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Kanser hucreleri, yok edilmelerine neden olabilectdgal ve yapay
girisimleri, varlklarinin devami icin yonetebilirler. iIfbin kanserle sayma
yontemlerini elimine etmek ve hastanin immun sisterkandirmak igin ¢ok
cesitli yollara giderler. Kanser en sofistike silahanl evrimi kullanarak tim
sorunlarin Ustesinden gelir. Tedavi yontemleri leanisticrelerini yok edebilir,
fakat etraftaki dokulara zarar vermeden bunu yapameadavi bgarili olsa bile,
kanserin yeniden gic¢lenmesi normaldir ve 6ncekirdidra da saldirgandir.

Son yillarda gelmekte olan anti-kanser ilaglari konvansiyonel
yaklasimlarin dsina cikarak “hedefleme” tedaviseklinde olmaya bgamistir.
Etkin maddenin, vicutta istenen hedef bolgeye giingdesinde, tayici sistemler
kullaniimaktadir. Bunun birincil yarari, hedeflenddlgede, istenen hizda en
uygun etkilgim saslanmaktadir. ilag hedeflemenin ikinci yarari ise, etken
maddenin dozunun azaltiimasi ve etken maddenin ceadeedef organa
dagihmiyla sinirlandiriimasidir. Boylece ghbilecek herhangi bir yan etki veya
yan etkiler en aza indirilebilecektir.

Cesitli  hedef moleklllere yodnelik monoklonal antikarlakanser
tedavisinde gunimizin en etkin araclar arasinenigir. Yuksek dizeyde
secicilik ve olumlu toksisite profilleri, yuksek ringetlerine r&&men bu ajanlarin
standart tedaviler icinde yer almalarini glsanistir. EGFR, hedef alinan
molekiller arasinda yer almaktadir. Bu galada, HERZ2'yi inhibe eden
monoklonal antikor anti-HER2'nin mikro- ve nano yiottaki lipofilik ilac tastyici
sistemlere birlgtirilmesi hedeflenmitir. Bu sistemlerin olgturulmasi ve antikoru
birlestirme calgmalarindaki ortam kallarinin -organik ¢oziciu ile muamele,
yuksek hizda kagtirma ya da ultrasonikasyon, i1sitma ya da dondugita
islemlerinin- anti-HER?2 Uzerindeki etkileri atailmistir. Sonikasyon yontemiyle
lipozom ve KLN formilasyonlari hazirlanarak, antileo hapsedilmtir.

Sonu¢ olarak, kimyasal bir reaksiyon veya pegilasygbi kaplama
islemlerine gerek duyulmadan bir hedeflendirgmiilag taiyict sistem
hazirlanmaya calilmistir. Elde edilen partikller, nano boyutlu, homogsgilim
gosteren, transfeksiyon Ozglli saslayabilecek yuzey yikine sahip ve
partiktllerin sitotoksik etkileri dgilk bulunmugtur. Uygulanan stres kallarinin
antikor tzerinde belirgin bir etkisinin olmadibelirlenmitir.

Anahtar kelimeler : Mikro- ve nanopartikil, Lipozom, KLN, HER2, Anti-H&2
antikoru, Hedeflendirilmj ila¢ salim sistemleri.
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To be able to survive, cancer cells can manageralaand artificial
attempts which can cause their extermination. Tde@yo through an incredible
variety of pathways that continues to deceive mihimmune system and our
thought strategies to fight cancer. But this ig jhe beginning of cancer. Cancer
accomplishes all of the above through the use ®ftlast sophisticated weapon,
evolution. Current therapies can destroy cancds,delit not without destroying
surrounding tissues. Even if the treatment is ss&fog resurgences are the norm,
and in an even more aggressive form than before.

In recent years, enhanced anticancer drugs aref@manventional therapy
and they are becoming a targeting therapy. Caystems are used for drugs that
are sent to target area in the body. First utdityhis, drugs will be mappropriate
interaction in target area and at required speedor&l utility of targeting therapy
is decreasing of doses and drugs will be only m tdrget area. Thus, any side
effects would decrased substantially.

Monoclonal antibodies (mAb) intended for severabéh molecules are
quite effective tools for cancer therapy. Despiteheir high costs, they are in
conventional therapy because of their high selggtand good toxicity profiles.
EGFR is one of target molecules. In this study, mekii-HER2 that inhibite
HERZ2, is intended to conjugate to micro and nartapes that are drug carier
systems. Create of carier systems need certaintmrslsuch as treatment with
organic solvent, stirring in high speed or ultrasation, heating or freezing.
Effect of these conditions were researched. Lipasand solid lipid nanopatrticles
were prepared with sonication and antibodies wecaggsulated them.

As a result, a drug carier system was revealedowitheeding a chemical
reaction or pegilation. Obtained particles werenfiblas nano-sized, showing
homogeneous distribution, good surface chargerémstection ability and having
low cytotoxic effects. Significant effects were midtermined when the applied
stress conditions of formulation on the antibody.

Key Words : Micro- and nanoparticle, Liposome, SLN, HER2, AH&ER2
antibody, Targeting drug delivery systems.
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1 GIRIS

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin buyuk bisrki kanserli ve normal
hiicreler Uzerinde sitotoksik etki gostermektediu Bedenle, glinimuize kadar
olan sirecte kanser ve virlitik hastaliklarin tesiade yer alan geleneksel ilac
kullanimi, artik yerini normal hicrelerde toksigiten aza seviyeye diirecek,
dolasimda daha uzun sure kalacak ve hicreye 0zel hedefiee yapabilecek
akilli ilag taslyici sistemler ile tedaviye birakmaktadilacin ulamasinin
istenildigi bolgelere tainmasi, iyi hedeflendirme 6zdline sahip kontrollt ilag
tastyici sistemlerle sdanabilir (Yokoyama, 2005).

Nanopartikillerin ila¢ t@yicisi olarak kullaniimasinda ortaya cikan iki
onemli problem vardir. Bunlardan binn vivo uygulamada nanopartikillerin
batunlUklerini koruyamayip, taman ilacin hedef bdlgeye glaadan kanda
salinmasi; dier problem ise, nanopartikillerin retikiloendotélgstem (RES)
hiicrelerince tutularak hedef bélgeye salmamasidir (Kiwada ve ark., 2006;
Chang ve ark., 2010). Bu problemleri 6nlemek amaciia¢ taiyici vezikiler
sistemlere antikor Iganarak belirlenen hicrelere hedeflendirilmesi spadilari
yapiimaktadir. Bu hedef daultusunda, ©ncelikle antikorun ganmasi
asamasinin  sorunsuz gerceklglmesi gerekmektedir. Nanopartikillerin
hazirlanmasi ve antikorun enkapsulasyon/adsobsiyaglemleri sirasinda
uygulanan formulasyon kallarinda, protein yapidaki antikorun yapisinin
korunmasi, sistemin diizgin gahasini sglayacak en dnemli noktadir. Yapilan
calismada, nanopartikillerin hazirlanmasi sirasindarokgedzici, sonikasyon
gibi ¢ssitli fizikokimyasal kosullarin kullanimi s6z konusudur. Hazirlanan nano
boyuttaki ila¢ talyici sistemlere yuklendi ya da adsorbe olgu disunilen
antikor Uzerinde yapilan gdi calismalarda, uygulananslemlerin antikorun
yapisi Uzerindeki etkileri agariimistir ve antikorun yapisinin korungu en
uygun formulasyon kallari belirlenmeye ¢ajilmistir.

Lipozoma ve kati lipit nanopartikillere enkapsule wadsorbe edilen
antikorlar (anti-HER2 antikor, trastuzumab) kansatavisi icin ginimuzde bir
taslyicl sisteme bglanmadan serbest halde de kullaniimaktadir. Kaastolna

gonderilen bu antikorlar, kanser hucreleri Uzerimdesseptorlere kh#anarak



hiicre bélinmesini engellemek amaciyla uygulanmakt#dnac, kontrolsiiz ve
hizli hiicre gekimini yavasglatmaktir. Bu uygulamaya ek olarak kan galana

ayri bir sistem ile verilen kemoterapdétik ilaclabdlinmesi ve gejmesi

yavalatiimis hiicrelerin dlmesini ggamaktadir.

Kanser tedavi Uzerine yapilan son sarana calsmalarinda geftirilen
nanopartikullere antikor gganmasi glemi, bu iki gamal tedavi yontemlerinin
tek gamaya dglrdlmesi ihtimalini guclendirngtir. Antikorun balandgi
nanopartikullere kemoterap6tik ila¢ yiklemesi yabilir ve hiicrelere spesifik
hedeflendirme ile yiksek dozda ilacin dmtada uzun sire kalmasi onlenebilir.
Hem etkin maddenin burada salinmasi ve hicrelafitaian alinmasi gianabilir
hem de antikorun tek bena gosterdii etkilerle hiicrenin kar kariya kalmasi ile
cift etkili tedavi mimkun olabilir. Bu etkilerin tmkUn olabilecg dusincesi
ancak antikorun sorunsuz ve hasarsiz sekilde partikillere bganmasi ve

calismasi ile mamkunduir.

Tumor en basit ifadeyle doku veya hiicrelerin kdstip olarak bolinmesi
olarak tanimlanmaktadir ve malign ve benign olmalkré iki tiri mevcuttur.
Malign timorler, benignlerden farkli olarak; kemdokulara saldirirlar, onlari
harap ederler ve genellikle metastaz yaparlar. Tutedavisinde kullanilan
ilaclarin en buydk problemi yuksek toksisiteleridBunun yaninda suda glik
cozanarlukleri, irritan 0©zellikleri, stabilite prédmleri, hizlh  metabolize
olabilmeleri ve secici olmayan ilag glami diger problemleridir. (Allen ve ark.,
2005). Bu yluzden ila¢ hedeflendiriimesi kanser wsiade Kkilit noktayi
olusturmaktadir.

flaglarin sistemik yolla viicuda uygulanmasinda dacdli sorunla
karsilasiimaktadir. Bu sorunlardan biri, ilacin hizla detaindan uzakligirilip
vicuttan atilmasi, bir geri ise geni dagilhlm hacmine sahip olmasidir. Bu
nedenle, tghis veya tedavi amaciyla kullanilan ilacin, istersiokuda yeterli
derisime ulagabilmesi icin ilacin yiksek dozda veya tekrarlanggulamalarla ile
sik olarak hastaya uygulanmasi gerekmektedir. Bu bdeaberinde yiksek
toksisite, dguk yarar/zarar orani riskini getirmektedir. Sistemuygulama
nedeniyle ortaya ¢ikan bu sorunlari ortadan kaldkrngin farkl tgiyici sistemler

ile ilacin istenilen boélgeye wariimasi konusunda uzun yillardir gahalar
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yapilmaktadir. Lipozomlarin da aralarinda bulugdibu tgiyici vezikiller, ilaci
istenen hedef bdlgeye steken, ayni zamanda ilaci metabolize olmaktan
korumakta, hizla vucittan atilimini engellemekteglikli dokularda ilag
birikimini 6nleyerek ilacin toksisite riskini de altmaktadir. Bu yakkam ilac
hedeflendirme olarak adlandirilmaktadir (Marcucei hefoulon, 2004; Silindir,
2009).

