda gorilen floresan siddeti 1. saatte 34,2 iken 5. saatte
38,6’ya cikmaktadir. Bu sonug, peptidin SEDDS icinde uygulandiginda zamana bagh

olarak hiicre igerisine daha fazla miktarda alinabilecegini gostermektedir.

4.9.2. Konjugatlara Ait Calismalar

Biyoaktivite Caligmalari

MDA-MB-231 hiicre hatti ile ylritilen biyoaktivite calismalari sonucunda
Doks ¢ozeltisi uygulanan hiicrelerin % hiicre 6limu degerleri ile LyP-1 konjuge Doks
uygulanan hiicrelerin degerleri arasinda anlamli fark oldugu gosterilmistir. S6z
konusu istatistiksel fark 1,25 ile 5 uM konsantrasyon degerleri arasinda glicli
derecede bulunmustur. Hesaplanan ICso degerlerinin Doks ¢ozeltisi icin 3,087 uM ve

LyP-1-Doks i¢in 1,548 uM (GraphPad Prism 7, ABD) bulunmasi; peptitle konjuge



156

Doks’un MDA-MB-231 hiicreleri Gzerindeki biyoaktivitesinin daha yilksek oldugunu

gostermektedir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40.MDA-MB-231 hicre hattinda Doks ¢ozeltisi ve LyP-1-Doks konjugati
uygulamasi sonrasi % hiicre 6limu degerleri (*p<0,05; **** p<0,0001)
(n=6).

4.9.3. Western Blot Analizi

in vitro ve in vivo calismalarda kullanilan hiicre hatlarinda LyP-1’e 6zgii p32
reseptorinin varhginin gosterilmesi amaciyla yapilan Western Blot analizi sonrasi
p32’ye ve B-aktin’e bagl olusan bantlar, sirasiyla Sekil 4.41.A ve Sekil 4.41.B'de

gorilmektedir.
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Sekil 4.41. A. p32 proteini B. B-aktin’in 4T1 ve MDA-MB-231 hiicre hatti ve 4T1
timor dokusunda ekspresyonu, 1. kuyucuk protein molekil agirligi
standardi 2. ve 3. kuyucuk 4T1 hiicre hatti, 4. ve 5. kuyucuk 4T1 timor
dokusu, 6. ve 7. kuyucuk MDA-MB-231 hiicre hatti.

4.9.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

in vivo calismalar kapsaminda, farelerde meme kanseri tiimér modeli
olusturmak tizere kullanilan 4T1 hicre hatti ve 4T1 timor dokusundan elde edilen
orneklerde, LyP-1’e 6zgl reseptoriin ifadesinin dogrulanmasi amaciyla polimeraz
zincir reaksiyonu gerceklestirilmistir. Reaksiyonun dogrulanmasi amaciyla pozitif
kontrol olarak fare 4T1 timo6r dokusu, tiimorla fareye ait dalak ve arka bacak 6rnegi
iceren cDNA karisimi sablon olarak kullanilmistir. ic kontrol olarak B-aktin geni
cogaltilmistir. Reaksiyon sonrasi %2’lik agaroz jelde yiratilen orneklere ait jel

gorintileri Sekil 4.42'de verilmektedir.
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Sekil.4.42. PCR sonrasi ylrutilen %2’lik agaroz jelde gozlenen A. p32 B. -aktin gen
drdnlerine ait bantlar. 1. DNA standardi 2. 4T1 hicre 3. 4T1 timor 4.
negatif kontrol 5. pozitif kontrol (bp: baz gifti).

4.10. in Vivo Etkililik Galismalari

in vivo etkililigin degerlendirilmesi amaciyla 6-8 haftalik disi BALB/c farelerde
ylritilen calismalar kapsaminda, farelere uygulanan 4 doz tedavi sonrasi sakrifiye
edilen hayvanlardan alinan timoér dokusuna ait gorintiler Sekil 4.43'te

gosterilmektedir.
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Sekil 4.43.Tedavi sonrasi sakrifiye edilen farelerden elde edilen timoér dokulan 1.
kontrol grubu, 2. Bos SEDDS, 3. LyP-1 ¢o6zeltisi, 4.LyP-1 SEDDS, 5. Doks
coOzeltisi, 6.Doks SEDDS, 7. LyP-1+Doks kombine tedavisi, 8. LyP-1+Doks
SEDDS kombine tedavisi.

Tumor boyutlarinin istenen degere ulasmasi sonrasinda; 14. glinde
baslanan tedavi sliresince hayvanlarda yapilan timor capi olglimleri, %timor
boyutu degisimi cinsinden hesaplanarak zamana karsi grafiklenmistir (Sekil 4.44).
Timor caplarinda meydana gelen % degisim incelendiginde; Doks ve LyP-1'in
kombine olarak kullanildigi tedavi gruplari kontrol grubu ile karsilastirildiginda 28.

glnde fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tedavi gruplari kendi aralarinda
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karsilastirildiginda; Doks ¢6zeltisi uygulanan grupta gozlenen degisim ile Doks+LyP-1
ve Doks+LyP-1 SEDDS grubunda goriilen degisim arasindaki farklar istatistiksel
acidan anlamhdir (*** p<0,001). Bu durumda, Doks tedavisine LyP-1 eklenen
gruplarda timorin daha yavas ilerledigi gosterilmistir. Ayni sekilde, Doks SEDDS
formilasyonu ile Doks+LyP-1 ¢6zeltisi ve Doks+LyP-1 SEDDS alan hayvanlarda timor

blylmesi yavaslamistir (**p<0,01).
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Sekil 4.44.Zamana bagli olarak farkli tedavi gruplarinda timor gaplarinda gorilen %
degisim (**p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

Tedavi gruplari; c¢ozelti ve formilasyon igerisinde etkin maddelerin

uygulamasi olarak gruplanarak degerlendirildiginde, hayvanlarda gbzlenen timor
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boyutu degisimleri Sekil 4.45’te gosterilmistir. Cozelti grubunda uygulanan tedavi
secenekleri degerlendirildiginde; Doks uygulamasina eklenen antikanser etkili ve
lenfatik hedeflendirmeyi artiran LyP-1 peptidinin timor blylmesini yavaslattig
gorilmektedir (***p<0,001). Ayni dogrultuda, formilasyon icerisine LyP-1'in

eklenmesiyle, timor blylmesinin yavaslamasi saglanmistir (**p<0,01).
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Sekil 4. 45. Cozelti ve formilasyon igerisinde verilen tedavilere ait timor ¢aplarinda
gorulen % degisim (**p<0,01; *** p<0,001).

Sakrifiye edilen hayvanlardan alinan timor dokusu O6rnekleri Uzerinde
yapilan histopatolojik inceleme sonucunda tiimoér olusumu dogrulanmis olup, timor
dokusunda yer alan timor hicrelerine ait goriinti Sekil 4.46.B’de verilmektedir.
Sekil 4.46.A’ da verilen meme timor dokusu goriuntilerinde kas (4.46.C) ve yag

dokusuna (Sekil 4.46.D) invaze olan timor hicreleri gorilmektedir.
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Sekil 4.46. A. Meme timor dokusu (100 X) B. meme tiimor dokusu (400 X) C. kas
dokusu (400 X) D. yag dokusu histopatolojik gortintlisi (400 X).

Hayvanlarin timor  enjeksiyonu sonrasl sag kalim verileri
degerlendirildiginde; doksorubisin tedavisi alan gruplarda deney sonlandirilana
kadar sag kalim degerleri %100 olarak devam etmis olup, 28. glinde SF uygulamasi
yapilan kontrol grubunda deger %66’ya inmistir. Tek basina bos formilasyonun
uygulandigl grup %57,14 ile en disik degere sahipken, LyP-1'in ¢oOzelti halinde
uygulandigi grup %85,7; SEDDS icerisinde uygulandigi grup %87,5 sag kalim
gostermistir. Geriye kalan gruplarda tedavi sonlandirilana kadar kadar kayip

yasanmamistir.
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Tedavi sliresince hayvanlarin agirliklarinin takip edilmesi sonucu elde edilen
grafik  Sekil 4.47'de  sunulmaktadir. Hayvan agirliklarindaki  degisim
degerlendirildiginde, elde edilen degerler arasinda anlamli fark bulunmamis olup,

agirhk degisimleri %87,5 ile %93,9 araligindadir.
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Sekil 4.47. Tedavi suresince hayvan agirliklarinda meydana gelen % degisim.

4.11. in Vivo Biyodagilim Galismasi

Biyodagilim calismasi kapsaminda; sakrifiye edilen hayvanlardan alinan doku
ornekleri UV goriuntileme cihazi kullanilarak incelenmistir (Sekil 4.48). Karaciger,
dalak, meme lenf nodu, mezenterik lenf nodu ve timor dokularinin incelenmesi
sonucunda dalakta floresan siddeti gozlenmezken, saglhkli hayvanlara uygulanan

LyP-1-FAM c¢ozeltisi ve LyP-1-FAM SEDDS formilasyonunun, s6z konusu dokularda
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birikimi artirdigi gorilmektedir. Timor dokulari incelendiginde, LyP-1’in SEDDS

icerisinde uygulandigi durumda timorde birikmenin arttigi gésterilmistir.

Sekil 4.48. Biyodagilim galismasi sonrasi sakrifiye edilen hayvanlara ait dokularin UV

gorintuleri. 1. karaciger, 2. dalak, 3. meme lenf nodu, 4. mezenterik lenf
nodu, 5. timor, a. kontrol grubu, b. saghkli fare, LyP-1-FAM ¢ozeltisi
uygulamasi, c. timorli fare, LyP-1-FAM ¢o6zeltisi uygulamasi, d. saglikh
fare, LyP-1-FAM SEDDS uygulamasi, e. tumorlu fare, LyP-1-FAM SEDDS

uygulamasi.

Cozelti halinde uygulanan LyP-1’in genel dagilimi incelendiginde; peptidin
sirastyla en cok karacigerde, periferik kanda, dalakta, periton sivisinda, timor ve
mezenterik lenf nodunda toplandigi goriilmektedir. Timor dokusunda tespit edilen
floresan siddeti 1. ve 2. hayvanda sirasiyla 39 ve 49’dur. Peptidin SEDDS icerisinde

uygulandigl grupta ise en ylksek peptit miktari periton sivisinda olup sirasiyla
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mezenterik lenf nodu, karaciger, periferik kan, dalak ve timdrde dagilmistir. TUmor
dokusunda dagilan peptide ait ortalama floresan siddeti degerleri 1. ve 2. hayvanda
sirastyla 29 ve 130 olup SEDDS formilasyonlari ile uygulamada c¢ozelti halinde

uygulanan peptide gore daha yuksektir (Sekil 4. 49 ve Sekil 4.51).
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Sekil 4.49. A. LyP-1-FAM ¢oOzeltisi ve B. LyP-1-FAM SEDDS seklinde uygulanan

floresan isaretli peptidin tiimorli farede biyodagilimi.
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Doku homojenizatlarindan elde edilen total immin hiicre ve makrofajlarin
dokulara gore dagilimi, uygulama yapilan iki fare grubu icin (6rnek/kontrol floresan
siddeti) incelenerek Sekil 4.50’de sunulmustur.

Dokularda gorilen dagilimda; periton bolgesinden toplanan hiicre
orneklerindeki CD206 pozitif hiicre grubu incelendiginde, peptidin ¢ozelti halinde
uygulandigl grupta makrofajlarda tutulum daha fazla iken, SEDDS formiilasyonlari
periton sivisinda yer alan hiicrelere yiliksek miktarda dagilmis olup, makrofaj
hicrelerine dusik miktarda girmistir (Sekil 4.52). Mezenterik lenf nodlarina
bakildiginda; tutulumun en yilksek oldugu grup, timorli farelerde SEDDS ile
uygulama vyapilan gruptur (Sekil 4.53). Karacigerde tutulum hiicre bazinda
degerlendirildiginde; tim gruplarda peptidin total hicre popilasyonunda
makrofajlardan daha yliksek miktarda bulundugu goriilmektedir. Periferik kan
ornekleri degerlendirildiginde; dolasimdaki hiicrelerde bulunan en yiksek floresan
siddeti, timorli farelere uygulanan SEDDS formilasyonu sonrasinda elde edilmistir
(Sekil 4.54). Dalakta yapilan degerlendirme sonucunda; total immiin hicre ve
makrofajlar arasindaki dagilim yakin olmakla beraber, makrofajlardan kagis

potansiyeli, timorll fareye yapilan SEDDS uygulamasi sonucu gozlenmistir.
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Sekil 4.51. Timor dokusunda LyP-1-FAM ¢ozeltisi (bos) ve LyP-1-FAM SEDDS
formiilasyonu(dolu) uygulamasi sonucu elde edilen akis sitometrisi
histogram grafigi.

Count

10°
FITC-A

-139

Sekil 4.52. Peritoneal lavaj 6rneginde LyP-1-FAM SEDDS formiilasyonu uygulamasi
sonucu total immin hiicre (bos) ve makrofajlara (dolu) girisi gésteren
akis sitometrisi histogram grafigi.
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Sekil 4.53. Mezenterik lenf nodunda LyP-1-FAM ¢ozeltisi (bos) ve LyP-1-FAM SEDDS

formilasyonu (dolu) uygulamasi sonucu elde edilen akis sitometrisi
histogram grafigi.
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Sekil 4.54.Periferik kanda LyP-1-FAM c¢ozeltisi (bos) ve LyP-1-FAM SEDDS
formilasyonu (dolu) uygulamasi sonucu elde edilen akis sitometrisi
histogram grafigi.
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5. TARTISMA

5.1. Onformiilasyon Galismalari

Onformiilasyon calismalari, tez calismasi kapsaminda  gelistirilen
kendiliginden emililsifiye olabilen sistemlerin elde edilmesi amaciyla ilk basamak
olarak gergeklestirilmistir. Kendiliginden emdilsifiye olabilen sistemlerin gelistirilmesi
asamasinda en kritik basamaklardan biri yardimci maddelerin secilmesidir. Yizey
etkin madde, yag ve yardimci ¢6zlici kombinasyonlarinin etkili sekilde kendiliginden
emdlsifikasyon gosterebilmesi icin, kullanilan yardimci maddelerin bu amacg icin 6zel
olarak secilmesi ve uygun bilesimde bir araya getirilebilmesi gerekmektedir. Secilen
yardimci maddeler kendiliginden emdilsifikasyon icin uygun o6zellikte olsalar dahi
dogru oranda formile edilmediklerinde damlacik olusumu gozlenmeyebilir.
Kendiliginden emdlsifikasyon; secilen yag/ylizey etkin madde ciftinin 6zelligine,
yluzey etkin madde konsantrasyonuna, yag/ylizey etkin madde oranina bagh olarak
gerceklesmektedir (107).

Tez calismasi kapsaminda kullanilmak lzere secilen tiim yardimci maddeler,
parenteral ve oral kullanim icin uygun gruplar icerisinden secilmistir. Yardimci
maddelere karar verilirken kullanim yolunun yani sira lenfatik alimi artiracak
Ozellikte olan mono-, di-, trigliserid karisimi yaglar (Peceol, Maisine) ve kiguk
damlacik boyutlarinin eldesine imkan saglayan yardimci maddelere o6ncelik
verilmistir.

5.1.1. Makroskobik Ozellikler

Farmasotik acidan uygun SEDDS formilasyonlarinin degerlendirilmesi igin ilk

inceleme makroskobik olarak gerceklestirilerek 6n eleme vyapilmistir. Calisilan
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53 adet formilasyon icerisinden fiziksel stabilite sartini saglayan 12 adet
kombinasyon ileriki ¢alismalar icin secilmis, secilen formilasyonlar arasindan umut

vadeden 4 kombinasyon, formilasyon calismalarina aktariimistir.

5.1.2. Mikroskobik Ozellikler

Yizey etkin madde oranlari yliksek olan formilasyonlar, sivi kristal
olusumuna yatkinlik gostermektedir. Makroskobik inceleme sonucu uygun bulunan
formilasyonlar, ikinci asamada sivi kristal olusumu agisindan degerlendirilmis ve

secilen formilasyonlarda s6z konusu yapilarin olmadigl dogrulanmustir.

5.1.3. Damlacik Biiyiikligii ve Zeta Potansiyel Tayini

12 farkli formilasyon kombinasyonunu temsil eden lggen faz diyagramlari,
s6z konusu yardimci maddelerin SEDDS olusturmasi icin secilmesi gereken en uygun
% oranlarini belirlemek amaciyla kullanilmistir. On formiilasyon ¢alismalari
kapsaminda yiritilen damlacik blyukliglu ve zeta potansiyel 6lciimleri; en diisik
miktarda ylizey etkin maddeyi iceren, fiziksel agidan stabil emdlsiyonlar elde
edilmesine olanak saglayan karisimlarin secilmesi amaciyla yuratilmustir. Bolim
4.1.3'te verilen tabloda goraldiglu gibi, elde edilen damlaciklarin boyutlari
12,9240,07 ile 294,07+1,77 nm araliginda degismektedir. Beklenildigi gibi, artan
ylzey etkin madde miktarlari, damlacik boyutlarinda diisiise neden olmaktadir.
SEDDS formiilasyonlarinin bilesiminde yer alan iyonik olmayan ylzey etkin maddeler

sebebiyle nétre yakin zeta potansiyel degerleri gbstermistir.
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5.2. Formiilasyon Calismalari

Onformiilasyon calismalari kapsaminda secilen 12 farkli kombinasyon ile
yapilan makroskobik ve mikroskobik incelemeler ile damlacik blyUkIGglu ve zeta
potansiyel 6lciimleri sonucunda, 4 kombinasyonun licgen faz diyagramlarinin daha
ayrintili sekilde calisiimasina karar verilmistir. En fazla stabil SEDDS formilasyonun
eldesine olanak saglayan 4 kombinasyona ait faz diyagramlarindaki formiilasyon
noktalari incelendiginde; Bolim 4.1.3’te verilen tabloda, damlacik buylklGgi
degerlerinini 12,92+0,07 ile 294,07+1,77 nm araliginda degistigi gorilmektedir.
Literatlrle uyumlu olarak, artan ylizey etkin madde miktarlari, damlacik
boyutlarinda disiise neden olmaktadir. 14 glin boyunca yapilan degerlendirmede;
damlacik bilylklGgi ve zeta potansiyel degerleri degismeyen formilasyonlar
arasindan; en disuk ylzey etkin madde miktari ile disik damlacik buydklGga
degerlerini saglayan 6rnekler, kati SEDDS hazirlanmasi ve hiicre kiltlri ¢alismalari
icin secilmistir. Model olarak secilen formilasyonun damlacik biiyikligi bos halde
15,36+0,08 nm olup, peptidin eklenmesiyle 25,01+1,93 nm boyutuna ulasmaktadir.
S6z konusu damlacik buylkliga, lenfatik alim icin uygun olan 10 — 100 nm

araligindadir(170-172).

5.2.1. Uggen Faz Diyagramlari

Ucgen faz diyagramlari, farkli formiilasyon bilesenlerinin kullanim oranlarinin
optimize edilmesi amaciyla; kendinden emdiilsifiye olabilme 6zelligine sahip, optik
acidan izotropik ve termodinamik acidan stabil formilasyonlarin elde edilebilmesi
icin kullanilan bir yontemdir. Tez calismasi kapsaminda secilen kombinasyonlarin

Ucgen faz diyagramlari olusturuldugunda; SMEDDS formiilasyonu veren noktalarin
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benzer bolgelere denk gelmesi, kendiliginden emdiilsifiye olabilen sistemlerde
damlacik boyutunun yilizey etkin madde orani ile dogrudan baglantili oldugunu
gostermektedir (173). Stabil SMEDDS formilasyonlarinin elde edildigi noktalar %55
yuzey etkin madde miktarindan baslayarak %80 oranlarina kadar ¢ikmaktadir. En
genis SMEDDS formiilasyon bdlgesi 9 numarali faz diyagrami ile elde edilmis

oldugundan calismalar s6z konusu faz diyagrami tizerinde yogunlasmistir.

5.3. Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

Formilasyon calismalari kapsaminda, SMEDDS formiilasyonu olusturmayan
11 numarali faz diyagrami harig, her faz diyagramini temsil edecek sekilde noktalar
secilerek, hiicre kiltiirinde yapilacak olan sitoksisite calismalari icin alternatif
formilasyon sayisinin artirilmasi amaclanmistir. Secilen formilasyon noktalarinin
damlacik boyutlari 14,95+0,03 ile 26,24+0,29 nm arasinda degismektedir. Bu
damlacik boyutlari ile lenfatik alimin artirilmasini saglamak icin 6n kosul (DB<100
nm) yerine getiriimektedir. Formulasyonlarin zeta potansiyelleri incelendiginde; zeta
potansiyel degerinin bos formilasyonlar icin -0,984£0,12 ile 0,78+2,5 mV; peptit
iceren formilasyonlar icin -1,34+0,14 ile 0,9041,97 mV araliginda degistigi
gorilmektedir. SEDDS formiilasyonlarinin bilesiminde yer alan ylizey etkin maddeler,
iyonik olmayan ylizey etkin maddeler grubundan secildiginden ve formilasyonun
blyuk bir kismini olusturdugundan, nétre yakin zeta potansiyel degerleri beklenen
bir sonuctur. LyP-1 peptidi 9 aminoasitten olusan bir peptit olup, yapisindaki amino
asitlerden (CGNKRTRGC) sadece lizin ve arjininin pozitif yikli olmasi nedeniyle net
ylkinin notre yakin pozitif olacagli dngoriilmektedir. Bu durumda, formilasyonlara

peptit eklenmesinin zeta potansiyel degeri lizerinde anlamli bir etkisi olmamistir.
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5.3.1. Kati Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

Kati dozaj formlari, hastalar tarafindan en ¢ok tercih edilen dozaj sekli olup,
hasta uyuncunun artirilmasi basta olmak lzere, azalan su icerigine bagh olarak
stabilitenin artmasi, Uretim, tasima ve dozlama kolayligl olarak Ozetlenebilecek
Ustlnliklere sahiptir. Tez calismasi kapsaminda, sivi formilasyonlar optimize
edilerek kati SEDDS formiuilasyonlarina gegis i¢in prototip hazirlanmistir.

Kati formilasyon denemeleri icin ilk basamak olarak secilen sivi
formulasyonlar; puskirterek kurutma ve liyofilizasyon olmak tzere iki farkli yontem
ve mannitol, Aerosil 200, Neusilin U2 ve laktoz olmak lzere dort farkli adsorban
aractligiyla formile edilmistir. Laktoz ve mannitol liyofilizasyonda siklikla tercih
edilen yardimci maddelerdir. Bu yardimci maddelere ek olarak, Aerosil ve Neusilin
U2 liyofilizasyonda da kullanilarak, puskirterek kurutma teknigi ile karsilastirma
saglanmistir.

iki farkh katilastirma teknigi icin model formilasyonlar segilirken; damlacik
biyikligii ve PDi degerleri incelenmis olup, puskiirterek kurutma grubunda
34,14+0,27 ile 408,3£207,75 nm araliginda genis bir damlacik blyuklGgtu dagilhimi
gosteren Neusilin U2 yerine, kiiglk partikil boyutlarina sahip bir adsorban olan ve
daha dar bir damlacik buyGkligi arahginda kati SEDDS formilasyonlari elde
edilmesine olanak saglayan Aerosil 200 secilmistir. Neusilin U2, Aerosil 200 ile
karsilastinldiginda buylk partikil boyutlu ve yilksek poroziteye sahip inorganik
partikiller iceren bir adsorbandir (121).