Son yillarda gelimekte olan anti-kanser ilaglari “hedefleme=tamgygti
tedavisiseklindedir.ilag hedeflendiriimesi, etkin maddenin etki veyaabsiyon
bblgesine secici olarak yonlendiriimesidir. Bu yé@mdlirmede kullanilan koloidal
sistem ise etkin maddeyistgan 6zel bir yapidir. Koloidal ilag geyici sistemler
farmasotik alanda yun aratirilan bir konudur. Bu sistemler, mikrokireleri,
polimerik nanopartiklleri, lipozomlari ve ¥aemdulsiyonlarini, niozomlart,
sfingozomlari, miselleri, mikrokapsulleri, katidip nanopartikulleri,
mikrosuingerler gibi ila¢ tayici yeni sistemleri icermektedir (Demirel ve Yaza
2000; Silindir, 2009)ideal koloidal sistem, icergii etkin maddeyi etki edege
bolgeye taimali ve orada uygun bir hizda ve sirede kontrolll
serbestlgtirebilmelidir (Demirel ve Yazan, 2000).

Cssitli hedef molekiillere yonelik monoklonal antikarlkanser tedavisinde
ginimuizin en etkin araclar arasina gitmi Yuksek dizeyde segicilik ve
olumlu toksisite profilleri, yiksek maliyetlerineagmen bu ajanlarin standart
tedaviler icinde yer almalarini @amistir (Neri ve Trachsel, 2006; Rosenblatt ve
ark., 2006; Chames ve ark., 2009).

Elbayoumi ve Torchilin (2007) doksorubisin-yiklegndolssimda uzun
sure kalan lipozomlari nikleozoma-6zel monoklomdlkar 2C5 (mAb 2C5) ile
modifiye etmstir ve bu lipozomlarin timoér hiicre ylzeyineshbanikleozomlar
aracilgl ile bircok tumor hicre géini tanidigl gordimtir. Bu mAb 2C5-
modifiyeli PEGlenmg lipozomlarinin vitro baslanmayr 3-8 kat arttirgl ve
degisik kokenli (fare LLC, 4T1, C26 ve insan BT-20, MQFve PC3) cgtli
kanser hiicre hatlari tarafindan alpdflow sitometri (FACS) veepi ve konfokal
mikroskopi ile gosterilmtir. Sonu¢ olarak, mAb 2C5-modifiyeli Doxif"in
doksorubisine direng gosteren kanser hicreleriatel @¢sitli kanser hicrelerine



kargi tum kontrol preperatlarindan kaydagde derecede daha yuksek sitotoksisite
gosterdgi kanitlanmstir.

Khawli ve arkadglarinin (2002) vyaptiklari c¢aimada, monoklonal
antikorlarda kimyasal modifikasyon ile tiumorin ratke kismina yodnelimini
gostermglerdir. Bu yeni metot ile monoklonal antikorlaridirkk potansiyelini
geliserek normal hicrelere planmasini en aza indirirken antikorun tumor igine
alimi arttinlmak istenngtir. Bu amaci bgarmak icin kimyasal modifikasyon
kullaniimistir. chTNT-1, chTNT- 2 ve chTNT-3 olarak, merkesknotik cekirdek
icinde bulunan antijenlere lkay kati timort hedefleyen ¢ kimerik monoklonal
antikor kullaniimgtir.  Bu &siz  monoklonal antikorlarin  farmakokinetik
Ozelliklerini gelstirmek icin kimyasal modifikasyonun etkigli gosterilmek
istenmitir. ideal modifikasyon kgullarini tanimlamak icin, TNT monoklonal
antikorlari c¢aitli oranlarda biyotin ile reaksiyona sokulgtur ve atilim ve
biyodazilim analizleri test edilmtir. Biyodagilim sonuglarina goére, tumor
aliminda her monoklonal antikor ¢saa digen biyotin molekullerinin sayisi
chTNT-1 icin 3:1, chTNT-2 icin 5:1 ve chTNT-3 icB11 oldu ortaya ¢ikmutir.
Biyotinlenen monoklonal antikorlarin tim vicut atil streleri daha hizli ve
modifiye edilmeyen antikorlarla kgfastirildiginda biyod&ilim profillerinin daha
lyi oldugu bulunmgtur. chTNT-2’nin biyotinlenme sonrasi  biygdhm
sonuclarl, timorde en yuksek alima sahip glohw gosternstir. Antikor
molekllintn yakinun azaltilmasiyla, farmakokinetikii ve TNT antikorlarinin
biyodazilimini kati timorlerin nekrotik bélimuine yonlendieyi gelstirmek igin
kimyasal modifikasyonun kullagli bir yontem gibi gérindgii ortaya konmgtur.

Pan ve arkad#ar (2008)'nin yapt# calsmada biyotinlenngi kimerik
chTNT-3 antikorunun Tumoér Nekroz Tedavisinde kultan ile ilgili yeni bir
yaklasim gelstiriimeye calgiimistir. Biyotinlenmi ChTNT-3’Un
immunoreaktivitesinin  korundiw ELISA tarafindan dgrulanmstir. En iyi
antitimor etkisi H460 tumorleri geyan Balb/c ciplak farelerde ikinci tedaviden ¢
gln sonra gozlenntir. Sonuclara gore, oOnerilen iki-basamakll 6n tiedee
yaklasiminin, tumor nekrotik bolgelerine antikanser iggh iletimi igin yeni bir

yontem olabilecg@ dustnulmstdr.



Yukarida bahsedilen 6rnek gahalarda, nanopartikillerin ylzeyine
monoklonal antikorlar kimyasal veya kimyasal olmayallarla bglanarak, 6zel
bir hedef bdlgeye ilac gayici sistemlerin yonlendirilebildi ortaya konmstur.
Teshis ve tedavide bu akilli sistemlerin kullanilabdimasi hasta acisindan buyuk

fayda sg@lamaktadir.

Kanser hicrelerinin anatomileri ve protein ekspyess modelleri normal
dokulardan fakhdir. Kanser hicreleri siklikla pdfgr, hormonlar ve yamsal
besinlerin hicreye alinabilmesi icin reseptorlanriaifade (overexpress) ederler
(Yang ve ark., 2001; Ching-Li ve ark., 2007). Buseptorler koloidal ilag

tastyicilari icin aktif ve spesifik hedeflendirmeyeaobk sglarlar.

Hedef, 0©zel bir organ, hicresel bir yapi veya s#faler bolge
olabilmektedir. Bu nedenlerle “hedefleryrtiedavilerin” kemoterap6tik ajanlara
kargi en onemli Ustinigl ve avantaji “terapotik indeksleri’nin yuksek olsndir
(Micol ve ark., 2010).

EGFR (epidermal growth factor receptor) nigiraifadesi pek cok kanser
icin ayirt edici bir 6zelliktir, ilac iletimi ve t&pi icin ana hedef olngtur. EGFR
kendine 6zgu Ozelliklere sahip kanser htcrelerintgkrin buyime olaylarini,
apoptozdan kacinma, sinirsiz replikasyon, angicganggini yoneterek ve doku
istilasi ve metastaz icin uygun solari sa&lar (Hanahan ve ark., 2000).
Intraseliiler sinyallenenin normalden fazla aktivasyonu, onkogenlerinnvadr
olmayan expresyonuyla ilgili olan malignant tramsfasyonuna neden olgu
disinulmektedir. EGFR’nin, akger (Hendler ve ark., 1984), meme (Perez ve
ark.,1984), ovaryum (Gullick ve ark., 1986), kol¢bhockhart, 2005), bave
boyun (Dassonville ve ark., 1993), prostat (Liuavk., 1993; Zhau ve ark., 1996),
mesane (Neal ve ark., 1985) ve pankreatik (Tarrkeg 2004) timdrler gibi insan
epitelyum timorlerinde cok eksprese dldubelirlenmgtir. Bu airn ekspresyon
hastalgin kot prognozuyla igkilidir (Nicholson ve ark., 2001) . Tumor istilasin
aclk olan kuvvetsiz hastaya EGFRgyalugunun da ortaklik etmesi, EGFR’nin
metastaz Uzerindeki roluni ifade edebilir (Wellsar&., 2000). Bu nedenlerle,
EGFR'nin engellenmesinin kanser tedavisi igin iyiir bhedef oldgu

dUstndlmektedir.



EGFR kanser tedavisinde “hedef=target” olarak sbgecek 6zelliklere ve
Oneme sahiptir. EGFR ¢ok sayida epitelyal timorderdn ylzeylerinde yuksek
miktarlarda eksprese olur. EGFR'yi bloke eden mamadd antikorlar ve tirozin
kinaz aktivitesinin inhibitorleri, EGFR'yi sr ifade eden tumor hcrelerinin
biylume ve ¢galma potansiyelini engellemektedir (Zalipsky ve.afl997; Yang
ve ark., 2001; Park ve ark., 2002; Kullberg ve a#002; Langer ve ark., 2006;
Bruin ve ark., 2007; Milano ve ark., 2007; Lin vik.a 2007; Okamoto ve ark.,
2008; Ferguson ve Schmitz, 2009; Hun ve Zhang, 20b@&mes ve ark., 2009;
Micol ve ark., 2010; Greene ve ark., 2010; Caragkaark., 2010; Talavera ve
ark., 2011; Schiffelers ve ark., 2011; Mumper Ve, d82011; Feijen ve ark., 2011).

Hun ve arkaddarinin (2008) yaptiklari bir ¢cgimada yeni bir polimer
floresan nanopatikil (PFNP) sentezlger ve mikroskobik floresan goérintileme
teknigiyle yumurtalik kanserinin gorunttilenmesinde kuttaglardir. PFENP’ler
coktirme polimerizasyonu ile metakrilik asitin momer olarak, trimetilpropan
trimetakrilit'in (Trim) capraz-bglayici olarak, azobisisobutironitrilin (AIBN)
radikal katilimci olarak, butil rhodamine B'nin (BB) floresan boya olarak
kullaniimasiyla elde edilmgiir. Floresan boya, polimer hazirlandiktan sonra
polimerin 3 boyutlu ginin icine gdmulmittr. Bu yontemle, PFNP’ler kolayca
hazirlanip daha sonra polimer Anti-Her-2 monokloaatikoru ile baarili bir
sekilde modifiye edilmijtir. Deneysel sonucglara gore, anti-Her2 monoklonal
antikoru ile konjuge PFNP’ler yumurtalik kanser talerini etkili bir bicimde
tanimstir, iyi duyarlihk ve kabul edilebilir fotokaratlk gostermgtir. Boylelikle
yumurtalik kanser hucrelerinin stasinde ve tedavi etkirginin gozlenmesinde
yeni bir yontem geftirilmistir. Bu calsma ile kendine 6zgu optik ozellikleri ile
floresan nanopartikilller (FNPs) canlida kanserréligcinin gorintilenmesi ve
hedeflenmesi igin biyosensorler gibi kullanilabégicortaya konmstur. Antikor
baglanms nanopartikiller aktif hedeflendirme ile kanser relerini ylzey

reseptdrlerinden tanigtir.