Aerosil 200 ile elde edilen formilasyonlar; 18,22 +0,95 — 248,43+19,34 nm
araliginda, 0,40+0,08 — 0,52+0.02 PDi degerlerinde damlaciklari ile lenfatik

hedeflendirme icin uygun ozellikler sunmaktadir. Liyofilizasyon icin secilen model
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formilasyon belirlenirken; Neusilin U2 ve Aerosil 200 icin elde edilen yiiksek PDI
degerleri, tekrarlanabilir formulasyonlarin eldesinde engel teskil edeceginden, s6z
konusu adsorbanlar ileriki ¢alismalara tasinmamistir. Ozellikle, en cok SMEDDS
formulasyonu veren U9 faz diyagramina ait formilasyon gruplari icerisinde, ylksek
tekrarlanabilirlik potansiyeli ile diisik damlacik boyutlari veren ve suda ¢ozlintrlik
ozellikleri laktoz ile karsilastirildiginda Ustlin olan mannitol, liyofilizasyon icin model
adsorban olarak secilmistir.

Hicre kiltard (Bkz. Bolim 4.9.1. Formilasyonlara Ait Calismalar, Sekil 4.36)
calismalari da gbz 6nline alinarak en yiliksek biyouyumluluk gosteren formiilasyon
olan U9-F21 formiilasyonu, tablet basimi i¢in secilmistir. S6z konusu formilasyonun
farkli yardimci maddelerle hazirlanan alternatifleri arasindan segilen T1 tablet
formiilasyonu; 5 sn’nin altinda kalan toz akis siiresi, 19,02+1,86%lik a agisI ve uygun
sertlik degeri ile, calisilan formUlasyonlar arasinda en uygun Ozelliklere sahiptir. Elde
edilen 19,02+1,86”lik o acisi degeri USP 29, Genel Bdlim 1177/Toz Akisi kisminda

III

gore degerlendirildiginde; toz akisi “mikemmel” siniflamasinda yer almaktadir. S6z

konusu formilasyon dissollisyon ¢alismalarinda da kullanilarak degerlendirilmistir.

5.3.2. Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) Analizi

Yapilan DSC analizleri ile sivi ve kati formilasyonlarda kullanilan yardimci
maddeler tek basina ve formilasyon igerisinde degerlendirilerek yardimci
maddelerin safliklari, formulasyon icerisindeki diger bilesenlerle etkilesimleri ve
fiziksel durumlari incelenmis ve elde edilen termogramlar Bélim 4.3.4’te verilmistir.

Sivi formda hazirlanan SEDDS formilasyonlarina ait bilesenlerin
termogramlari incelendiginde formilasyon bilesiminde yer alan tek kati yardimci

madde olan TPGS’e ait 40,11 °C’de gériilen endoterm piki, literatiirde yer alan ve



177

37 — 41 °C arahginda oldugu bildirilen erime noktasi verileriyle uyumludur(174).
Formilasyonlarin seyreltme 6ncesi cekilen termogramlari incelendiginde; yardimci
maddelere ait piklerin ortadan kalktigi ve formilasyon bilesenlerinin etkilesim
icerisinde olduklari goriilmektedir. Bu durum, seyreltme sonrasinda elde edilen
termogramda da degismemis olup, -1,53 °C’de c¢ozeltiden gelen suya ait erime piki
de gozlenmektedir. LyP-1 iceren formilasyonlar incelendiginde; LyP-1'in SEDDS
formiilasyonlarina eklenmesiyle 6,5 °C’'de goriilen LyP-1’e 6zgii keskin endoterm
pikinin ortadan kalktigi ve LyP-1'in formiilasyon bilesenleriyle etkilesim igerisinde
oldugu gosterilmistir. Kati formulasyonlara gelindiginde; liyofilize edilen 6rneklerde
169,62 °C'de gériillen mannitole ait erime piki literatiir ile uyumlu olup liyofilize
edilen formilasyonlarda da gorilmektedir. Puskirterek kurutmada kullanilan kati
adsorban olan Aerosil 200’e ait termogram literatiirle uyumlu olup herhangi bir pik
gozlenmemistir (175). Hazirlanan tim formilasyonlar degerlendirildiginde; herhangi
bir ekzoterm pikine rastlanmamasi, maddelerin amorf formda oldugu ve bozunma
olmadigini gostermektedir. Plskirterek kurutma ve liyofilizasyon ile elde edilen
LyP-1 formilasyonlarinda, LyP-1’e ait endotermik veya ekzotermik pike

rastlanmamasi da, formiulasyonlarin uygun bir sekilde hazirlandigini géstermektedir.

5.4. Konjugasyon Calismalari

5.4.1. Peptit - ilag Konjugatlarinin Hazirlanmasi

LyP-1-Doks konjugati eldesi sirasinda, peptide ait karboksil gruplari ile
doksorubisine ait amin gruplari arasinda gerceklesen reaksiyondan
yararlanilmistir. S6z konusu reaksiyonun gerceklesebilmesi amaciyla suda

¢Ozlinebilen bir karbodiimid bilesigi olan EDC varhiginda gerceklestirilen



reaksiyon, isaretleme ve capraz baglama gibi reaksiyonlarda en c¢ok tercih edilen
reaktiflerden biridir. N-hidroksi siiksinimidin suda ¢6zlinebilen tlirevi olan silfo-
NHS ise, EDC ile aktiflesen karboksilik asit grubuna baglanarak NHS esteri
olusturmaktadir. S6z konusu ester, tek basina EDC'nin verdigi reaksiyon ile
olusan ara Urlinden daha stabil olup, primer aminlerle etkili bir konjugasyona
olanak saglar. EDC ve slilfo-NHS varliginda aktiflestirilen peptit ile doksorubisin
¢Ozeltisi karnistirllarak, doksorubisine ait primer amin gruplari ile peptide ait
karboksil gruplari arasinda etkili bir reaksiyonun gerceklesmesi saglanmistir
(176). Orneklerin saflastirilmasi sirasinda kullanilan Sephadex kolonlar, yatagin
por blyuklGgine bagh olarak, belirli blyuklikteki molekiilleri reaksiyon sonrasi
serbest halde kalan isaretleme molekiillerinden, tuz molekiillerinden ve benzer
safsizliklardan ayiran ve farkh por biyukliklerine sahip kolonlar arasindan se¢im
olanagl saglayan sistemlerdir. Tez calismasi kapsaminda kullanilan G10 kolon,
molekll blyldkligld 700 ve (zeri olan molekdlleri ayirabilen bir yapiya sahiptir.
Yatagin por acikhgindan biyik olan molekiller kolonda tutulmadan bos hacim
ile kolonu ilk sirada terk etmektedir. Tez calismasi kapsaminda elde edilen
konjugatlar da, reaksiyona girmemis safsizliklardan bu yontem ile
uzaklastiriimistir. “Bolim 4.4. Konjugasyon Calismalari” bashgl altinda gorilen
Sekil 4.6’da, elde edilen LyP-1-Doks konjugatinin, G10 kolon materyali ile etkin
sekilde saflastirildigi gosterilmistir. Reaksiyona girmeyen 579,98 g/mol agirliktaki
doksorubisin molekilleri kolonda tutularak ileriki fraksiyonlar igerisinde

kolondan uzaklasmistir.
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5.4.2. Polimer - ilag Konjugatlarinin Hazirlanmasi

Polimer ilag konjugatlari hazirlanirken, peptit — ilag konjugatlarinda
oldugu gibi EDC ve siilfo-NHS ile karboksilik asit gruplarinin aktiflestirilmesinden
yararlanilmistir. D-PGA-Doks konjugati eldesi icin ilk basamakta PGA
molekiliinde bulunan primer amin grubu ile DTPA molekilinde bulunan
karboksilik asit gruplari arasinda gerceklesen reaksiyondan yararlanilarak DTPA-
PGA (D-PGA) konjugatlari elde edilmis olup, konjugatta glutamik asitten gelen
cok sayidaki karboksilik asit grubu EDC ve silfo-NHS ile aktive edilerek
doksorubisinin primer amin grubu ile reaksiyon olusmasi saglanmistir. Benzer
sekilde; DSPL-Doks eldesinde de PL molekiilii (izerinde lizin kaynakli primer amin
gruplari ile DTPA molekilinde bulunan karboksilik asit gruplari reaksiyona
sokularak, PL-DTPA elde edilmis ve aktive edilen karboksilik asit gruplari ile
doksorubisinin primer amin grubu reaksiyon olusturmustur.

Elde edilen konjugatlar molekil agirliklarina bagli olarak secilen ve
molekiler ayrim limiti 5000 olan Sephadex G25 kolon ile saflastiriimistir. “Bolim
4.4. Konjugasyon Calismalari” bashg altinda gorilen Sekil 4.7 ve 4.8de,
konjugatlarin yiksek molekil agirliklari sebebiyle kolonda tutunmadigl ve ilk
fraksiyonlarda etkin sekilde ayrildigi gorilmektedir. Mavi dekstran, 2.000 kDa
agirliga sahip bir protein olup, paketlenen kolonlarin etkin bir sekilde ¢alistiginin
gosterilmesi amaciyla kullanilan bir bos hacim isaretidir (177). Elde edilen
konjugatin mavi dekstran ile ayni fraksiyonlarda kolonu terk etmesi, ayrimin

etkinliginin gostergesidir.
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5.5. Konjugatlarin Karakterizasyonu

5.5.1. D-PGA Konjugatlarinin Tayini igin ELISA testi

Konjugatlarin reaksiyon sonrasinda Uzerlerinde DTPA molekild tasidiklarinin
dogrulanmasi amaciyla farkl anti-DTPA konsantrasyonlarina karsi dlclilen absorbans
degerleri kontrol ile karsilastirldiginda gozlenen fark beklenen bir durum olup;
kontrol olarak kullanilan BSA-DTPA molekilliinin D-PGA konjugatlarinin aksine,
PGA’ya bagli tek mol DTPA yerine birden ¢cok DTPA molekiili ile konjuge olmasina

baglidir.

5.5.2. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Bispesifik antikor komplekslerinin hazirlanmasi sirasinda  kullanilan
yontemler arasinda yer alan SDS-PAGE ile, antikorun bir sonraki basamakta yer alan
konjugasyona hazirlik olarak tiyollenmesi sonrasinda ve elde edilen kompleks
orneklerinde uygulanarak konjugasyonun gerceklestirildigi dogrulanmistir. SDS-
PAGE sirasinda orneklerin hazirlanmasinda herhangi bir indirgeyici madde (beta
merkapto etanol, ditiyotretol vb.) kullanilmadigindan protein yapisindaki distlfr
bagi gibi kovalan etkilesimler korunmus olup, kovalan olmayan etkilesimler ortadan
kaldirlmistir. Bu durumda, jel goriintisiinde yer alan bantlar s6z konusu
proteinlerin net yiikl ve konformasyonlarindan bagimsizdir ve érneklere ait molekiil
agirhklarini yansitmakta olup, jelde monomer bantlarina bulunmamaktadir (178).
Elde edilen komplekslerin hesaplanan molekiil agirhgi, antikor basina iki mol peptit
konjugasyonu gerceklestigini gostermektedir. Tiyollenmis halde 143,498 kDa
agirliktaki modifiye antikora 2 mol peptit eklenmesi 1,98 kDa’luk bir degisiklige

neden olmaktadir.
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5.5.3. Floresan Aktive Hiicre Ayirma (Fluorescence Activated Cell Sorting,

FACS) Analizi

Hazirlanan peptit-ilag konjugatlarinin hiicrelere girisinin degerlendirilmesi
amaciyla ydritilen akis sitometrisi sonuglarina gore; doksorubisinin LyP-1 ile
hazirlanan konjugatlari etkin maddelerin hiicrelere girisini c¢cozelti seklinde
uygulanan formuna gore 3,19 ile 3,37 kat artirmaktadir. Bu durumda, LyP-1
konjugasyonunun  doksorubisinin  hilicre icine tasinmasini  kolaylastirdigi
gorilmektedir. Kazima ve tripsin islemi ile gerceklestirilen iki farkli uygulama ile elde
edilen floresan siddeti degerleri incelendiginde; doksorubisin ¢ozeltisi uygulanan
gruplar arasinda fark istatistiksel acidan anlaml bulunmazken (p>0,1), LyP-1 ile
konjuge gruplarda kazima islemi ile elde edilen hiicrelere konjugat girisinin arttig
gorilmektedir (p<0,0001). Bu durum, tripsinin proteolitik aktivitesi sonucu zarar
goren ylizey reseptorleri sebebiyle, LyP-1 konjugatlarinin hiicre icine girisinin

azalmasiyla acgiklanabilir (179).

5.5.4. In-Cell ELISA

Tasarlanan bispesifik  antikor  komplekslerinin immuinoreaktivite
degerlendirmeleri, gelistirilen In-cell ELISA yontemi ile gerceklestirilmistir. Analiz
verileri 1siginda, seriler halinde hazirlanmis olan komplekslerden immdiinoreaktivitesi
en ylksek olan serinin immuinositokimya calismalarinda kullanilmasi amacglanmustir.
Elde edilen verilere gore; anti-DTPA antikoru hiicrelere 6zgiin olmayan sekilde
baglanma gostermesine ragmen, konjugatlar ile elde edilen baglanma, anti-DTPA
grubu ile karsilastirildiginda anlamh sekilde artmaktadir (p<0,0001). Gegirgenligi

artmis hiicrelerde kompleksin hiicre icerisine girisinin artmasi, hicre icerisinde
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bulunan reseptorlere baglanmayl da saglayacagindan, elde edilen absorbans
degerlerinde artma beklenmektedir (180). Gegirgenligi artirilmis hiicrelerde goérilen
baglanma artisinin dislik olmasi, s6z konusu hicrelerde bulunan p32

reseptorlerinin cogunlukla hiicre ylizeyinde konumlandigini diistindliirmektedir.

5.5.5. immiinositokimya Calismalari

Konjugatlara ait immiinositokimya calismalari ile lineer ve siklik peptit
kullanilarak hazirlanan konjugatlarin MDA-MB-231 hiicrelerine baglanma 6zellikleri
degerlendirilmistir. On deneme olarak yapilan LyP-1-Floresin konjugat inkiibasyonu
sonrasl, tek basina floresin uygulanan hicrelerdeki 6zgiin olmayan baglanmaya gore
lineer ve siklik peptit ile hazirlanan konjugatlarda yiksek floresan siddeti
gorilmektedir. Lineer ve siklik peptit karsilastirildiginda; siklik peptidin arka plan
floresan 1simasinin daha az oldugu ve buna bagl olarak da hiicrelere spefisik
olmayan baglanmanin daha az gozlendigi sdylenebilir.

Gorilntiileme sitometresi ile 24 saat sliresince yapilan inceleme sonucunda
floresin isaretli peptidin hiicrelere giris ve hicre icerisinde birikimleri hakkinda
onemli bilgiler elde edilmistir. Hiicre membrani ve ¢cekirdek membrani isaretlenerek
okunan floresan siddeti degerleri, peptidin zamana bagli olarak hiicrenin icerisinde
konumlanma bdlgelerini gostermektedir. Yesil integral degeri; hicre cekirdegi
sinirlari icerisinde gorilen floresan madde miktarini bildirmekte olup, yesil periferal
integral degeri; ¢ekirdek membrani ile hiicre membrani arasinda kalan boélgede
biriken floresan maddeye bagli 1sima olarak tanimlanmaktadir.

Cekilen floresan mikroskop goriintileri degerlendirildiginde; isaretli peptit

30. dk.’dan itibaren sitoplazmada gozlenmeye baslamistir. 24. saatin sonuna kadar
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sitoplazmadaki miktari artmaya devam eden peptidin cekirdekte toplanmasi
3. saate kadar artmis olup 6. ve 24. saatte diislise gecmistir.

p32 reseptoriinin mitokondri, cekirdek ve hiicre ylizeyinde ifade edildigi ve
kanser hiicreleri ylizeyinde miktarinin arttig1 Fogal ve ark. tarafindan 2008 yilinda
bildirilmistir (1). Bu bilgi i1siginda; peptide 6zgl reseptér olan p32’nin, cekirdek
ylzeyinde de ifade edilmesine bagl olarak peptidin cekirdege girisini artirdigi
distintlmektedir.

Sitoplazmada 6. saat itibariyle goriilmeye baslanan ve 24. saatin sonunda
belirginlesen yogun yesil noktalarin olusumu, LyP-1'in mitokondride birikmis
olabilecegini dislindirmektedir. S6z konusu noktalar lizozomlarda biriken peptide
de isaret edebileceginden; mitokondriyal ve lizozomal isaretler ile gorintileme
calismalari yapilmasiyla daha dogru bir yargiya varilabilir.

Konjugasyon calismalari ile elde edilen bispesifik antikor komplekslerine ait
iki basamakli 6n hedeflendirme c¢alismasi kapsaminda, 30 dk. ve 3 saat boyunca
bispesifik kompleksler ile muamele edilmis hiicrelere 1 saat sireyle DSPL-RITC
konjugatlari  uygulanarak komplekslerin  aktif hedeflendirme kapasiteleri
degerlendirilmistir.  Yapilan floresan siddeti analizi sonrasi 3. saatle
karsilastirildiginda, 30.dk.’da hiicrelerde daha fazla floresan isaretli konjugat birikimi
gozlenmistir. Sonuglar, gorintileme sitometrisinde alinan sonuglar ile beraber
degerlendirildiginde; 30. dk. itibariyle hiicre icerisine girmeye baslayan peptit
konjugatlarinin 3. saate kadar hiicre icerisine artan miktarlarda girecegi
ongorulmektedir. Bu durumda; hiicre ylizeyinde, 2. basamakta hedeflendirilen
DSPL-RITC konjugatlarinin baglanmasina olanak saglayacak bispesifik konjugat
miktari azalacaktir ve tek basina hiicre icerisine giremeyen DSPL-RITC konjugatlari,

gozlenen floresan siddetinde diisiise neden olacaktir.
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5.6. Etkin Madde Miktar Tayin Yontemi Gelistiriimesi ve Validasyonu

5.6.1. HPLC Yonteminin Gelistirmesi ve Validasyonu

Tez calismasi kapsaminda, etkin maddeye ait stabilite calismalarinda
kullanilmak Gzere HPLC yontemi gelistirilmistir. Analiz icin tercih edilen UV
dedektor, peptit/protein yapida molekullerin analizinde tercih edilmektedir.
Kullanilacak dalga boyu belirlenirken peptit/protein yapidaki orneklerde siklikla
kullanilan UV dalga boylari degerlendirilmistir. Diziliminde triptofan ve tirozin
bulunan o6rnekler icin 280 nm dalga boyu siklikla tercih edilirken, tez calismasi
kapsaminda kullanilan peptidin diziliminde aromatik yapida aminoasit olmamasi, bu
secenegi ortadan kaldirmistir. Peptit baglarinin 190 nm’den baslayarak distk dalga
boylarinda en yliksek absorbans degerlerine ulastigi bilinmektedir. Ancak diisik
dalga boylarinda analiz yapilirken yasanan teknik sikintilar, analizlerde alternatif
olarak 205-215 nm dalga boyu araliginin kullanilmasina olanak saglamaktadir (181).
Tez calismasi kapsaminda kullanilan peptidin analizi 205 nm dalga boyunda
gerceklestirildiginde; dlsik dalga boylarinda glirtiltli oraninin artmasina bagli olarak
kromatogramda uygun referans hatti elde edilemediginden, analizler 215 nm’de
valide edilmistir.

Analizler sirasinda ters faz HPLC yontemi kullanilmis olup hareketli faz olarak
su (%0,1 TFA): asetonitril (%0,1 TFA) (h/h) sistemi tercih edilmistir. Trifloroasetik asit
(TFA), peptitlerin HPLC analizlerinde siklikla kullanilan bir madde olup keskin pikler
elde edilmesine olanak saglamaktadir (182, 183). Kullanilan gradyan yontem, uygun
morfolojide piklerin elde edilmesi amaciyla tercih edilmistir. Yontemin validasyonu
“ICH Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2 (R1)" kilavuzu

esas alinarak gerceklestirilmistir.
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Validasyon calismalari  kapsaminda dogrusallik, dogruluk, kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar edilebilirlik), duyarhlik ve 06zginlik parametreleri
degerlendirilmistir. Bu kapsamda 0,99886 determinasyon katsayisi ile 25-200 pg/mi
araliginda dogrusal bir kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. Yontem ile elde edilen
kesinlik degerlerine ait varyasyon katsayilari %2’nin altinda olup, ydntemin
tekrarlanabilirligini dogrulamaktadir. LyP-1’e ait teshis siniri 8,15 ve tayin siniri
24,70 pg/ml olarak belirlenmistir. Formulasyon bilesenlerinin enjeksiyonu sonrasi
elde edilen kromatogramlar ile LyP-1’e ait pikin herhangi bir girisim yapmadigi

gosterilerek yontemin peptide 6zglin oldugu kanitlanmistir.

5.6.2. LC-MS/MS Yonteminin Gelistirilmesi

Hicre kilttrd ve dissollisyon calismalarindan elde edilen 6rneklerde mevcut
madde miktarlarinin, gelistirilip valide edilen HPLC ydnteminin tayin sinirlarinin
disinda kalmasi sebebiyle, 10-7500 ng/ml araliginda dogrusal olan (R*=0,99787) bir
LC-MS/MS yontemi gelistirilmistir.

S6z konusu yontem, gelistirilen HPLC yonteminden tirevlendirilmis olup
hareketli faz bilesimi benzerdir. LC-MS analizlerinde; TFA’nin sinyal baskilamasi
yapmasl nedeniyle, gelistirilen yontemde TFA yerine formik asit tercih edilmistir

(184).
5.7.  Stabilite GCalismalar

Tez calismasi kapsaminda; kullanilan peptidin farkh pH ve tampon
konsantrasyonu degerlerinde stabilitesi incelenerek pH-hiz profili ¢ikarilmis olup,

peptidin dayanikh oldugu pH’lar degerlendirilmistir.
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Siklik peptitlerin, yapilarinda bulunan difsilfiir baglarinin peptit omurgasini
glclendirmesi sayesinde stabil yapilar olusturdugu bilinmektedir(185, 186). Tez
calismasi kapsaminda kullanilan LyP-1'in siklik formu da, lineer formu ile
karsilastirildiginda (187), lineer peptidin en yiksek stabilite gosterdigi pH 1’'de
yarilanma omri 304,72 saat iken; siklik peptidin en stabil oldugu aralik pH 6-8
bolgesi olup, yarilanma omri 1299,31 saate kadar ¢ikmaktadir. S6z konusu aralik
fizyolojik pH araligi olup, peptidin siklik formunun parenteral ve oral kullanimi igin
Ustlnlik saglamaktadir.

Peptit yapida molekiillerde gorilen stabilite problemlerinin basinda hidroliz,
oksidasyon ve deamidasyon gelmektedir. Amino asit diziliminde sistein bulunan
peptitler oksidasyona yatkinlik gosterirken; glisin, glutamin, asparajin ve aspartik
asit, deamidasyon ile siklik imid yapida ara Urine donliserek rasemizasyona
ugramaktadir (188). Bu sebeple, LyP-1’e ait pH-hiz profilinin belirlenmesi,
literatlirde benzer bir calisma bulunmadigindan 6nem tasimaktadir. LyP-1'in
yapisinda  bulunan  disilfir baglart  yapiya konformasyonel saglamlik
kazandirdigindan, peptidin stabilitesini artirmaktadir. Bazik pH degerlerinde peptit
stabilitesinin azalmasinin, peptit dizliminde yer alan glisin ve asparajinin
deamidasyonun bazik pH’larda artmasina bagh oldugu ongorilmektedir. Ayrica
yapisinda disilfiir bagi iceren peptitlerde nétral ve bazik pH’larda distlfir bagi
parcalanmasina bagli olarak stabilitede azalma goruldtgi bildirilmistir (186).