EGFR ailesinin engelleyici onkojenik Uyelerinde bagelistirmeler
yapilmstir. Herceptin/trastzumab olarak bilinen HER2/E®Bhuman epidermal
growth factor receptor 2/Neu) kan insanlgtirilan monoklonal antikoru
kemoterapoOtik  ajanlar  icin  hicreleri  hassgtstan ~ malzemelerdir



(chemosensitizer) ve anti-tumoér ajani gibi meme yenurtalik kanserinde
gengce kullaniimaktadir (Slamon ve ark., 2001). Bazi-HlER2 gilari klinik
calismalarda test edilngiir. Ajanlarin bir kismi epitel kanserlerin kenden&GFR
hedeflemede gailiirilmistir (Ramirez ve ark., 2008). Anti-EGFR ajanlarin
bazilariyla iyi klinik sonuclar elde edilgtir. Cetuximab, US Food Administration
Drug (FDA) tarafindan onayli bir kimerik 1IgG1 morokal antikorudur (mAb),
EGFR ekspresyonuyla ilerlegnkalin ba&irsak kanseri tedavisi icin,s&z bir
tedavi yontemi gibidir (Santini ve ark., 2008). Biam baka, hR3/Nimotuzumab
(hR3) olarak bilinen insan anti-EGFR mAb'nin ilerlea ba ve boyun
tumorlerinin tedavisi icin kemoterapiyle bigteilerek kullanimi Center for State
Control of Medication Quality Cuban (CECMED) tarafan uygun gorulmiir
(Crombet ve ark., 2004).

Son yillarda, biyoparcalanabilen JP (jelatin paMker kontrolli ilag
tastyicl sistemler olarak dikkat cekmektedirler (Youmg ark., 2005). Gecen
birka¢ yilda hidrofilik veya hidrofobik ilaglarla dplanmg JP’ler, ila¢ tayici
sistem olarak veya gen tedavisinde kullanilan DNektéirlerini tgimak amaciyla
gelistirilmi stir (Leo ve ark., 1997; Truong-Le ve ark., 1999;ndarvoort ve ark.,
2004). Jelatin biyouyumlufiu ve biyoparcalanabilir olmasi nedeniyle hammadde
olarak secilmeye uygundur (Vandervoort ve ark., £00 Ayrica, jelatin
tzerindeki amin ve karboksil gruplari gibi pek cfdnksiyonel grup, jelatinin
kanser-secici maddelerle bigteesinde, onu ylzey modifikasyonu icin ideal bir
aday yapmaktadir (Coester ve ark., 2000). JP ifjeladrtikal)'lerin avidin ile
konjuge olmasi temeline dayali hicre-spesifik ildgsiyicl sistemlerin
gelistiriimesi  sayesinde, biotin ile avidin molekulleinn baslanabilecgi
potansiyel dort banma noktasi mevcuttur (Green, 1963; Tseng ve agQ7).
Dort ceit farkli veya ayni biyotinlenngi molektl, JP’lere bz avidinlerle,
spesifik ve receptor-aracili hicresel alimglamak icin kompleks okiurabilir.
Akciger kanser hiicrelerine EGF reseptor-aracili enolosglamak amaciyla
biotinlenmg EGF, avidin vasitasiyla partikil ylzeyine slestirilmi stir.
Calismadaki amac JP temelli hiicre-spesifik bir ilagyte1 gelstirmek olmutur
(Tseng ve ark., 2007).



Bu tez camasinda antikor olarak kullanilan trastuzumab, nnsgidermal
bliylume faktor reseptoriu-2 (HER2)'nin hicreidatki alanina kar yonelen insan
kaynakli bir 1IgG1 (immunoglobulin G 1) monoklonaht&ordur. Trastuzumab
kanser hucrelerine ila¢ hedeflendirilmesi icin nrinkeel bir aractir ¢ciinkt, HER2
hiicre ylizeyinde kolay wdabilen bir ylzey reseptoridir ve metastatik aledd
dahil olmak tzere primer timoérde de ¢ok fazla bodaktadir (Tokuda ve ark.,
2003). Aktif hedeflendirmede kullanilan ligand-rp&i  etkilgiminden
yararlanilarak, HER2 monoklonal antikoruyla kaplagnipozomlarin hicre
yuzey reseptorlerini tanityarak hedef hiicre veyaugtakulgmasini sglar. HER2,
EGFR ailesinden dort EGF reseptori iceren, EGFBRE), ErbB2 (Neu), ErbB3
ve ErbB4, reseptor tirozin-6zel protein kinaz anesaittir. EGFR ailesi Uyeleri
bir sitoplazmik tirozin kinaz kisim, bir tek tranembran kisim ve bir reseptér
dimerizasyonunu ve ligand glanmasini sglayan extraselular kisimdan elular
(Slamon ve ark., 1987). HER2 sinyalizasyonu, sieya hizli bir sekilde son
bulmasini sglayan normal bir inaktivasyon surecini etkileyehilBu ylzden
HER2 fazlalg, bozulmy blyumeyi, onkogenezi, metastazi arttirip, apoptozu
tetikleyen terapotik ajanlara kardirenci arttiran sinyallere dogecektir (Harari
ve ark., 2000). HER2 fazlgh insan meme, yumurtalik, alger ve mide gibi
kanserlerde gorulmektedir. Normal wkin dokusundaki bulunw distk
olmasina ramen HER2 insan meme kanseri hicrelerinde %20-30irmta
arttirmaktadir. HER2 agli hiicre yenilenmesinin stresinin kisalmasina delgia
hizli bélinmeye ve ortalama hicre dmrinin azalraaseden olur(Tokuda,
2003.

1.1 HER2 Hedef Molekulunun Ozellikleri ve Ligand Etkilesimi

Reseptorlerin fonksiyonlari (Aslan, 2013); ilacdiger molekdlleri spesifik
olarak tanimalari ve ligandin @lanmasi ile dgan kimyasal sinyali biyolojik
nitelikte bir is yapan, kendine 6zgi makromolekullere (enzimletyoa kanallari
gibi) “biyolojik sinyal” seklinde aktarmalaridir. Bu olaya sinyal transdiésty
adi verilir vereseptorlerin donditrtct (transducerklievi yaptiklari séylenebilir.

Islem sirasinda ayni zamansiayal amplifiye edilir.



Ligandin reseptorle kanabilmesi icin reseptdre bir affinite gostermesi
gerekir. Hucrede her tipte ancak belirli sayidaeptdr bulunur. Reseptdrun
baglanma alanlarinin timi mesaj molekdlleri tarafindggal edildginde,
reseptoriin  doygunfiw (saturation) ve dolayisi ile hassasiyetinin azalim
(desensitization) s6z konusudur.

Reseptor molekdlleri lokalizasyonlarina gore ikapgilir;

1- Hicrenin sitoplazma membranining giiziinde (katekolaminlerin vpeptid
yapili etkin maddelerin reseptorleri gibi) bulunamgn kanalli reseptorler, enzim
yapida reseptorler, G proteinlere kenetli resept@larak g tiptir.

a.lyon Kanalli Reseptorler;

I. Voltaj baggimli kanallar,

i. Intraseluler kalsiyum, siklik adenozin monofosfatANtP) ya da siklik
guanozin monofosfat (cGMP) konsantrasyonungi lsaseptorler.

b. Enzim Yapida Reseptorler;

i. Tirozin kinaz tipi enzim reseptdrleri,

ii. Guanilat siklaz tipi enzim reseptorleri,

c. G Proteinlere Kenetli Reseptorler.

2- Hucre sitoplazmasinda ve/veya cekgidde (steroid hormon, tiroid hormonu
ve retinoid reseptorleri gibi) yegmis protein veya glikoproteinlerdir.

Membran yerlgimli reseptér molekulleri genellikle tek darina bulunmaz, ger
makromolekillerden okan birimlerle kombinesekilde bulunurlar. Ligand ile
reseptor etkilgmi iki taraflidir. Kovalent bglar olusmaksizin, fazla ener;i
gerektirmeyen birsekilde ligand-reseptor etkgeami olmaktadir. Bu etkilgm
mesaj molekull ile reseptérin yapisal ve elekttdstayumunun olmasini
gerektirmektedir. Agonist (ayni yonde etki yapan) Imesaj moleklli ile
antagonist (aksi yonde) bir molekul arasinda, r@sepffinitelerine gore bir
yarisma (kompetisyon) olabilmektedir (Aslan, 2013).

Reseptor-ligand etkigmi enerji gerektirmezken hicre icinde meydana
gelen, sekonder haberci sentezi, sinyalin ampbffeau gibi sinyal
transduksiyonunun tim basamaklari enerji gerekktaubr.

Reseptorler organizmanin sg@ kisimlari arasindaki ile§im sebekesinin

yap! tglar olarak kabul edilir. Bu molekuller ilaclarintkdemesi icin dgil,



vicutta d@al olarak olgan hormonlar, néromediatorler, otakoidler (lokal
hormonlar, sitokinler, biyume faktorleri) gibi bigcok endojen maddelerin
hiicreleri belirli bir dizene goére etkileyebilmelecin bulunurlar. Reseptorler
belirli bir grup olyturan selektif kimyasal uyaranlara duyarli olarkatabgka
uyaranlara yanit vermeyen kimyasal nitelikli “aritéardir.

Reseptor afinitesi; Ligandin reseptére olan ilgisitlaclarin ayni reseptor
Uzerinde ayni etkiyi okturmak icin farkli konsantrasyonlarda kullangah
aciklar (Aslan, 2013).

HER2, epidermal biylime faktorl reseptor ailesimbyBereseptorleri veya
HER reseptorleri) dort tyesinden biridir, p188™“ve Neu olarak da bilinir.
Ailedeki diger reseptorler EGFR (HER1), HER3 (erbB3) ve HERDRdE)'tlr
(Park ve ark., 2001).

HER2 proteini 17. kromozomun uzun kolunda bulunan hir proto-
onkogen olan c-erb-B2 geni tarafindan sentezlétiR2, 185 kDa @irliginda ve
tirozin kinaz aktivitesine sahip bir transmembralikaproteindir. Epidermal
blyume faktérl reseptor ailesine ait proteinleahigin bglanmasi sonucunda
HER2 ile heterodimer yapida reseptorler saluarak glev gorirler. HER2
reseptorleri aktif hale gelince hicre icindeki sihyleti yollarini etkinlgtirerek
hiicrenin dgisimine ve ¢@almasina neden olurlar (Greene ve ark., 2010).

Son yillarda, HER2 reseptorini hedefleyen slevini engellemek igin
gelistirilen iki molekdl mevcuttur. Bunlardan TrastuzubaHER?2 reseptorine
baglanarak etki eder. Buna lkan, Lapatinib; kicuk molekdl yapisinda
oldugundan hucre icine girerek hem EGFR hem de HER2ptésene bal
tirozinkinaz aktivitesini inhibe eder. Bu molekilikullaniimaya bglamasi ile
HER2 pozitif meme kanserinde metastazlarin tedadésive adjuvan tedavide
sagkalimi uzatmak mumkin olngtur (Cicin, 2009).