Stabilite calismalari kapsaminda vyiritilen diger bir calisma, sicakhigin
reaksiyon hizi lzerine etkisinin incelendigi Arrhenius dogrularinin olusturulmasidir.
Arrhenius denklemi kullanilarak 3 farkl sicaklik ve 3 farkli pH degerinde reaksiyon
hiz sabitleri hesaplanarak, literatlirle uyumlu olarak artan sicakliklarda reaksiyon hiz

sabitinin arttigi gosterilmistir. Diger bir deyisle; sicaklik arttikca, peptidin stabilitesi
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azalmaktadir. Ug sicaklik Gizerinden hesaplanan aktivasyon enerjileri incelendiginde;
degerin pH 8 icin, pH 3 ve pH 6'dan yiksek oldugu gorilmektedir. Bu sonug,
peptidin pH 8 ortaminda reaksiyona girebilmesi icin disaridan daha fazla ener;ji
uygulanmasi gerektigini, dolayisiyla peptidin s6z konusu pH’da daha stabil oldugunu
gostermektedir.

Formilasyonlarin stabilitesi incelendiginde; 1:10 oraninda seyreltilmis
formuilasyonlarin damlacik boyutlarinda 14 giin sonunda herhangi bir degisim
olmamasi, termodinamik acidan stabil, kendiliginden emdilsifiye olabilen sistemler
elde edildiginin gostergesidir. Formilasyonlarin kullanim 6ncesi seyreltilerek
uygulanacagl distnidldiginde, seyreltme sonrasinda dahi stabilitesini uzun siire

koruyacagi gosterilmistir.

5.8. Dissoliisyon Calismasi

Dissolliisyon calismalari kapsaminda katilastirilan SEDDS formdilasyonlari
kapsil ve tablet seklinde formiile edilerek, kati dozaj formu icin 6ngorilen oral
kullanima uygunluk degerlendirilmistir. Calismalar kapsaminda USP 29 — NF 24’de
tarif edilen sekilde asit ve tampon ortami olarak hazirlanan iki farkh ortamda
gerceklestirilen calismada, geciktirilmis salim saglamak (izere polimer c¢ozeltisi ile
kaplanmis tablet ve asit ortama dayanikl olarak tretilen HPMC yapida DRcaps™
kapstllerden ortama gecen LyP-1 miktari tayin edilmistir.

Tabletlerin kaplanmasi amaciyla kullanilan ve polimetakrilat tirevi bir
polimer olan Eudragit S100; firma tarafindan verilen teknik 6zelliklere uygun olarak
pH 7’nin Ulzerinde ¢ozlinmektedir. Secilen Eudragit tirevi, lenfatik absorpsiyonun
fazla oldugu Peyer plaklarinin bulundugu ince bagirsak bolgesine hedeflendirme

yapmak amaciyla secilmistir. S6z konusu boélgede pH degeri 6 ile 7,4 araliginda
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degismektedir (189). Boylece kullanilan kaplama sayesinde mide asit ortamindan
korunarak bagirsak bolgesine kadar gelen etkin maddenin ince bagirsakta ¢ozlinerek
absorbe olmasi beklenmektedir. Yirdatilen calisma ile elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde; gelistirilen formilasyonlarin, peptidi asit ortamda %7,07 ile
%12,87 araliginda saldigi, salimin geri kalan biyuk kisminin pH 6,8 tamponunda
gerceklestigi goriilmektedir. Plskirterek kurutma ile elde edilen orneklerde,
tampon ortaminda daha yiksek ¢o6ziinme oranlarina rastlanmaktadir. Bu veriler
Isiginda, etkin maddeyi mide asidinden koruyan ve bagirsak ortamini taklit eden
tampon ortaminda ¢6zlinmesine olanak veren formilasyonun, pliskiirterek kurutma

ile elde edilen kapsiil formilasyonu olarak 6ne ¢iktigi sdylenebilir.

5.9.  Hiicre Kiiltiirii Galismalari

5.9.1. Formiilasyonlara Ait Calismalar

Gelistirilen formdilasyonlar, saglikli hiicrelerde gorilecek etkilerin en aza
indirilmesi amaciyla ilk olarak Caco-2 hicre hatlarinda denenmis olup, uygun
formilasyonlar ve s6z konusu formilasyonlara ait seyreltmeler, biyoaktivite
calismalarinda kullanilacak seyreltme oranlarinin belirlenmesinde yol gosterici
olmustur. ilk islem olarak, farkli seyreltme oranlarinda uygulanan sivi SEDDS'ler
arasindan, biyouyumlulugu en yiksek 6rnek olan U9-F21 model formiilasyon olarak
secilmistir.

SEDDS formiilasyonlarinda bulunan ylizey etkin maddeler, belirli seyreltme
oranlari lzerinde kullanildiklarinda saglikli hiicreler icin tehdit olusturmamaktadir.
Yizey etkin maddelerin seyreltilmesi sonucu tiim gruplar icin hiicre canliliklarinin

arttigi goridlmektedir. Sonuglar incelendiginde; U9-F21 formilasyonun 1:200
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seyreltmeden itibaren kontrol grubu ile benzer hiicre canhligini devam ettirdigi
gorilmektedir. Seyreltme oranlari arttik¢a ylzey etkin madde miktarindaki azalma
sebebiyle formulasyonlar arasindaki farklar ortadan kalkmaktadir.

Kati bos formilasyonlarda go6zlenen hiicre canliliklari incelendiginde;
katilastirma yonteminin, Caco-2 hiicre canliik degerleri lizerinde fark yarattig
gorilmektedir. Liyofilizasyon ile elde edilen U9-F23 ve U12-F17 formilasyonlari,
plskirterek kurutma ile elde edildiginde, uygulamadan 24 saat sonra yliksek
biyouyumluluk gosterirken; liyofilizasyon o6rnekleri kontrol grubu ile farklilhk
gostererek hiicre canhliginda distise neden olmustur. Bu durumun, liyofilizasyon
basamaginda adsorban olarak kullanilan ve donma etkisinden koruma 6zelligi de
olan mannitolden kaynaklandigi duslintilmektedir. Mannitol gecirgenliginin
degerlendirilmesi, Caco-2 hicrelerinde tek tabaka olusturulan deney kosullarinda,
tek tabakanin batlnligini dogrulamak amaciyla TEER olgcimiine alternatif olarak
kullanilabilen bir yéntemdir (190). Normal kosullar altinda Caco-2 hiicrelerine giris
yapmayan mannitoliin, formilasyonlar icerisinde mevcut olan ylizey etkin
maddelerin membran gecirgenligini artirici Ozellikleri sebebiyle hiicreye yliksek
miktarda girerek etki gosterdigi diistintilmektedir.

Sivi (1:8000) ve kati (1:10000) bos formiilasyonlarin Caco-2 hiicre canlilik
degerleri karsilastirildiginda, U8-F21 ve U12-F17 formilasyonlari disinda, tim
gruplarda sivi formilasyonlarin biyouyumlulugu kati formilasyonlardan daha
ylksek bulunmustur.

LyP-1’'in U9-F21 sivi SEDDS formilasyonu kullanilarak hazirlanan kati
formulasyonlarinin biyouyumlulugunun gosterilmesi amaciyla peptidin lineer ve
siklik formu Caco-2 hiicrelerine uygulanmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ile

formilasyon gruplari arasinda fark gozlenmezken, formilasyonlarin 48 saat



190

boyunca bekletildigi durumda katilastirmanin liyofilizasyon ile gerceklestirildigi
gruplarda, mannitoliin hiicre icerisine girisinin artmasi sebebiyle, hiicre canlihg
degeri %64-72 arahginda goézlenmigstir. Gelistirilen formulasyonlarin in vivo
uygulamasi sirasinda parenteral veya oral yol tercih edileceginden, formiilasyonlarin
kanda veya gastrointestinal sivida sonsuz seyreltmeye ugrayarak emiilsiyon
damlaciklari olusturacaklari ve saglikh hiicreler Gzerinde herhangi bir sitotoksik etki
gostermeyecekleri 6ngorilmektedir.

MDA-MB-231 hiicre hatti Uzerinde gorilen sitotoksik etkinin  bos
formilasyonlardan  kaynaklanmadiginin  dogrulanmasi  ve formiilasyonlarin
biyouyumlulugunun gosterilmesi amaciyla hazirlanan tim kati formulasyonlar, 24 ve
48 saat boyunca degerlendirilmis olup, hiicre canliik degerleri kontrol grubundan
farkli bulunmamistir. Bu sonuca gére; MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda,
LyP-1 iceren formiulasyonlar ile gorilecek hicre canhligi degerlerinin peptidin
antikanser etkisinden kaynaklandigi soylenebilir. U9-F21 formilasyonu ile
hazirlanan LyP-1"e ait kati formilasyon grubunda hiicre canlihginin %52,05 ile 66,64
araliginda degistigi gorllmektedir. Elde edilen bu sonug, LyP-1’'in kati SEDDS
formilasyonlarinin - MDA-MB-231 hilicre hatti Uzerinde antikanser etkisini
dogrulamaktadir.

Gelistirilen formilasyonlarin in vivo ¢alismalarda kullanilan 4T1 hiicre hatti
Uzerinde etkilerinin incelenmesi, ek olarak LyP-1 ve doksorubisinin tek basina ve
kombinasyon halinde etkililiklerinin degerlendirilmesi amaciyla calismalarda
kullanilacak sivi  formilasyonlar MDA-MB-231 ve 4T1 hicre hatlarinda
degerlendirilmistir. Doksorubisinin etkisine bakildiginda 24. ve 48. saate ait

sonuclar, doza bagl etkiyi isaret etmektedir. Kontrol grubu ile anlamli farka sahip en
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disiik dozun (0,15 uM) kombinasyon tedavisi icin segilmesi, LyP-1 ile yapilan
kombinasyonun etkisinin anlamlandirilabilmesi agisindan dnemlidir.

LyP-1’in 15,6 — 250 uM konsantrasyon araliginda doz titrasyonu yapildiginda,
ozellikle MDA-MB-231 hiicre hattinda doza bagh bir egilim gozlenmektedir. Bu
sonu¢, Western Blot analizlerinde s6z konusu hiicre hattinda LyP-1'e 6zgi
reseptoriin daha ylksek miktarda ifade edilmesi ile uyumludur. Literatlirde siklik
LyP-1’in tek basina uygulamada antikanser etkisinin gosterildigi tek bir calisma
mevcut olup kullanilan hiicre hatti MDA-MB-435 meme kanseri hiicre hattidir (163).
Peptidin antikanser etkisi agirlikli olarak in vivo ¢alismalarla gosterilmis olup, bu tez
calismasi kapsaminda da peptidin antikanser etkinlik in vivo deneyler ile somut
sekilde desteklenmistir.

LyP-1 ile  kombine halde kullanilan  doksorubisinin  etkinligi
degerlendirildiginde; MDA-MB- 231 hiicre hattinda 48 saatin sonunda tek basina
%74,3 oraninda canllik degerlerine sahip doksorubisin ¢ozeltisi, 250 uM LyP-1 ile
kombine edildiginde hiicre canhligi %49,6’ya kadar dismistir. Kombinasyona
katilan LyP-1 miktari arttikca hiicre canliliklarinda gozlenen disis, LyP-1’in doza
bagli etkisini dogrulamaktadir.

Kombine tedavide formilasyonun etkisini incelemek Uzere ilk olarak bos sivi
formuilasyonlarin meme kanseri hiicre hatlarinda kullanilacak seyreltme oranlari
belirlenirken, iki hiicre hattinda da 24 ve 48 saat sonunda kontrol grubu ile fark
gozlenmeyen 1:32000-1:8000 araligindan, peptit ile hazirlama sirasinda
uygulanabilecek en vyiksek seyreltme orani olan 1:16000 segilmistir. Sonraki
asamada, formilasyonun etkisinin incelenmesi amaciyla doksorubisin ve LyP-1
SEDDS formiilasyonlari icerisinde verilmistir. LyP-1 ve doksorubisinin kombine

olarak formile edildigi gruplarda MTT testi uygulandiginda 24 ve 48. saatlerde LyP-
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1lin titre edildigi gruplar arasinda formilasyonun etkisi sebebiyle fark
golgelenmistir. Doksorubisinin tek basina gosterdigi etki ise MDA-MB-231 hiicre
hattinda 24. ve 48. saatte sirasiyla %91,7 ve 89,7 hiicresel canliiga neden olurken,
bu deger SEDDS igerisinde uygulamada %60,9 ve 46,37’ye kadar gerilemistir. Diger
bir deyisle; doksorubisinin etkisinin, SEDDS formilasyonlari icerisinde uygulama ile

arttig gosterilmistir.