Herceptitf etkin madde olarak, insan yapisinda bir monoklamdikor olan
Trastuzumabi icermektedir. Bu, vicudu virisler vektbrilerle olgan
enfeksiyonlara kar koruyan, vicut tarafindan gal olarak Uretilen antikorlar ile
benzerdir. Trastuzumab, insan epidermal buylimeoféak? (HERZ2) olarak
adlandirilan antijene secici olarak gtenir. HER2, bazi kanser hicrelerinin

yuzeylerinde bluyik miktarlarda bulunarak hicrgagmasini tetikler. Herceptin
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HERZ2'ye baglandigl zaman, bu tir hicrelerin buyimesini durdurur KRe ark.,
2001; Micol ve ark., 2010).

Lipozomlarin ve kati lipit nanopartikillerin aralada bulundgu tastyici
vezikiller, ilact istenen hedef bolgeye sithen, ayni zamanda ilaci
metabolizasyondan korumakta, hizla vicuttan atlinangellemekte, gakli
dokularda ila¢ birikimini dnleyerek ilacin toksisitiskini de azaltmaktadir. Bu tez
calismasi ile, Trastuzumabin, lipit yapilistgici sistemlere enkapstile ve adsorbe
edilerek, hedef bélgeye ilagstguci patikilin olgturulmasi ve antikoru [gama
calismalarindaki ortam kallarinin  -organik  ¢odzicu ile muamele,
ultrasonikasyon, isitma ya da dondurma gigbemlerinin- antikor tzerindeki

etkileri argtiriimistir.
1.2 ilag Hedefleme Stratejileri

Hedeflendirme aktif ve pasif olarak iggkilde yapilabilmektedir.
1.2.1 Pasif hedefleme

Tamore hedeflendirilmgi ilag iletiminde koétd huylu ve normal dokular
arasindaki farklarin avantajlar kullanilir. Pasgdeflendirme, kati timdrleri saran
kan damarlarinin gecirgepinin ve etkin maddeyi alikoyma zamaninin yiuksek
olmasi 6zellgi kullanilarak (EPR; Enhanced Permeability and Riba) (Maeda
ve ark., 2009) ya da lokalize uygulamalarlglaaabilir. Kati timdrlerde, timaor
tipine gore dgismekle beraber endotelyal @antilar arasi bguk 300 nm
kadardir. Bu aralk ilag iletimi icin kullanilabilir. Bu fenomen EPR etkisidir
(Sekil 1.1). Bircok koloidal ilag t@yici sistemleri, etkin maddelerin uzun sire kan
sirkilasyonunda kalmasi ve kiguk boyutlu olma ddelli sayesinde bu etkinin
avantajini ortaya cikariilac iletim sistemlerinin koloidal yapisi iletimliegis ve
lemfatik stizme sinirlari ile iyi birkgrler (Torchilin, 2006).

TUmorin cevresi tumor biyumesiyle birlikte gdgr. Metabolizmasinin
artmasiyla ve blyumeyle beraber, oksijen yeterghngye bglar ve tiumor
dokusunun pH deeri -glikozun metabolik bozulmasi ve laktat @lmu ile- diger.
Oksijen yetersizfii (hipoksia) ve glikoz tikenmesi, timor hicreleengtzalmayi

sglamak amaciyla, go¢ etmelerine ve tumorin devamestngin ¢cok 6nemli
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olan yeni kan damarlarinin (anjiyogenez) solmuna neden olurlar. Bu yeni
damarlar duzensiz yapida ve normal damar dokusdra @ri bigri ve blyuk
g6zenekli yapiya sahiptir bu nedenlerle gecirggnjiiksektir (Maeda ve ark.,
2009). Kanserli dokudaki damar sisteminindeki blgbdkeneklilik gdstermesi ve
lemfatik drenaj sizintisi etkisiyle gegirgenlik watulma etkisinin birlgmesi
nanopartikullerin pek ¢cok kati timoérde tutulmasaalaylastirmaktadir (Kullberg
ve ark., 2002).

"

Sekil 1.1. EPR-etkisi SEM (Scanning electron microgams) goruntisi (Maeda ve ark., 2009)
[Normal dokudaki kilcal kan damarlarinin goruntist [karaciger] (A ve B) ve
karacigerdeki tumdr nodullerinin kan damarlari (C ve D). A’daki kilcal damar ag|
B'de gengletiimis sekilde gorilmektedir. Herhangi bir polimer sizintisinin
olmadigl normal karaciger goruntusu (N), (T)'de ise tumdr nodultindeki polimerin
timor-secici olarak damardaki akisi goérilmektedir (EPR-etkisi). (D) acrylic
polimerin timor damarindaki sizintisi gorulmektedir. Bu (C) ve (D)'de goruldigi

gibi polimerik ilacin secici olarak iletimine énculik edecektir]

1.2.2 Aktif hedefleme

Aktif hedeflendirmedeki stratejiler, lipozom yuzagi hedefe 6zgu ligandin
baglanmasi ile (Park, 2002; Torchilin, 2006) ultrasodialgalarla (Ren ve ark.,
2008; Hu ve ark., 2009) veya magnetik alanlarlan@@mudi ve ark., 2009)

stimile edilen iletimi sglayan fiziksel hedeflendirmedir (Lila ve ark., 2009
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Aktif hedeflendirme, ligandlar vasitasiyla iletinstemlerinin reseptorlere
veya hedef molekullere yonlendirilmesini icerir. Sptdr-aracili nanopartikul-
hedef hicre hdanmasini sglamak icin, partikil ylzeyine 6zgu hedeflendirici
ligandlar bglanmaktadir. Hedeflemede bir ligand gibi kullanilen popduler
molekiller monoklonal antikorlardir (Altigave ark., 2011). Biyoparcalanabilir
nanopartikiller, kanser hicrelerine ilagitemasinda olumlu sonuglar vegmi
sistemlerdir (Vasir ve ark., 2005). g&ir acidan da aktif hedeflendirme Gmit veren

bir stratejidir.

Dolasimda uzun Kkalacak partikdllerin intraventz iletimirecinde
makrofajlar tarafindan temizlenmemeleri icin 100 wendaha kiiguk ¢aplarda ve
hidrofilik bir ylizeye sahip olmalari istenir (Bram-Peppas ve ark., 2004). Tseng
ve arkadgarinin (2007) yaptiklari ¢camadaki sistemde, biotinlengniepitelyal
biylime hormonu (EGF) moleklleri NeutrAvidin ilegtendiktan sonra c¢ekirdek
yap! olgarak (JP-Av-bEGF) jelatin partiktllere konjuge edlitir ve sonucta
boyutlari dolaimda uzun kalan lipozomlarla kaestirilabilir derecede
bulunmutur. Pek cok insan timdorinde etkin por capinin @00-nm arafiinda
oldugu kanitlanmgtir (Tseng ve ark., 2007; Jain, 2001). Bu nanokilter
akciger adenokarsinomasini skes etmek icin EGF reseptori arayicisi gibi
uygulanabilmektedir (Tseng ve ark., 2007).

Feijen ve arkadgarinin (2011) yaptiklari bir ¢gimada, methoxy poly(-
ethylene glycol) (MPEG) ve Gly-Phe-Leu-Gly-Phe (&H) peptit zincirini
iceren poly(D,L-lactide) (PDLLA)'dan okan biyolojik olarak yikilabilen ve
biyolojik olarak uyumlu bir blok kopolimer temellipolimersomlar (Ps)
gelistirilmistir. Lisosomal enzim cathepsin B (Cath B) ile pephalar
koparilabilir. Ps zar kalingi gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile dl¢ilerek
15 nm bulunmstur. Acridine orange (AO) bir model ila¢ olarak Beep) icine
enkapsile edilmgtir ve pH 5.5'te Ps’lerin Cath B tarafindan yikitetiklenerek
AO’nun hizlica uzaklgtigi gozlenmgtir. Hucresel alimi arttirabilmek amaci ile
anti-epidermal buyime faktori reseptori (anti-EGF&)tikoru (abEGFR)
Ps(pep)’lerin ylzeyine Eanmstir. SKBR3 hiicrelerini 3 glin maruz biraktiktan
sonra, abEGFR-Iga Ps (pep) [abEGFR-Ps (pep)] @adan hiicre membranina
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baglanmstir ve abEGFR icermeyen Ps (pep) ile kiyaslgmiia cok daha hizli
endositoz edildikleri gozlenstir.

Polietilenglikol (PEG)-kapli lipozomlar retikilo-dotelyal sistem (RES)
tarafindan yilksek oranda taninmazlar ve gelenekgekzomlara gére kan
dolasiminda daha uzun sire kaidibelirtiimistir (Ishida ve ark., 2001). Bu
yaklasimla, bFGFp-lipozomlarinin (peptit-pla basit fibroblast biyume faktori
lipozomlar) tasarlanmasinda bFGFp’yi lipozomal PE@arina konjuge etmek
Uzerine cakilmistir. Bu sekilde non-spesifik Gdanmay azaltmak icin etkili bir
hedefleme yakkami olarak dgunulmstir (Hashida ve ark., 2007). Bungnaen,
Savva ve arkagéar yaptiklari cahma ile PEG terminallerinde genetiksel olarak
modifiye edilmg rekombinant timoér nekroz faktadr- tasiyan PEG-kapl
lipozomlarin, hizli plazma eleminasyonu gostg@rdi ve karacger ve dalakta
yuksek oranda toplangini saptanglardir (Savva ve ark., 1999). bFGPp pek cok
basit amino kalintist gadigindan, bFGFp-lipozomlari, lipozomal PEG
terminalleri tarafindan kaplaginda bile lipozomal yilizeyde pozitif yiksta
Pozitif yok, RES tarafindan hizli alima ve intrabenuygulamadan sonra
eritrositler gibi beklenmeyen hucreler tarafindgesfik-olmayan bganmalara
sebep olmaktad(Terada ve ark., 2006).

Terada ve arkagkrinin calgmasinda, bu problemi yenmek icin mPEG-
DSPE [1,2-distearoyl-sn-glycero-3- phosphoethanoiam-[methoxy (polyethyl-
eneglycol) ] iceren bFGFp-lipozomlari hazirlagnm Bu mPEG’in, RES ve der
hedeflenmeyen hicrelerle etlii@i kisittamasini beklenrtir. Bu ylizden RES
model hdcreleri kullanarak makrofajlarin  alimindakihibitor etkileri ve
eritrositlerlein vitro etkilesimi degerlendirilmistir (Terada ve ark., 2006).

Partiktler sistemler, ligandlar ara@il ile reseptorlere veya hedef
molekiillere yonlendiriimeye calimistir. Ozellikle gunumiizde, lipozomlarin
aktif hedeflendiriimesi denild@inde; hedef hicrenin ylzeyindeki reseptorlere
spesifik bg&lanmay! sglamak icin lipozom yilzeyine hedefe 6zgl ligandin
konjuge edilmesi/bdanmasi ifade edilmektedir. Monoklonal antikorlar,
makromolekuler ila¢ tayicilari hedeflemede kullaniimaktadir (Altigtae ark.,
2011). Bunun dinda peptid-protein, sakkarit, folat ve bazi vitalar de
hedeflendirici molekll olarak kullanilgtir (Sapra ve Allen, 2003).
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Her antikor kendine 06zel bir reseptoreglaair, orngin; insan 1gG
monoklonal antikoru (mAb) insan EGF reseptdrineid@mal growth factor
receptor) Ozeldir (Yang ve ark., 2001). Ozelliktémor tghis ve tedavisinde

mAbD’lar yaygin olarak kullaniimaktadirlar (SapraAden, 2003).

Monoklonal antikorlarin terapotik amaclar icin kogasyonu ygun bir
argtirma ve gektirme konusudur (Pietersz, 1998; Morrow, 2003). Bu
argtirmalar sadece ilacin iletim yolunu gigirmekle kalmamakta, zararli yan
etkilere yol acmadan etkigii yakalamak icin gerekli dozu 6nemli &lgide
azaltmaktadir. Monoklonal antikorlar ila¢ veya @ptaginmasi i¢in kullanilabilir,
fakat monoklonal antikorlarin biyolojik aktiviteleyapidaki kiicuk dgsikliklere
duyarli old@gundan, anikorlarin safjirma ve karakterize edilmeleri oldukca
zordur. Monoklonal antikorlari ¢apraz glarken en sik kullanilan yontem 6zel

reaktifler kullaniimasidir (Sesay, 2003).
1.3 Bagisiklik Sistemi (Immiin Sistem)

Imminite sozcgu Latince ‘“‘immunis=vergiden muaf’ soézginden
turetilmis konagin hastaliklara kar muafiyetini, yani direncini belirtmek igin
kullaniimistir (http-1). Cok genel kapsamda gmaklik (immunite); hastaliktan
korunma, 6zellikle de infeksiy6z hastaliklardan kona anlamina gelir. Bunun
icin vicudun yabanci etkenlere kiagosterdgi tepkilerin timuine kollektif olarak
immun yanit (b&isiklik yaniti) denir. Mikroorganizma ve urtnleri, tkak ile iliski
kurduklari zaman, canlilarda glal olarak bulunan engellerle veyaskii kuran
antijenler tarafindan kogen immun sisteminin aktivasyonu ile &&an,
aktarilabilen nitelikteki savunmasiyla kaasmaktadir.immin sistem daridan
gelen bakteri, virlis ve yabanci proteinlereskaticudu korur.iki tip bagisiklik
vardir: dgal-dogustan (innate) var olan ve adaptif (gélilebilir) bagisikhk
(Tiselius ve Kabat, 1939; Shanker, 2010).

Kanser tedavisindeki kemoterapi ve radyasyon teragibi geleneksel
yontemler sinirli fayda gtar. Bunun nedeninin bir kismi kanserin yanli
anlgiliyor olmasiyla alakahdir: kanser bir sebegitthr fakat ygayan sistemin
zayifliginin sonucudur. Toksinlerin, mutajenlerin veya @ionun neden olgu

15



hiicresel stres, saldiri altindaki bu hicreleristele veya savunma yetersgli
zayiflams sistemik yanit ile birlgnce, hicrelerin eskiden kdkeninde aidugibi,
tek hicreli ygam tarzi haline geri donmelerine neden olur, dsigla tim
organizmay! kapsayan kesigriiticresel bglantilar, bu hicrelerin bireysel olarak
yasiyorlarmg gibi tedaviden kendilerini korumalarina yol ac&o(sa Antonio ve
Schulze-Makuch, 2009).

Sousa Anto’nio ve Schulze-Makuch’un 2009'da yaptiklcalsmada,
organizmayi, Ozellikle de immuin sistemi guclendinine kanser tedavisinde
kanser hicrelerini yok etme girninden daha fazla umut vaat eden bir ysikla
oldugu hipotezini 6ne surmglerdir. Bu immuin sistemi guglendirme hipotezini
deneylerle hem geleneksel anlamda (immudn sistenvitakini arttirmak icin
meyveler, sebzeler ve ceviz gibi bilinen gdb besinlerle beslenmek) kanser
hicrelerinin sald@ immun sistem inhibitorlerini (6rn., TGP} azaltarak test
etmilerdir, hem de 1si1 ile oldirtlngiveya genetik olarak d@etirilmis patojen
bakterilerin enjeksiyonu ile etkilenen bdlgede inmdistemin buydk bir cevap
olusturmasini (fever response) tetiklghardir ve bu sonuclari geleneksel olarak
kullanilan yoéntemlerle kiyaslaghardir (Sousa Anto'nio ve Makuch, 2009).
Kanserin ileri safhasinda hasgah iyilesmesi icin immudn sistemin catig
bilinmektedir, fakat kanserin angic aamasi icin bu gecerli @édir. Buna
gore, ileri gamadaki kanseri immin sistem tedavi edebilir. Q@hlarinda,
tumorun cevresindeki hucrelere patojen enjeksiygaparak immin sistemi
aktiflestirmeyi 6nermglerdir. Bu hicreler 1si ile dldurtlngiveya genetik olarak
degistirilmis hicrelerdir sonugta immuin sistemi tetiklemenin rkiim olac&i

sonucuna varnglardir (Sousa Antonio ve Schulze-Makuch, 2009).

1.3.1 Dogal (innate) bagisiklik sistemi

Organizma bir patojene maruz kagohda oncelikle gegtirilen immadn
sistem kismini okturabilen G¢ hicre grubunun goérev @ldisistem dgal
bagisiklik sistemidir. Bunlar;Fagositik hicreler(makrofajlar, mast hucreleri),
direkt bakteri hicre membrani pargalayarak ya datelpiahticre membranini
kaplayarak fagositik ve ger immun sistem hicrelerin bunlara atak yapmasina
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aracilik ede-helper hiicrelerle 6zel tip lenfosit hiicreleri olan, viral enféqsn
ve bazi tumor hicrelerin yok edilmesinden sorurdiatural Killer (NK, katil
hiicreler) hicreleridir. Olasi ileri enfeksiyonlaganellikle baedemez ve yerini
daha karmgk ve Ustin olan adaptif Bgiklik sistemine terk eder (Sousa
Anto’nio ve Schulze-Makuch, 2009).

1.3.2 Gelistirilebilir (adaptif) ba gisiklik sistemi

Daha 6zel ve etkili immun yanit gliwrmak tGzere gedtirilen bagisikliktir.
Dogal baisiklik sisteminin gelktirilmis sekli olup sadece omurgalilarda
mevcuttur. B ve T lenfositleri en 6nemli hiicrela@rigGhanker, 2010). Hiicresel ve

humoral b&isiklik olarak ikisekilde gelsir.
1.3.2.1Hucresel bagisiklik

T lenfosit hicrelerinin bakterileri 6nce duyarllak tespit etmeleri ve
sonrasinda fagosite etmeleriyle yok edilmesine lddnjecresel basiklik, adaptif
bagisiklik sisteminin bir ¢gitidir (Anonim, 2013).

1.3.2.2Humoral bagisiklik

B lenfosit hicrelerinin sentezledikleri antikorlaracilgl ile patojenleri,
bakterileri yok eden humoral @aiklik (salgisal baisiklik), gelistirilebilir
bagisiklik sisteminin bir dger ceaitidir (Shanker, 2010).

Humoral Ba&isiklikta, antijen sunan hicreler (APC) vyani fagdsiti
makrofajlar ve dentritik hicreler, yardimci T hiere B lenfosit hicreleri,
plazma hicreleri, sinif 1l biylk doku uygunluk kdeksi [major
histokompability compleks (MHC)] gibi hicre gruplarve sitokinler,
immunoglobunler gibi molekuller gérev almaktadintijen viicuda girdiinde,
antijen sunan hucreler (APC) tarafindan taninir tagdiklart MHC sinif I
antijenler aracifil ile yardimci T hucreler ile konjuge olmasinglsa. Buna bl
olarak yardimci T lenfositler aktive olurlar ve biicrelerden sitokinler salinmaya
baslar. Sitokinler ile B lenfosit hicrelerinin uyarimmi sonucu B lenfositler
antijen spesifik plazma hicrelerine d&afler ve matir hicrelerden

immunoglobinlerin (Ig) salinmasi gercefite Boylece antijenler, Uretilen bu
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Ig’ler yani antikorlar tarafindan sarilarak inaldiedilip parcalanarak yok edilir
(Peelen ve ark., 2011; Anonim, 2013).

Kazanilmg immun yanitta, antikorlar en gengssitlilikte antijenik yapiyi
taniyabilen, farkli antijenik yapilari ayirt edehil ve antijenlere gucli
baglanabilen tek molekuldur. Antikorlar, salgisal immuyanitin en etkili kolunu
olusturur. Immiin sistem cok sayida farkh 6zgullikte antikoetébilir. insanda
immiin sistem 1bden fazla antijene 6zgil gidilikte antikor uretebilir. Bu
antikorlar yapi olarak birbirlerine yakin yapisatellik gdsterirler (Mazza ve
Malissen, 2007).

1.4 Monoklonal Antikor Teknolojisinin Evrimi

1975 yiinda Cambridge Universitesinden G. Kohier C. Milstein’in
gelistirdikleri bir teknik, bir tek epitopa 6zgu (monakial) antikorlarin bol
miktarlarda elde edilebilmelerine olanakglsamistir. Bu teknge Hibridoma
Teknolojisi adi verilmgtir. Bu bulwlariyla 1984 yilinda Fizyoloji-Tip Nobel
Odiiltne layik gorilmglerdir (Sambrook, 2001).

Hibridoma teknolojisinin gedtiriimesiyle, insan tedavisi i¢cin monoklonal
antikorlarin (mAbs) guctu ve deri anlamistir, fakat fareden elde edilen
monoklonal antikorlarin ilk Gretiminde, insanlardgamunojenik etki gosterngiir.
Bu durum, HAMA cevabi (insanda anti-fare antikaran olisumu) olgsumuna
neden olmgtur ve boylece sinirh fayda ganms ve uzun zaman alan
uygulamalar tekrar edilngtir (Sapra ve Allen, 2003).

Hibridoma teknolojisinin temelinde 3 bilgi bulunur:

- B-lenfositler tek bir epitopa 6zgu antikor Uretigglayan, ygam sireleri
birkag¢ guinle sinirh kan hicreleridir.

- Tumor hicreleri bolunerek galma kontrolint kaybetmi hizla treyen
Olumsuz hicrelerdir.