Transport Calismalari

Gelistirilen formilasyonlarin oral uygulamada go6sterecekleri davranisin
degerlendirilebilmesi amaciyla yuritiilen transport calismalarinda; peptidin SEDDS
formulasyonlari icerisinde uygulanmasinin, bagirsak hicrelerini taklit eden Caco-2
hiicre hattindan gecisini U9-F21 sivi SEDDS ile 3,3 kat artirdigi gosterilmistir. Ayni
formilasyonun piskirterek kurutma ile elde edilen 6rneginde de gecisin 1,7 kat
arttig tespit edilmistir. Lipid yapidaki formilasyonlarin, hiicre membraninda yer
alan fosfolipidler ile etkilesime gecerek hiicresel girisi kolaylastirdigi bilinmektedir.
U9 faz diyagramina ait formiulasyonlar arasindan U9-F17 formiilasyonunun en
ylksek permeabilite degerine sahip olmasi, bu formilasyon bilesiminde sirfaktan
ylzdesinin en fazla olmasindan kaynaklanmaktadir (121). Bunun yani sira, TPGS’in
Caco-2 hicreleri lizerinde absorpsiyon artirici etkisi (191) gosterilmis olup U9 ve U8
faz diyagramlarinda s6z konusu yardimci maddenin kullanilmis olmasi, lenfatik
absorpsiyonun artiriimasi yoniinden de Ustinlik getirmektedir. Kati SEDDS
formilasyonlarina model olarak segilen U9-F21 formiilasyonunda bulunan yardimci
maddelerden Peceol’lin de Caco-2 hiicre hattinda bulunan P-gp’nin ifade seviyeleri

Uzerinde etkisinin oldugu gosterilmistir (192).
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5.9.2. Konjugatlara Ait Calismalar

Konjugasyon calismalari kapsaminda hazirlanan LyP-1 ila¢ konjugatlarindan
LyP-1-Doks konjugati, in vitro calismalar kapsaminda model olarak secilerek
doksorubisin  ¢ozeltisi ile karsilastirlmak Gzere MDA-MB-231 hiicrelerine
uygulanmistir. 0,3125 — 20 uM konsantrasyon araliginda doksorubisin (izerinden
standardize edilerek uygulanan dozlarin hicre canhliklari Uzerine etkisi
incelendiginde; yiksek konsantrasyonlarda gruplar arasinda fark goézlenmezken,
1,25 pM ile 5 uM konsantrasyon degerleri arasinda LyP-1-Doks konjugatinin
antikanser etkisinin daha vyiksek oldugu ve ICso degerini doksorubisinle
karsilastirildiginda  %50,1 oraninda dusurdigl gosterilmistir.  Doksorubisinin
literattrde bildirilen ICso degeri 0,5 — 10 uM arahginda olup, hesaplanan inhibitor
konsantrasyon degerleri ile uyumludur (193).

Hiicre igine Alim Galismalari

Hicre icine alim ¢alismalari kapsaminda planlanan deneyler ile, FAM isaretli
LyP-1’'in in vivo deneylerde kullanilan 4T1 hicrelerine alim kinetikleri
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler 1s18inda; transport deneyleri ile paralel olarak,
SEDDS formilasyonlari icerisinde uygulanan isaretli peptidin, ¢ozelti formu ile
karsilastirildiginda hiicrelere daha yiksek miktarlarda girdiginin gosterilmesi, SEDDS
formilasyonlarinin membran gecirgenligini artirici 6zelliklerinin, hicrelere girisi
kolaylastirmasi ile agiklanabilir. 1. ve 5. saatte elde edilen floresan siddeti degerleri
karsilastirildiginda; 5. saatte hicreler icerisinde biriken madde miktari artmistir.
Calisilan 1 — 27 uM konsantrasyon araliginda, artan LyP-1-FAM miktarina bagh

olarak hiicrelerde gézlenen floresan madde miktarlarinda da artis gézlenmistir.
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Enerji bagimh yolaklarin peptidin hilicre icerisine girisine etkisini
degerlendirmek icin sikhikla kullanilan yontemlerden biri, peptitlerin hicrelerle
4 °C’'de muamele edilmesiyle enerji bagiml yolaklari inhibe etmektir (169). Béylece,
4 ve 37 °C sicakliklar arasinda gériilen floresan siddeti farki, hiicreye enerji bagimli
yollarla giren peptit miktarini gostermektedir. Peptidin SEDDS icerisinde
uygulanmasi hem membran gecirgenligini artirarak girisi kolaylastirmakta, hem de
formilasyon icerisinde stabil sekilde ara yilizeyde konumlanan peptidin reseptor

aractligiyla hiicre icine alinmasina olanak saglamaktadir.

5.9.3. Western Blot Analizi

in vivo calismalarda kullanilan 4T1 ve MDA-MB-231 hiicre hatti ile 4T1 hiicre
hattinin farelere enjekte edilmesi sonrasi elde edilen tiimor dokularina ait lizatlar,
p32 reseptori varliginin dogrulanmasi amaciyla anti-p32 antikoru varliginda analiz
edilmistir. p32 proteininin 4T1, MDA-MB-231 , MCF-7 ve MDA-MB-435 hiicrelerinde
ifade edildigi literatiirde yer almaktadir (1). Ancak, hiicreler tarafindan ifade edilen
proteinlerin pasaj sayisi ve kiltlir kosullarina bagli olarak degisiklik gosterdigi
durumlar mevcuttur (194, 195). p32 proteinine ait bu dogrultuda bir bilgi
olmamakla birlikte, kanser hiicrelerinde artmis ifadeleri s6z konusudur. p32’nin
ifade derecelerinin yani sira, peptidin reseptore baglanabilmesi icin reseptor
konformasyonunun uygunlugu da o6nem tasimaktadir (196). Tez calismasi
kapsaminda calisilan hiicre hattinda proteinin varliginin dogrulanmasi, in vitro ve
vivo calismalar i¢in temel olusturmustur.

Elde edilen membran gorintilerinde yer alan bantlar incelendiginde, p32’ye
0zgl bantlarin MDA-MB-231 hiicre hattinda daha belirgin oldugu, buna bagh olarak

da daha yiiksek oranlarda ifade edildigi dngoriilmektedir. Hiicre canlilk ¢alismalari
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kapsaminda MDA-MB-231 hiicrelerine LyP-1 uygulamasi sonrasi konsantrasyona
bagl olarak gozlenen egilimin MDA-MB-231 hiicrelerinde belirgin olmasinin,
proteinin miktari ile iliskili oldugu dlslnlebilir. Yiklenen o6rnek miktarlarinin
karsilastirilabilmesine da olanak saglayan ve pozitif kontrol olarak kullanilan
[-aktine ait bantlar degerlendirilerek 6rnek yiikleme miktarlari karsilastirildiginda;
4T1 timor grubunda daha yiiksek miktarda B-aktin gdzlenmesine ragmen p32

miktari diisiik bulunmustur.

5.9.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

in vivo calismalarda kullanilacak hiicre hattinda p32 varliginin dogrulanmasi
icin kullanilan bir diger yontem olan polimeraz zincir reaksiyonu ile, 6rneklerde
bulunan ve ilgili geni kodlayan bolgenin cogaltiimasi saglanmistir. Calisma icin
primerler tasarlanirken, NCBI/Primer-BLAST veri tabani kullanilmistir. 4T1 hicre
hattinda yapilacak analizler icin fare (Mus musculus) mRNA’sinda p32’yi kodlayan
Ozgln bolgeleri taniyacak primerler secilmistir. Primerlerin farkh bdlgelerde bulunan
ayni kodu taslyan bolgeye spesifik olmayan sekilde baglanmasini 6nlemek igin araya
intronlarin girmesine izin vermeyecek sekilde ekzon-ekzon baglanma tercih
edilmistir. Primerler yaklasik 20 baz cifti uzunlukta secilerek spesifik olmayan
bolgelere baglanmanin en aza indirilmesi amaclanmistir. Onerilen primerler
arasindan sec¢im vyapilirken, primerin kendi (izerine katlanmasi veya diger
primerlerle etkilesmesini 6nlemek amaciyla katlanma degerleri en dislik olan
secenekler arasindan tercih yapilmistir. Uygun bulunan primerlerin, genomik
DNA’da benzer bir bolgeye baglanma riskini ortadan kaldirmak amaciyla, segilen
primer cifti, ayni tlre ait genomik DNA icin de sistemde test edilerek eslesen bolge

olmadigl dogrulanmistir. Secilen primerlerin olusturdugu p32 Urinl teorik olarak
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278 baz cifti uzunlugunda olup genomik DNA isaretlerinden 300 baz ciftine karsilik
gelen seviyede gozlenmistir. “4.9.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu” boliiminde
verilen sekilde goruldigi gibi, 4T1 hicre hatti ve 4T1 timor dokusu 6rneklerinde
p32 gen ifadesi mevcuttur. 175 baz cifti seviyesinde gorilen B-aktin gen Urinleri

reaksiyonun pozitif kontrolidr.

5.10. in Vivo Etkililik Calismalari

Gelistirilen formulasyonlarin canli sistemlerde davranislarinin gézlenmesi ve
tedavi etkinliginin degerlendirilebilmesi amaciyla ylritilen in vivo calismalar
kapsaminda, disi BALB/c fareler tizerinde uygulamalar gergeklestirilmistir. Kullanilan
timor modeli, meme kanseri modelleri arasinda siklikla tercih edilen bir model olup
timorin hizla olusmasi ve metastaz 6zelligi, Gstlinliikleri arasindadir.

PR, ER ve HER2 reseptorlerini ifade etmeyen ve bu sebeple timore 6zgi
tedavilerin kullaniminin olmadig lg¢lli negatif meme kanseri, gériilen meme kanseri
vakalarinin %15’ini olusturmaktadir. 4T1 ile olusturulan timoér modeli de, PR, ER ve
HER2 reseptorlerini ifade etmeyen Uclii negatif timor modeli olup, agresif seyreden
bir tablo sergilemektedir (197). Metastaz yapma potansiyeli oldukc¢a yliksek olan bu
model, BALB/c farelerde meme dokusuna enjekte edildiginde kisa strede karaciger,
akciger, lenf nodu gibi pek cok farkl dokuya metastaz yapabilmektedir (198).

Tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan modelde, hayvan basina % timor
degisimi degerleri incelendiginde; timor boyutlarinin hizli artisi, literattirle uyumlu
sekilde dikkat cekmektedir. Tedavinin baslangici da dahil olmak lizere, elde edilen
grup ici heterojen tliimoér boyutlar, yiksek standart hata degerleri elde edilmesine
neden olmustur. Tedavinin 28. glinlinde, hastaligin ilerleyisi sebebiyle ylksek timor

boyutlu farelerin kaybedilmesi, gruplar arasinda gorilen farklarin yakinlasmasina
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neden olmasina ragmen, kombinasyon tedavinin uygulandigi gruplar ile kontrol
olarak kullanilan SF ve bos formilasyon grubu arasinda % timor boyutu degisimi
acisindan anlamh fark gorilmektedir. Cozelti olarak doksorubisin uygulanan grup ile
doksorubisine ilave olarak LyP-1’in tedaviye eklendigi grup arasinda gozlenen fark,
LyP-1’in doksorubisinin etkisini artirdigini gostermektedir. Ayni sekilde, SEDDS
formilasyonu icerisinde uygulanan doksorubisin ile doksorubisinin LyP-1 ile
kombine halde SEDDS formilasyonlari icerisinde uygulandigi grup arasinda gézlenen
fark, LyP-1’in etkisini ortaya koymaktadir. S6z konusu durum, LyP-1'in antikanser
etkisine ek olarak, “bystander effect” ile aciklanabilir. LyP-1 ve RGD peptitlerinin,
aralarinda herhangi bir kovalan bag olmadan da beraber uygulandiklari maddelerin
etkilerini artirdiklari gosterilmis olup; ayni etki, tez calismasi kapsaminda da
doksorubisinin antikanser etkisinde gorilen artisi destekler niteliktedir (199).