- Belli kosullarda ayni organizmaya ait glgik hlcreler birlgtirilerek her
iki htcrenin 6zelliklerini taryabilen melez hicreler (hibridomaglde
edilebilir (Cirakglu, 2002).
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Monoklonal antikor elde etmek icin kullanilan hidboma tekngi, yararli
Ozelliklere sahip iki hiicrenin bigérilmesi ile gerceklgir. Hiicre kulttriinde hizla
cogalabilen, olimsiuzluk 6zefli kazanmg myeloma (kanser) hicreleri ile aktif
olarak istediimiz antikoru Ureten Rkasik bir hayvanin dalak lenfositleri
birlestirilir. Sonucta, kompleks bir antijenin tek bir livkyici grubuna (epitop)
karsi monoklonal antikor treten 6lumsuz hibrit hicredédde edilir (Lodish ve
ark., 2003).
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Sekil 1.2. Hibridoma teknoloijisi ile monoklonal antikor tretimi (http-2) [1) Fare antijen ile
imminize edilir, 2) Dalaktan B lenfositleri izole alilir, 3) insan kemik ili gi kanser
hicreleri toplanir, 4) hibridoma teknigi ile hicreler birlestirilir 5) hibridomalar
kiltar plaklarinda bélinmeye birakilir 6a) antikor sentezleyen klonlar belirlenir,
6b) hedeflenen antikoru sentezlemeyen klonlar atr) 7a) hedeflenenen antikoru
sentezleyen hiicreler kiltir plaklarindain vitro olarak ¢ogaltilir, 7b) hedeflenenen
antikoru sentezleyen hucreler farelerdein vivo olarak ¢ogaltilir, 8) in vitro veyain

vivo ortamdan antikorlar saflastirilir]
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Hibridoma teknolojisi ile antikor tretimgu sekilde yapilir gekil 1.2);
antijene kagi antikor dretimini ortaya cikarmak icin, fare ligiantijen ile
immunize edilir ve dal&andan antikor Greten B lenfosit hicreleri izole liedi
Insan kemik ilgi kanser hiicresi olan myeloma hiicreleri toplaniibridoma
olusturmak icin PEG aracg ile insan ve fare hicreleri biglgrilir. Birle smeyen
hicreler olur. Hibridomalar kaltir plaklarinda botiek Uzere birakilirlar.
Antikor sentezleyen klonlar ELISA yontemi ile bétmir. Hibridomalarin vitro
(htcre kaltara) veyan vivo (farede acid fluid olgumu) kaullarda geny 6lcekte
uretilir. Fareden veya kultar dst sivilarindan leotiar saflgtirilir (Cirakazlu,
2002; Lodish, 2003).

Ancak bu 6zel hibridomalar, insan gaklik sistemi tarafindan “yabanci”
(antijen) olarak algilanan fare kokenli antikonenolusumuna neden olurlar. Fare
antikoru gilanan hastalarda genellikle, eklem bolgelerisidik ve kizarikliklarla
kendini gbsteren HAMA cevabi (insanda anti-fare ikamtarinin olgumu)
gorultir. Bobrek yetmezZine de neden olan HAMA, yamsal tehlike
olusturmasinin yanisira, verilen antikorlarin viicutafardan yok edilmesine de
yol agmaktadir. Bu nedenle, hem HAMA cevabinin swlasini hem de fare
antikorlarinin baisikhk sistemi tarafindan vakitsiz bir sekilde
etkisizlestiriimesini 6nlemek amaciyla, fare antikorlarinimsanlgtiriimasi” igin
cesitli  teknikler gelistirilmistir (Lazar ve ark., 2010). Fare monoklonal
antikorlarinin insankdiriimasi ve tamamen insansi olan monoklonal arkimn
gelistirilmesi, immudn cevap okiurmamalari nedeniyle 6nemlidir. Bu nedenle
ticari firmalarin neredeyse tamaminca uretilenkamtarin insanlstiriimasi ya da
tamamen insansi hale getiriimesi Uzerindguwudasiimaktadir (Cirakglu, 2002;
Sapra ve Allen, 2003).

1.5 Antikorlarin ( Iimmiinoglobulinlerin) Yapisi

Antikorlar, antijenlere veya immunojenlere &aolusturulan ve epitoplar ile
0zgul olarak reaksiyona girebilen molekullerdir. watent olmayan, elektrostatik,
hidrojen balari, van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik kuveetbalanmada
gorev alir. Bglanma gucu affinite olarak tanimlanmaktadir (BradenPoljak,
1997).
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Sekil 1.3. Imminoglobulin yapisi (http-3)

Batin immunoglobulinler§ekil 1.3) izotipine bakilmaksizin dort polipeptit
zincirinden meydana gelirler. Antikorlar, ikga (50 kDa) ve iki hafif zincirden
(25 kDa) ibarettirler.  Antikorlar heterodimerik,5Q kDa molekil girlikl
glikoprotein yapili bilgiklerdir. Antikorun yapisini olgturan hafif ve gir
zincirler distilfit b&larla birarada tutulur. Disdlfit iar, eklem bdlgesi (hinge
region, dayanak noktasi) denilen béleged&n zincirleri birbirine bglar. Her iki
zincirde birbirlerinden ayirtedilebilen variable -Q£sisken), constant (C-sabit)
olmak Uzere iki farkll bolge bulunur. @ zincirin de&sismez bdlge ucuna Fc
bolumu denir. Antikorun plesentalstena veya antijen-gamlh hicresel toksisite
gibi etkili gorevleri &ir zincirin dgsismez bolgesi tarafindan belirlenir. Antijen
0zgulligt her iki zincirin N-ucu domaininde bulunangikken bélge tarafindan
sglanir ve bu bélge CDR (complementarity determiniegion; komplementer
belirleyici bolge) olarak tanimlanir. @ (H) ve hafif (L) zincirin dgisken
parcalari Fv kismidir ve antikorun en kuguk antijpeslama domainidir.
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Antikorlar, hafif zincirlerin dgismez bolgelerindeki amino asit dizilimlerine gore
kappa ve lamdac(ve L) olarak iki ana sinifa ayrilgtir. Bu zincirlerin orani tdrler
arasinda dasir. Dogal olarak Uretilen antikorlarda, hafif zincirler rheaman

aynidir, yank veA’nin her ikisi de aynidir (Male ve ark., 2006) .

Monomer
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Sekil 1.4. Imminoglobulin izotipleri (http-4)

Antikorlarin IgG, IgA, IgD, IgM ve IgE olmak Uzememelilerde 5 izotipi
bulunur Qekil 1.4). Sadece IgM immatur B lenfositlerce seldrebilir.
Digerleri matir hicrelerce sentezlenirler. Tipik Imisan B hiicresi, yuzeyine ga
5x1(*-1x1C antikor icerir. Antikorlar iki fiziksel yapida buhur, hiicrelerden
salinan ¢ozunebilisekli ve B hucrelerinin ylzeyine Bl olan membran-kz
sekli ve bunlar B hiicre reseptorleri (BCR) bicimiratalir (http-4).

Antikorlar FAb (antijen bglayici bdlge) ile antijenlere Iganir, Y
seklindeki molekulin boyun kisminda bulunan Fc aln@iggesiyse immin
sistemin hucreleriyle etkifg ve busekilde antijenlerin yok edilmesini garlar
(Chames ve ark., 2009; Lee ve ark., 2011). Pol&lare monoklonal olarak iki

¢esit antikor vardir.
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1.5.1 Poliklonal (cok kolonili) antikorlar

Bir antijen (bakteri, virlis, hiicre veya molekllpf®p” adi verilen birgok
antijenik bolge icerir. Her epitop ayri bir antikipi tarafindan taninir. Bir antijen
organizmaya gir@inde her epitop icin bir grup B-lenfosit hiicresigdk antikor
uretmeye ve bolinerek galmaya bglarlar. Boylece her epitop icin 6zgul antikor
Ureten bir B-lenfosit kolonisi okur. Bir antijene kan desisik B-lenfosit
kolonileri olustugu icin elde edilen antikora poliklonal (cok kolapiantikor adi
verilir (Cirakaglu, 2002).

1.5.2 Monoklonal (tek kolonili) antikorlar

Tek bir antikor olgturan B-lenfositten tirevlenirler (Reichert ve a2005).
Monoklonal antikorlar tedavi, tani ve anama amach kullanilirlar. En yaygin
kullanilan ligand olan antikorlar, vicut tarafindamtijene kag kolayca uretilirler
ve genellikle belli bir antijene kgir yiksek 6zgunlik ve BEanma kapasitesi
gosterirler. Uygun antikor secilirken g6z onundelubdurulmasi gereken en
onemli parametre, bu antikorlarin immun sistemi ruya 6zelliginin

(immunogenicity) olup olmamasidir (Harding ve afl@97; Zhang ve ark., 1999).

G. Kohler ve C. Milstein'in (1975) gstirdikleri teknik ile, tek bir epitopa
0zgu (monoklonal) antikorlarin bol miktarlarda el@elilebilmelerine olanak

salamistir. Bu teknge hibridoma teknolojisi adi verilgtir (Cirakagzlu, 2002).

Antikorlarin 6nemli iki 6zellgi, onlari hastaliklarla saymada ¢ok etkin
kilar; ilki, her bir antikorun sadece tek bir aatip bglanma 06zgulligi
gostermesi, ikincisi, bazi antijenlerin gsgikhik sistemini bir kez uyarmalari
sonrasinda o hastalik igin 6mur boyu dayanikliddamasidir (Orngin; kizamik
ve sugicgi gibi cocuk hastaliklarina karviicudun uretfii antikorlar, hayat boyu
bu hastaliklara kar vucutta direng olgmasini sglar) (Cirakglu, 2002).

Monoklonal antikorlarin kullanim alanlari;
1. Hastaliklarin tghisinde,

2.Hastaliklarin tedavisinde,
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3. Hastaliklardan korunmada (pasibaklik),
4. Antijenlerin saflatirimasinda,

5. Tani kitlerinin hazirlanmasinda,

6. Arastirma ve tghis calgmalarinda,

7. Tumorle ilgili calsmalarda,

8. Asl suslarinin hazirlanmasinda (http-5).

Monoklonal antikorlar, kanser immun tedavisi iciokamacl alt yapilardir
ve kanser icin onemli terapdtik ajanlardir. Sonlayda, antikorlarin etki
mekanizmalari klinikle ikkili oldugu agikga gorilmektedir. Birgok klinik olarak
kullanilan antikorlar, timaor-ikili sinyallesmeyi idare edebilmektedir. Ek olarak,
antikorlar immun sistemin @goudan aktive etfii veya inhibe etfii molekuller
sayesinde @#li imminayarlama (immunomodulatory) ©zellikleri Ggterir.
Antikorlar, tumor kagitt immudn cevabr bgatmayl tevik edebilir. Bu
immunayarlama 6zellikleri yeni kanser tedavi sirkge icin temel olyturabilir
(Weiner ve ark., 2010).

Otoimmun, kardiyovaskiler ve infektdz hastalikl&anser ve inflamasyonu
iceren bazi hastaliklarin tedavisinde ilgin¢g soatglrgmen, klinik denemelerde
ve argtirmalarda kullanilir bilgi coktur. Terapotik antikarin yetersiz
farmakokinetikleri ve doku gigi gibi bazi slevsel sinirlamalari ortaya ¢ikar ve bu
noktada daha fazla gtamaya ihtiya¢ duyulur@hamesve ark., 2009).

1.6 Gunumuzde Oluwsturulabilen Antikorlar

Fare (murine, mouse) antikorlarinin (% 100 fare tqim)
immunojenisitesini azaltmak ve HAMA problemleriniistesinden gelmek icin
kimerik monoklonal antikorlar (mAb) Uretilgtir. Bunlarin dgisken bolimleri
(Fv) fare kayngindan, dgismez bolumleri insan 1gG domainlerinden alinip
genetik olarak birlgirilmesiyle oluturulan antikorlardir (% 34 fare proteini).
Insanlatirilmis  monoklonal antikorlar (Humanized mAb), sadece jami

baglayici bdlgesi (CDR, ‘complementarity-determininggions’) fareden, geri
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kalan dgisken ve sabit bolgeleri insan kaymadan olgturulan antikorlar (% 5-
10 fare proteini) genetik muhendiglitarafindan hazirlanmgtir (Reichert ve ark.,
2005).

Giintimiizde olusturulabilen Fareden Gelen  Fareden Gelen,
antikor tipleri Antijen Baflayicr Balgeler Ozgill Antijen Baflama Bilgeleri

Antijen
Badjlayion
Bilge (FAD)

Almag
bélgesi
(Fc)

Fare Antikory Kimerik Antikor insans1 Antikor

' 66'a Trsan kijkenli) % 00"t insan kdkeni) Biindyle Insansi Anfiker

Sekil 1.5. Gunumuzde olgturulabilen antikor tipleri (Cirako glu, 2002)

Sonucta kimerik antikor % 34 fare proteini icettimanize monoklonal
antikorlar insan 1IgG iskeleti icine fare antikorunikomplementer-belirleme
bolgelerinin (CDR) boélgelerinin eklenmesiyle duzmhitir. Humanize antikor
yaklasik olarak % 5-10 fare proteini dizileri icermektedKimerik ve himanize
rekombinant antikorlarin terapétik yarari gBfilmesine r@&men hala
immunojenik olabilmektedir. Bundan dolayi, monokdbrantikor teknolojisinin
degerini tamamen kavramak gerekir, esas amac kolayetlebilen, tamamen
insan antikorlari Uretip, basit ve guclu bir sistertaya ¢ikarmaktir. Human mAb,
fare transgenik slarin-XenoMouse sgarinin, aktif fare immunoglobulin
genlerini susturup, fareler icinde insan immunoglob genlerinin Gretimiyle
ortaya cikarilmgtir. XenoMouse insan antikoru, fare proteini icexn{®ang ve
ark., 2001) ve dolayisiyla insanda immuin yanittoltmaz. XenoMouse tekgii
ile, tamamiyla insan kay@iandan gelen antikorlar (Human mAb) Uretijm
(Sekil 1.5) (Yang ve ark., 2001; Reichert ve arkQ20Lazar ve ark., 2010).

1.7 Antikorlarin Tlag Tasiyici Sistemler ile Kullanimi

Monoklonal antikorlar koloidal ila¢ iletim sistenmiein yilizeyine
baglanabilirler (Chames ve ark., 2009; Lee ve ark.110 ilag hedefleme
ligandlari olarak kullanilan antikorlar ya i¢salielir (internalizing) ya da

icsellsstirilemez (non-internalizing). Genellikle icsedteilen tip ilagc yuklenmg
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tastyict sistemin alimini kolayfairdigindan ve intraseliler ilag ganlugunu

arttirdgindan dolayr tercih edilir. Bununla beraber, igsgitiemeyen (non-
internalizing) antikorlar timor hicrelerindeki difgon veya aktif transport gibi
bilinen yollar araciigl ile hicreler tarafindan alinabilir ya da hiicrel calanda
(extracellular space) ilaci serbest birakabilirMafcucci ve Lefoulon, 2004;
Altintas ve ark., 2011).

Lipozomun ylzeyine ganan hedeflendirici ligandin, hedef reseptoresilgi
de Onemlidir Hedef reseptore Igdanma, lipozomun hedef hicre ylzeyinde
kalmasini sglamak icin yeterince gucli olmalidir. Bununla tkté, lipozom ile
hedef hiicre arasinda ¢ok gicliglbamadan da kacginiimalidir, bu durum belli bir
doku vel/veya hucreye hedeflendirifriipozomun dgilimini engelleyebilir veya
zorlastirabilir (Allen ve ark., 1995; Silindir, 2009).

1.7.1 Reseptor seciminde dikkat edilmesi gereken noktalar

Secilen hedef reseptor hiicre ylzeyinde yeterli andlet bulunmalidir, hedef
reseptor Ozellik ve sayl olarak normal hicrelerdarkli olmahdir (nadir de
gorulse, reseptorin sadece pataloji durumunda argikmasi tercih edilen
olmahdir), bununla birlikte hedef reseptorin hhkla iligkili olarak &iri
ekspresyonu gorilebilir.  Orgm; enflamasyon dokularinda adhezyon
molekdllerinin, timdor dokularinda blyume faktorini@irn ekspre oldgu
bilinmektedir ve son olarak da hedef reseptor ligbesh lipozomun kolayca
ulasip balanabilmesine uygun olmalidir (Siwak ve ark., 2002)

1.7.2 Antikor ta siyici sisteme bglanirken dikkat edilmesi gerekenler

Taslyici sistemlere Qdanacak olan uygun antikor secilirken gbz 6ninde
bulundurulmasi gereken en 6nemli parametre, buk@idrin immun sistemi
uyaricl 6zellginin  olmamasidir. Immunojen o6zellikteki antikorlarin  (fare
antikorunun insana uygulanmasi gibi) kullanilmasan dolgiminda uzun sire
kalabilecek 6zellikteki tayici sistemlerin dokamdan hizla uzakkriimalarina
neden olabilir. Antikorun bUtiin olarak kulangdi durumlarda bu sorunun

gorulmesi daha olasidir. Problemin Ustesinden geiek icin antikorun tanima
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bdlgelerini iceren kisimlar (Fale scFv molekileri) kullanilabilir. Bu sorunlarin
yani sira, serbest haldeykensdki immunolojik 6zellik gosteren antikor, lipozom
yuzeyine bglandginda kuvvetli immunolojik 6zellik gosterebilir. Cki birgcok
durumda, antikorun lipozom yuzeyine kovalarglbaabilmesi icin kimyasal bir
modifikasyon glemi gerekir ve bu da antikorun immunolojik 6zglin
artmasina neden olabilir (Harding ve ark., 1997anthve ark., 1999).

Antikor lipozoma bglanirlen; antikorun 6zgunfii ve afinitesi
desismemelidir, yeterli miktarda transport molekil limoa yUzeyine
baglanabilmelidir, lipozom butiniii bozulmamalhdir ve Eanma basit-yiuksek
verimli  olmahdir. Hedeflenmeyi gtayan ligandin lipozom yilzeyine
baglanmasinda degsik yontemler mevcuttur. En ¢ok kullanilani ligandEG’in
ucuna bglanmasidir (Silindir, 2009).

PEG’in lipozomun yluzeyini kaplamasi dgllmda kalim siresi igin de
onemlidir. Opsonin olarak adlandirlan plazma prdési, vicuda giren
lipozomlari yabanci madde olarak algilar ve lipomonmembranina iganirlar,
bu ba&lanma lipozomun RES (retikilo endotelyal sistemgrbleri tarafindan
tutulup dolgimdan uzaklgtiriimasi glemini aktive eder (Bakker-Woudenberg ve
ark., 1993; Kullberg ve ark., 2002). Bu sire¢, inmaistemin lipozomlar dahil
tum yabanci materyal olarak algilagdmaddeleri, nonspesifik atilim (fagositoz)
mekanizmasi ile uzalkdarmasidir. Lipozomlarin dojanda uzun sire kalmalari
icin ylizeyine PEG gibi hidrofilik bir polimer kaptanasi ve belli bir partikdl
boyutuna sahip olmalari gerekmektedir (Terada ke a006; Steinhauser ve ark.,
2006; Lila ve ark., 2009) (Bolum 1.9).

1.8 llag Taslyici Partikiiler Sistemler

Batln ilag tssiyici sistemleri hazirlarken iki temel amag s6z ksudur.
Sistem etkin maddeyi viicutta istenen organ veyaigokagiyarak, en kisa surede
istenen kan konsantrasyonuniglaanali ve bu konsantrasyonu dngorilen sirede
devam ettirmelidiristenen doku veya organlara etkin maddeyiytm sistemlere
hedeflendirilmj ilag tagiyici sistemledenir. Etkin maddenin salim hizini kontrol
eden sistemlere isdac tastyici sistemlerdenir (Gursoy, 2002). Lipozomlar,

niozomlar, sfingozomlar, miseller, mikrokapsullerikroktreler, nanopartikdller,
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kati-lipit nanopartikiller, mikrostingerler gibi datagiyici yeni sistemlerle ilgili
glinimiizde pek cok caina yapilmaktadirlaglarin giivenlik ve etkingini, hasta
uyuncunu, terapoétik indeksini ve biyoyararlanimanitirmak, yan ve istenmeyen
etkilerini azaltmak partikiler ila¢ ¢eyici sistemlerin cajyilmasindaki ana
nedenlerdendir (Silindir, 2009).

Kontrollii salim sistemlerinin vergiyollari; en fazla kullanilan yollar oral
ve parental olup, son yillarda transdermal yol deend kazanmaktadir. Son
zamanlarda biyoteknoloji Griint pek ¢ok terapdtibtieve proteinin biyofiziksel
ve biyokimyasal Ozellikleri, vergi yolu ve ilag tasariminda g6z ©Onunde
tutulmalidir.

Parental preparatlar intraven6z (i.v.) subkttatrxamuskuler, intraperitonal,
intratekal ve intraventrikiler yolla kullaniimaktad Parental yolla kullanilan
kontrolli salim sistemlerinde, depo formiulasyon, knokapsullenmi depo
preparat, veya estestameyle hazirlanan depo preparaeklinde olabilir.
Biyoparcalanir mikrokureler 6zellikle peptit, protegibi kolay bozunur yapidaki
ilaclart korud@gu icin her gecen gun 6nem kazanmaktadir (Glrsoy2;20
Mundargi ve ark., 2008; Hun ve Zhang, 2009).

1.8.1 Lipozomlar

Lipozomlar, yapi ve icerik bakimindan hiicre zae ldenzerlik gosteren,
fosfolipit yapida, amfipatik vezikillerdir. Lipozaah yapi, hiicre membranina
model olgturmak Uzere ilk defa 1965'de Bangham ve ariadatarafindan
hazirlanmglardir. Lipozomlarin ila¢ tayici olarak kullanimi son 15 yila
dayanmaktadirilac taima araci olarak lipozom kullanimininshaa avantajlari:
Daha az yan etki, hedefe yonelilsitaa, yava ve uzun sureli ila¢g salinimidir.
Sahip oldgu bu 6zellikler nedeni ile kanser tedavisinde kullar son yillarda
aragtirmacilarin dikkatini ceken bir konu haline gedtini (Park ve ark., 1997; Park
ve ark., 2001; Lopez-Berestein ve ark., 2002; Steenark., 2003; Micol ve ark.,
2010).
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Suda ¢ozinurligi az
olan ilaglar hidrofobik
bilgede tagimr

Suda gozunen
ilaglar hidrofilik
bdlgede tagimr

Yiuzeydeki protein

hedeflendirilmesini
saglar

Sekil 1.6. Lipozomun yapisi (Silindir, 2009)

Lipozomlarin, dgik fiziksel - kimyasal stabiliteye sahip olmalag kiyuk
Olcekte dretimleri icin uygun yontemin bulunmamashi, piyasada az sayida
lipozomal ila¢ formulasyonunun (Alveofact, AmBisomBounoxome, Doxil,

Epaxal-Berna) yer almasina neden olan bazi dezalamtvardir.