Histopatolojik inceleme sonucu elde edilen 1sik mikroskobu gorintilerinde
(Sekil 4.46) yer alan meme tiimoér dokusunda, hem kas demetleri icerisinde hem de
yag dokusunda tiimor hicrelerinin infiltrasyonu gorilmektedir. Timor dokusunda
yer alan hicreler incelendiginde (Sekil 4.46.B), mitotik hicrelerin varhgi dikkat
cekmektedir. S6z konusu degerlendirme ile, 4T1 hiicre hatti araciligiyla olusturulan
timor modelinin varhigi dogrulanmis olup, agresif karakteri gosterilmistir.

Hayvan agirliklari incelendiginde; gruplar arasi fark gézlenmemis olup, hicbir
tedavi grubunda %15’ten fazla kilo kaybi gerceklesmemistir. 28. glinde bos SEDDS
uygulamasi vyapilan grupta gorilen agirhk sapmasi, 3 hayvanin ayni gin

kaybedilmesi ile iliskilidir.



198

5.11. in Vivo Biyodagihm Calismasi

in vivo biyodagilm calismasi, yiritiilen hayvan deneylerinin bir parcasi
olarak  gerceklestirilmistir.  intraperitoneal uygulama, kiiciik laboratuvar
hayvanlarinda i.v. uygulamaya alternatif olarak kullaniimakla birlikte,
farmakokinetik  yonden  degerlendirildiginde, oral uygulamaya yakinhk
gdstermektedir. intraperitoneal uygulanan etkin maddelerin absorpsiyonu i.v.
uygulamaya gore daha yavas olup, mezenterik damarlar tarafindan absorbe edilen
maddeler portal ven araciliiyla karacigere gitmektedir (200). “B&liim 4.11. in Vivo
Biyodagihim Calismasi”’nda yer alan Sekil 4.49’da formilasyon degiskenine gore
incelenen biyodagilim sonuclari, s6z konusu absorpsiyon yolagl géz 6niine alinarak
dizenlenmistir. Timorli farelere uygulanan SEDDS formiilasyonlari, s6z konusu
yolagi izleyen bir dagihim egilimi gostermistir. Peptidin mezenterik lenf nodlarinda
yliksek miktarda toplanmasi, LyP-1'in literatlrde bildirilen lenfatik hedeflendirme
ozelligini destekler niteliktedir. Peptidin her iki uygulama tirinde karacigerdeki
birikim oranlari da, absorpsiyon yolagina baglh olarak beklenen bir sonuctur.

Doku homoijenizatlarina yapilan CD206 antikor boyamasi ile pozitif hiicreler
ayrilarak makrofaj icerisine giren floresan madde miktari takip edilmistir. Timorli
hayvanlara uygulanan SEDDS formiilasyonlari sonrasi periton boslugu, karaciger ve
dalaktan elde edilen total imminhicrelerin floresan miktari ile makrofajlara giren
peptit miktari karsilastirildiginda, peptidin makrofaj hiicrelerinde daha az tutuldugu
gorilmektedir. Bu sonuca gore; Ozellikle immuin hicrelerin yliksek miktarda
bulundugu bdlgelerde SEDDS formiilasyonunun peptidin makrofajlardan kagmasina

olanak saglayacagi séylenebilir.
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Uygulanan formilasyonlar karsilastirildiginda; uygulama vyerinden kan
dolasimina en ylksek miktarda gecen grup SEDDS icerisinde formiile edilen ve
timorla farelere uygulanan peptit grubudur. Timoér dokularinda goérilen birikme de
peptidin SEDDS icerisinde uygulandigl grupta artmaktadir. Timoér dokusunda
gorilen vyiksek makrofaj girisi, LyP-1'e 0zgli p32 reseptoriniin  timor
makrofajlarinda da ifade edilmesi ve bunun sonucu olarak LyP-1’in, i.v. enjeksiyonu
sonras! timor makrofajlari, timor lenfatikleri ve timor hiicrelerinde toplanmasi ile
aciklanabilir (36, 37, 201). “Boliim 4.11. in Vivo Biyodagilim Calismasi” basligi altinda
verilen Sekil 4.48’de yer alan UV kamera goriintileri de timorli hayvana uygulanan
SEDDS formiilasyonunun mezenkimal lenf nodu ve timorde birikimini

dogrulamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

° Lenf damarlarina 06zgl, antikanser etkili LyP-1 peptidi, lenfatik
absorpsiyona uygun damlacik boyutlarina sahip, stabil sivi SEDDS formiilasyonlari
icerisinde formile edilmistir.

° Sivi SEDDS formiilasyonlari, oral uygulamaya uygun hale getirilmek
Uzere katilastirnlmistir. Elde edilen kati SEDDS formilasyonlari, midenin asit
ortamina dayanikh sekilde tasarlanmistir.

° Hazirlanan SEDDS formilasyonlarinin karakterizasyonlari yapilmis,
islevsellikleri in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir.

° Lenfatik hedeflendirmeye olanak saglayan ve kendisi de antikanser
ozellik gosteren LyP-1 peptidi, meme kanserinin rutin tedavisinde kullanilan
doksorubisin ile konjuge edilerek; MDA-MB-231 hiicre hattinda doksorubisinin
etkisini artirmistir.

° Peptit ve antikor varliginda, bispesifik kompleks yapilar hazirlanmis
ve secici baglanmayi artiran iki basamakli 6n hedeflendirme yontemi ile basarili bir
sekilde goriintiileme saglanmistir.

° PGA ve PL iskelet yapisina LyP-1 ve doksorubisinin konjugasyonu
saglanarak birden fazla molekili konjuge etme kapasitesine sahip polimer — peptit
ve polimer —ila¢ konjugatlari elde edilmistir.

° Siklik yapidaki LyP-1 peptidine ait HPLC ve LC-MS/MS miktar tayini
yontemleri gelistirilmistir.

° Siklik yapidaki LyP-1 peptidine ait stabilite profili olusturulmustur.

° Gelistirilen sivi ve kati SEDDS formiilasyonlari ile peptidin Caco-2

hiicrelerinden gecisi artirilmistir.
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° Doksorubisin ve LyP-1’'in kombinasyonu ile hazirlanan SEDDS
formulasyonlarinin 4T1 tumorlt BALB/c farelerde tiimor buyumesini yavaslattig
gosterilmistir.

° LyP-1’'in doksorubisin tedavisine eklenmesiyle, doksorubisinin
antikanser etkinliginde in vitro ve in vivo artis saglanmistir.

° in vivo calismalarla peptidin formiilasyon icerisinde uygulandiginda
mezenterik lenf nodu ve timor dokularinda daha ylksek oranda dagildig
gosterilmistir.

Bu tez calismasinin sonunda; kendiliginden emiilsifiye olabilen sistemler
icerisinde tiimor dokusuna lenfatik yoldan hedeflendirilen LyP-1 peptidinin meme
kanseri tedavisindeki potansiyeli gosterilmistir. S6z konusu sistemler, kullanilan
LyP-1 ve doksorubisin hidroklorir gibi etkin maddeler disinda, suda ¢6zindrlik
problemi olan etkin maddelerin tasinmasinda da uygulanabilecek sistemler olup,
kanser tedavisinde parenteral ve oral uygulama icin alternatif formilasyon
yaklasimlari olarak degerlendirilebilir.

lleriye yonelik calismalarda, tez kapsaminda kullanilan LyP-1 peptidinin
molekiiler modelleme c¢alismalari ile p32 reseptoriine etkin bir sekilde baglanan
analoglar tasarlanarak antikanser etkisi gliclendirilmis tlrevleri ile calismalarin
ylrGtilebilir. Ayrica hazirlanan LyP-1 konjugatlarinin in vivo davranislarinin
degerlendirilmesi amaciyla meme kanseri timor modelleri lizerinde c¢alismalar

gerceklestirilebilir.
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ABSTRACT

Purpose LyP-1, a nine-amino-acid tumor homing peptide,
selectively binds to its cognate receptor, p32. Overexpression
of p32 in certain tumors should allow use of LyP-1 as a
targeting agent for the delivery of therapeutic or diagnostic
agents. Peptide conjugates are developed for enhanced pre-
targeting of MDA-MB-231 breast cancer cells with peptide-
antibody bispecific complexes and targeting with multiple-
drug/-fluorophore-conjugated nano-polymers.

Methods LyP-1-anti-DTPA bispecific antibody complexes
(LyP-1-bsAbCx) were generated by conjugation of anti-
DTPA antibody and LyP-1. LyP-1-doxorubicin (Dox), Dox-
DTPA-succinyl-polylysine (Dox-DSPL), Dox-DSPL-LyP-1,
DTPA-Dox-poly glutamic acid (D-Dox-PGA) or DTPA-
rhodamine conjugated polylysine (DSPL-RITC) were pre-
pared. In vitro therapeutic efficacy and targeting by immuno-
fluorescence in MDA-MB-231 breast cancer cells were
assessed with Dox-LyP-1. Immunofluorescence visualization
of cancer cells was evaluated after pretargeting with LyP-1-
bsAbCx and targeting with DSPL-RITC.

Results Cytotoxicity of Dox-LyP-1 conjugates was significant-
ly greater than free doxorubicin (p < 0.0001). For fluorescent-
labeled LyP-1, internalization occurred in 30 min in tumor
cells. Fluorescence intensity of two-step targeted cells showed
that pretargeting with LyP-1-bsAbC, followed by targeting
with DSPL-RITC was greater than non-pretargeted DSPL-
RITC (p < 0.05).

B Ban-An Khaw
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Pharmaceutical Technclogy Departmert, Faculty of Pharmacy, Hacettepe
University, Ankara, Turkey
Departrment of Pharmaceutical Sdences, School of Pharmacy, Bouve
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~
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Conclusions Peptide-conjugates are effective targeting agents
for MDA-MB-231 breast cancer cells in culture, LyP-1-
bsAbCx and Dox-LyP-1 conjugates may allow development
of novel targeted cancer therapy and diagnosis.

KEY WORDS peptide-antibody bispecific complexes -
polymer pro-drug conjugates - pre-targeted drug targeting

ABBREVIATIONS
ADC Antibody-drug-conjugates
D-Dox-PGA  Doxorubicin conjugated
N-terminal
DTPA conjugated PGA
DMF Dimethylformamide
Dox Doxorubicin hydrochloride-
Dox-DSPL Dox-DTPA-succinyl-polylysine
Dox-DSPL-  LyP-1 conjugated to Dox-DSPL
LyP-|
Dox-LyP-1 LyP-1 conjugated with doxorubicin
hydrochloride
D-PGA N-terminal DTPA conjugated PGA
DPL DTPA-poly-L-lysine
D-PL-LyP- DTPA conjugated poly-L-lysine
I-Dox conjugated with LyP-1 and Dox
DPL-RITC RITC conjugated DPL
DSPL-LyP-1 LyP-1 conjugated to DSPL
DSPL-RITC ~ DTPA-succinyl rhodamine
conjugated poly-L-lysine
DTPA Diethylenetriaminepentaacetic acid
DTPA-BSA DTPA conjugated bovine serum albumin
GAM-HRP Goat anti-mouse IgG antibody conjugated
with HRP
LyP-1 9 amino adid peptide ligand
specific for mitochondrial

membrane receptor p32.
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Design and Optimization of Solid SMEDDS for a Lymphatic Targeting Peptide, LyP-1

ABSTRACT

Selin Seda Dogian, R. Neslihan Giirsoy
Hacettepe University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmace

£-mail ail.com, ngursoy

ical Technology, Ankara-TURKEY

Preparation of Liquid Farmulations

The purpose of the present work was to design liguid and sofid SMEDDS (Self-
Y System) for the lymphatic dellvery of LyP-1,
Mathods

Preformulation studies were carried out with Labrasol®, Gelucire® 44/14, Labrafit®, D-
[m}mapl-m polyethylene glycol succinste (TPGS) and Tween 80 a3 surfactant;
sine™, soybean oll, sunflower oil and aipha tocopherol as oll phase and
mmamﬂ.mm-‘dmmm'-mmnmnh
optimum formulation components for the SMEDDS, Ternary phase diagrams were
constructed to determine the sultable areas for nano/microemaulsion formation, Sultable
formulations were characterized for droplet size and zeta potential using Dynamic Light

studies were carried out with Labrasol®, Gelucire™ 44/14, Labrafil® M1944, D-[aipha}-tocopheryl slycol ) and Tween 80

Pcaol™, Maisine™, soybaan oil, sunflowes ol and alpha tocopherol as oll phase and polyethylene glycol m.pmbmm-umw a5 cosolvent to determine the

optimum formulation components for the SMEDDS. The sultable excipients ware dateeminad according to the droplet size and 2eta potential of the formulations which had

constant componarts for oi, cosolvent and surfactant as %5, %35 and %60 respectivaly', 10 formulation points for each 12 mixtures were studied for the constructon of futher

tornary phase diagrams. Th ! mixures 1 ble tarnary phase diagrams with 49 formulation points for each diagram.

Preparation of Soid Farmulations

The stable liquid formalations, which were selected after the determination of the droplet size and zeta potential for two waeks, were soidified with spray drying or
mathods. For the manaitol (%20),lactose (%10), Aarosiz*(¥3) and u-uun U2%(5%3) ware used as adsorbent’. The selected formulations wers spray-

dried with % 0.5 of Aercsil® * and Neusilin U2* in athanol or with (%5) and Nousilin U2*(XS).

Characterization of Formulations
Physical stability

Scattering (DLS) method (Malvern Zetasizer UK). Selected
spray drying Mini Spray Dryer,

Results

Optimum were obtained using

{1:5) mixture a3 the surfactant, and propylene giycol as

excipient ratios, the off phase (5-80%), surfactant (10- 80%) and cosolvent (5-80%) were
mnunommm.u-:umrmmnghzlmmmmnm

terms of color, ph pal and turbidity during two weeks.

Droplet Slze and Zeta Potential Analysis.
Physically stable blank formulations were analyred In terms of droplet size and 2eta potential utllizing a Malvern Zetasizer Nanoseries Nano Z5 (UK) for two weeks (ne3).
analy

ysls
The formalations were evaluated using polarized light microscopy (Leica DM £, Germany) for the possiblity of liquid crystal structures that give specific anisotropic images
under polarized fight.

temperature for 24 b before dilution with (1:20). Stable

selectad for further Mhumﬂnm-unmddmmxmimnth

nonlonic surfactants. After two week of stability evaluation, the formulations containing

Peceol (%5) as the ofl phase, TPGS: Labrasol (1:5) (%50-65) mixture =5 the surfactant, and

propylene glycol {%30-45) as the cosolvent had 17.8422.24 nm droplet size with 0,2120,05

PDL. Solid formulations were obtained by spray drying wsing 0.5 % Aerosil in ethanol as

adsorbant. Resultieg solid formulations had droplet size of 15.1243.03 nm after dilution.

Condusion

Suitable SMEDDS formulations were designed and optimized for further solld SEDDS
lations of the anti-<ancer LyP-1.

This project s supported by TUBTAK (The Scientific and

RESULTS

Characterization - Liquid | Ternary Phase Diagrams

Table 2. Droplet size, P01 and 1eta
The data are ghven as “Mean25.0” (n=3)
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PURPOSE

The purpose of the prasent work was to design liquid and solid SMEDDS (Self-
Microamulsifying Drug Delivery System) formulations for the lymphatic
delivery of LyP-1.
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In vitro Evaluation and Permeability Assessment of Liquid and Solid SMEDDS for the
Lymphatic Targeting of the Cyclic LyP-1 Peptide
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ABSTRACT
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L1, for the of the tu
ombined ﬂh“ml wrticancer agenr, doxoruicin MMMI, Iamwhwﬂ

Muthods; Ly ) were grepurad by the linear LyP-1 peptide
Wth  sdfoNHS and  Jecwyl  S(3-dimetiylaminepropyl]  Gibediimide (EDC)  Then, Dowhd i
dimechytformemide was added, After incubatin, the conjugstes were purified by the Sephades G-10 column
Protocol with 50 mM NaCl/ SmM SDTA (54 8] buffer. OTPA-Dox-PL- LyP-1 drug-conjugaries ware

of OTPA. roroscwtylsted sed

un-boune
described above. Cytatoxcity studies with these seagents were dstermined In MOAMB-231 breast cancer cels
in culture. for comparison of binding, Lyp-1 was coupled with fluorescein isothocynase ind bindirg of LyP-1-
PTC compered to N'l‘hI of variswn drug conjugates in MMM&”I cells in cultere, Immunocytocheemistry,
carried

out mM'mmmtmmmu (Thariabs ic., N, mmm\-mmumm ncubated with
WP-3-FITC for time Intervats for

e ty Ngher 0031}
in MDA M8-231 cell ne. labeied Lyb 1©
minutes of incubstion. flow cpteematric annyass haerated statascal diffecerce betwean the floomucencs
Intensity of celis treated whh dosorsbicin hydrochioride alone ard pegtide-drug cenjugates. LyP-3-Dux
(=0.002) and DTPA-Dax-PLLYP-1 (< 0.001) conjugates shawed greater drug eptake than free Daw Ol in MDA-
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Preparotion of Peptide Conjvgates
Ly conugates the Encar LyP-1 peptice and L-ethy- Thes, DawHC In

corjugates 50 MM NaC1/ Sen) EDTA {pH 8) bafter (Figure 1).
Wurlmm-mmmwwmdmt-ummvmmu\mvwwn-nummnrwmmmuvmim
coupling, EDC activated Dow HOI 25 descrided above was then sddad dropwise to the reaction mixture and the unbound Dex was separsted fram DTPA-Dax-PL-LyP-1 canjugates s dessribed
sbove.

Ce Cultwre Studies

MDA-MB-231 breast cancer ced line was cultured in DMEM (High Gluzose, &mM Lglutamine and sodium pyruvate) with 10% fetat bovire

008 myg/ml). Fer the call viabilty wudies MOA-ME-231 cell were seeded in 96 well plates with the concentration of 1 x 10° cell/weli and cultsred oversight in media. To determine the cell
Y conjegates, celh Dax WO of Ly?-3-Dax for 26 hours (Figure 2, wmuwwwmnwnmwﬂwm

assay. The meda was removed after incsbation and cells media. 200 L of reagest was added 1o the cefis with the dilation of 15 in cell culture meda and

Immurecprecemitry Stedie
Afiquots of MOA-MS-231 cals (40 avernght. curmoved and eels e linear L1111, cychie Ly 141TC or FITC slone for 1 heur as
402 W alquots (Figure 3). After isccbation, (ﬂlunMMplnv—bM-h’nmm— The nucle uu*mwummmu-nmnmu
obsenatisn (Nikoe, Edip . Ay inithal #rie =

Cytometer (Therlsds kc., N, USA) mmn-mmmmu..-muncmh.hnnlm ) Cwnhwmnbdl-ﬂnnlwmdmm&n
MAOA-MI-231 cells Figure 4], Green e 2]

Fluorescest Actheatad Cell Analyses

- by with 1% After 8090 5% ceofisuncy, cels were hirvested by ol peliets 1
¥ 19° calls/mi cull concemration In ice Gl 0L M P83, Call suspenaions were trasted with ssmples for determined Incubtion times. After weshing and resuspending, the number and the
staining of cefly in aach sample werw assesved by flaw cyteetry (Caiur instrumest, B0 Dlasclences, San Jose, CA] equipped with an argonios laser aed an sptions) second red diode lmer
[seurce energy, 15 mW; detection e, SO0 counts per second). Duta mere lve gated fur 10 000 cells each by Forward Uight Scatte: (PSC) and Side Light Scetier (S5€). Cel Quest pro software was
uwwmwummwwwnnuh«sﬁnm CA) (Table 1)

Data Anatpsiy
A confidence level of 95% was chowen, and p<0.05 indicated that the differsnce amang the greues was statistcally vigrificant. AT esperirents were expressed as muan t 50, Al data analyses
| were perfarmed wing SttPhes S.82.0.

WB-231 brwast cancer culls.
Conchavion: Novel peptidedrug conjugetes that posiess the tumor-homing properties of Lyfl and the
m'mummmmlnummmk Binding snd letemalaation of LyR1

cells an that of froe DuxHCL Indicatieg enhanced tageted
Sy of 8 convertionsl Chemotherapeuts apemt 1 the formi of paptide. polyeer-drag CosRgATRS o
pegtide-drug-conjegates.
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CONCLUSION

| st

(vl wmutmlwuntbn possess the tumor-homing anoﬂw—l"

and th yof cells,
“Binding and intarnalization u LyP-1 drug-conjugates in the breast carcer colls ware
greater than that of free DowHCY, indicating enharced targeted delivery of a
coeventionsl chematherspeutic agent in the forms of peptidepolymerdrug

| comjugates or pestide-drug-conjagates. %
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PURPOSE Between the pH ranges of 3 to 10, it was observed that the concentration of the buffe
'solution affected the degradation rate of the cyclic ide. The degradation was i d|
land Ited in shorter half lives with i ing ionic ation due to buffer catalysis.|
The purpose of the present work was to evaluate the ‘At pH 4 and pH 5, degradation rate constant (k) and half-life (t, ;) could not be calculated|
chemical stability of cyclic LyP-1 peptide at different pH|  que to extensive degradation. The half-life of cyclic LyP-1 was found to be 1299.31 hours in|
values in order to design possibl pH 6 phosphate buffer (0.0125 M), which was determined as the most stable state in buffe!
for administration. 'solution.
Cyclic peptide was found to be more stable then the linear form when compared to ou
\previous study, in which the linear form was stable at pH 1 with 304.721 hours of half-ife (0.
\Cevik, N. Gursoy, Stability Assessment of the Tumor Spesific Lyp-1 Peptide at Different p
and in the Newly-Developed Self-Microemulsifying Drug Delivery Systems (SMEDDS), AAPS|
A I Meeting and Exposition 2011 Washington, DC, USA).

=0.85078

[} 100 200
Time (hour)

Degradation kinetics and pH-rate profiles were|
evaluated with buffer solutions in 12 different pH values|

Table 1. kobs and t ¥ values of cychic LyP-1

at 37 oC. The buffer solutions ranging from pH 3 to pH 10 PH7 e PP 3 Bt
ere prepared as 3 different concentrations in order to| 9008 T . b é‘g St wETe
¥=0, - ). 37 x x
:::;:;;ﬂ Atlrlmb :ff:act .of' ion cunosntration on pemh:e iome y/ 5 o 001 almm: 18360
utter were prep, 0 00081 oL BB010 4 19253 Figure 3, alt Iog %G - time graphics of pH 1, pH 2, pH 11and pH 12
USP 29 - NF 24. lonic strength was adjusted to 0.15 with R S il e e e e
the addition of NaCl. 200 pg/mL of cyclic LyP-1 stock o K S
olution was mixed with two times the concentration of] o 002 Do4: 006 3 2 CONCLUSION
the calculated buffer solutions to give 100 pg/mL final Savcamaon N ' :

peptide sol The prep were kept at 37|
°C and ples were d at p d time pH8

intervals. Collected samples were kept -20 °C until
e

Cyclic LyP-1 peptide was found to be more stable between p
1-3andpH6-9,
The stability of peptide between pH 1-3 and pH 6 - 9 is al
opportunity for further studies g
administration of the peptide by the oral route.
Cyclic form of the peptide was found to be more stable tha
the linear form one due to the presence of the disulfide bond
Cys1-Cys9, the stabllity profile of the|
peptide by arigid

analytical quantitation. Degradation rate constant (kobs!
and half life (t1/2) were calculated with the followi
lequation (assuming first order degradation kinetics):

log % C= log % CO- (kobs/2.303)t

t1/2= 0.693/kobs

241x10% 2880
1723107
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