Lipozomlar §ekil 1.6) fosfolipit yapida olmalari, biyouyumlu ve
biyoparcalanir 6zellikleri ile ilaclarin hedeflenitihesini sa&layabilmeleri
avantajlarindan dolayi ilac sigici sistemler arasinda Uzerinde en coktaraa
yapilan sistemler olmylardir. Lipozomlar, zarlari bir (unilamellar) veydaha
fazla (oligolamellar, multilamellar) fosfatidilkalicift katmanindan okan kiresel
keseciklerdir (sferik vezikuller) (Silindir, 2009Y.ezikiller farkli boyutlarda (25-
3500 nm capinda, tek veya biile partikiller) olabilir.

Cizelge 1.1. Vezikil tipleri ve ¢aplari (Akman ve &., 2013)

VEZIKUL TiPi VEZIKUL CAPI (nm)
SUV (Kiictik Tek Tabakali Lipozom) 25-50

MLV (Cok Tabakali Lipozom) 50-100

LUV (Biiyiik Tek Tabakali Lipozom) =100

Belirli bir kompozisyonda bu parametreler hazirhltrecine cok kzidir.
Lipozomlar genellikle kararli dddirler. Zamanla tanecik boyutlarinda
farklilasma gorulmektedir.  Orrggn kigUk veziklller daha buyuk olarak
bicimlenmeye, buylk olanlar da kugulmeygilienli olurlar ancak bu kalite
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acisindan ¢ok énemli gedir, cuink vezikullerin bgli oldugu fosfatidilkolinlerin
Ozelligi genellikle dgismez kalir. Ancak kararlg en iyi 100 — 300 nm arasinda
olarak bildirilmistir (Kshirsagar, 2000).

Deneysel kgullarda sentetik fosfolipitlerin dgsik yontemlerle sulu bir
ortama yayllmasi sonucu an lipozomlar, hazirlamasamasinda dardan
eklenen dier maddeleri de enkapsule edebilme 6gielé sahip olduklari igin ilag
tasima araclarn olarak kullaniimaktadirlar. Ayrica, lie hedef hicrelere
yonelebilen akilli lipozomlarin gatiriimesi ile birlikte bu vezikullerin tipta

kullanimi son yillarda ivme kazangthir (Akman ve ark., 2013).

Lipozomlarin Avantajlari

Diyagnostik ve/veya terapttik amacla kullanilaroipmlar;
* Lipozomlar hem lipofilik hem de hidrofilik ilactan tasinmasinda kullanilabilen
biyouyumlu sistemlerdir. Lipozomlar vicudun temelapy ta olan
fosfolipitlerden olgtuklari icin biyoparcalanirdirlar ve bu nedenle iimmojenik
ve toksik etki gostermezler.
* Oldukca farkli boyutlarda ve kimyasal kilelerde hazirlanabilirler.
* DUstik dozlarda terapdtik etki gosterebilirler ve etkimadde plazma dizeyini
istenilen sire terapotik gderde tutabilme yeteg@ae sahiptirler.
* Dozlama arafiini ve ilaglarin yarilanma 6émrini uzatirlarken, yan toksik
etkileri cok azaltirlar veya ortadan kaldirirlar.
» Etkin maddeyi enzimatik etkilerden korurlar. Suda ygda c¢Ozinen etkin
maddeleri taryarak ila¢ hedeflendirmesi yapabilirler.
« Geng spektrumlu kemoterapdtikler, goéruntileme ajanlaantijenler,
immunomodaulatorler,selasyon yapan bijgkler, hemoglobin ve kofaktorler,
lipitler, genetik materyal gibi gepyelpazedeki ilaglarin ggnmasini sglarlar.
* Lipozomlar ilac deposu olarak davranirlar ve leallen ilag zaman icerisinde
yavaca salinir. Uzatiingisalim profili ile dolaimda veya lokal uygulama yerinde
etkin terapotik ancak nontoksik kan seviyelerini rdéiitilebilmektedirler.
(Klibanov ve ark., 1997; Storm ve Crommelin, 1988hirsagar, 2000; Storm ve
ark., 2003).
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Peptit ve protein antikanser ajanlarinin potansiyellarin timorlt dokuya
veya tumor hucrelerinin icine iletimleri hakkindagdzulemeyen problemlerden
dolayr henlz anf@lamamstir. Ancak, protein ve peptit ilaclarin biyolojik
kaderinin ve biyolojik dgihminin altinda yatan mekanizmalari agnilidug
kadariyla, bu mekanizmalarin etkileri veya kullanigelistirilerek simdilerde
kullanima uygun hale getirilgtir. Kararhligi, uzun stre dokamda kalmasi ve
peptit ve proteinleri vicuda hedeflemenin geiimesi konusunda farkli
yaklasimlar vardir, 6rngin; cesitli ¢ozulebilir polimerlerle modifiye edilmeleri,
mikropartikiler ilag tauyicilar ile birlestiriimeleri, EPR temelli hedefleme ve
hedefleme kisimlarinin kullanimi gibi. Ayrica, pewtlerin ve peptitlerin uyumlu
kullanimini iceren intraseliler ilagc iletimi hakkiam yeni yaklamlar
gelistirilmi stir. Bu gelsmeler, yeni nesil antikanser ilaclarinin iletimingelecek
vaat etmektedir (Torchilin ve Lukyanov, 2003).

Lipozom hazirlamak icin kullanilan yontemler genelarak 3 temel
basamak icerir;

- Organik ¢ozucude ¢ozdurulen lipitlerin kurutulmas
- Sulu ortamda lipozomlarin aiturulmasi

- Sonucta elde edilen lipozomlarin analizi.

31



Amfifilik Lipitler
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¢bzme ¢bézme
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olusumuy) ekleme
Suekleme ____5 MLV olusumu Deterjani uzaklastirma
Vorteksleme  Ekstriizyon Parcalama

(sonikasyon)

b e N

LUV SuUvV LUV

Sekil 1.7. Lipozom hazirlama yéntemleri (Akman ve ak., 2013)

Yapilan calgmada, fosfolipit olarak soya tohumu lesitini olamoBpholipon
85G" lipozom yapiminda kullanilnsir.

Lipit, cam balon icerisinde koroform:metanol kaminda ¢cozllerek, vakum
ile organik ¢ozucunin ucurulmasignarak balon ceperinde ince film ghoasi
sglanmstir. Sonikasyon ile sulu ortamda tek ve cok tabakalzikiller elde
edilmistir (Sekil 1.7).

1.8.1.1immiinolipozomlar

Antikor baslanms lipozomlar (immunolipozomlar) ilk olarak 1980’leri
baslarinda tanimlandilar (Dinauer ve ark., 2005). Tkkse immunojenik
degillerdir. Suda ve ygda ¢ozinen etkin maddelerkitgabilen lipozomlar, etkin
maddeleri kontrolli olarak serbestiecbilirler, hedef bdlgeye tayabilirler ve

biyolojik olarak yikilirlar (Gursoy, 1989).

Monoklonal antikorlarin terapotik amaglar icin kagasyonuyu anda ygun
bir argtirma ve gektirme konusudur (Pietersz, 1990; Morrow, 2003). Bu
argtirmalar sadece ilacin iletim yolunu gigirmekle kalmamakta, zararli yan

etkilere yol acmadan etkigii yakalamak icin gerekli dozu 6nemli &lgide

32



azaltmaktadir. Monoklonal antikorlar ila¢ veya @ptaginmasi i¢in kullanilabilir,
fakat monoklonal antikorlarin biyolojik aktiviteleyapidaki kiicuk dgsikliklere
duyarli old@gundan, anikorlarin safiirma ve karakterize edilmeleri oldukca
zordur. Monoklonal antikorlari ¢apraz gharken en sik kullanilan yontem 6zel

reaktifler kullaniimasidir (Sesay, 2003).

Hatakeyama ve arkaglarinin (2007) immunolipozomlarin hasta hicrelere
terapotik ilaclarin 6zel hedeflenmesi icin etkilsiyicilar oldysu sonucunu
bulduklari calgmalari su sekildedir: Membran tip-1 matrix metalloproteinaz
(MT1-MMP), anjiogenezde 6nemli rol oynamaktadimtir hicrelerinin yani sira
anjiogenik endotelyum hucrelerinde ekspresedir. &g, MT1-MMP timor ve
neovaskuilarite icin hedef molekil gibi kullaniladm&si distnulmistir. Son
yapilan cakmalarda, lipozomal antikanser ilaclarin bir hedeieligandi gibi
MT1-MMP’ye kari antikorlarin yarari gosterilmektedir. MT1-MMP’yiarsi
antikorun Fab-fragmentleri doxorubicin (DXR)-kagdsiimis lipozomlarin
polyethylene glycol (PEG)'nun merkeze uzak uclanmadifiye edilmitir, DXR-
sterik olarak kararl lipozomlardir (DXR-SIL[anti-M-MMP(Fab-)]). Antikorla
modifikasyon HT1080 hucreleri icinde (DXR-SIL[amiT1-MMP(Fab-)])'in
hicresel alimini 6nemli derecede artgirdgorilmistir, MT1-MMP’de yliksek
dizeyde ekspresedir, hedeflendiriimgniipozomlarla (DXR-stealthliposomes
(DXR-SL)) kasilastiriimistir, MT1-MMP antikorunun (Fab-) MT1-MMP
ekspresse eden hucreler icin etkili hedefleme Hgaoldusu 6nerilmektedir.
Tumor tglyan farelerde DXR-SIL[anti-MT1-MMP(Fab-)]'inn vivo sistemik
uygulamasi DXR-SL ile kadastinldiginda tumoér buyimesini 6nemli derecede
Onledigi goOsterilmitir.  Bu  sonucun timér ve neovaskilarite icin
immunolipozomlarin aktif hedeflenmesinden kaynakign oldugu tahmin
edilmistir. Bununla beraber, DXR-SIL[anti-MT1-MMP(Fab-)]JevDXR-SL'nin
tumor birikimi kiyaslanabilmektedir, enhanced peaten and retention (EPR)
etkisi aracilgl ile timdrde her iki formilasyonun da toplagidoneriimektedir,
fakat endotel ve tumor hicrelerinin her ikisindeMi€1-MMP’yi aktif hedefleme
araclilgl ile degildir. DXR-SIL[anti-MT1-MMP(Fab-)]'nin gelitiriimis antitimor
aktivitesi timordeki kilcal damarlardan ekstravgoas (damarlardan griya
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akma) sonrasi lipozomlarla bigteilen antikor sayesinde hicresel alimini
hizlandirmasindan kaynaklagdgoralmstar.

1.8.2 Yag emdulsiyonlari

Emudlsiyonlar, en basit tanimla birbiri ile kgnayan en az iki sivinin, birbiri
icinde damlaciklar halinde @ddigi heterojen sistemlerdir. Farmasotik ve
kozmetik alanda, birbiri ile gecimsiz iki maddeyekt bir formulasyonda
bulundurmak ve cevresel etkenlerden maddeleri kakufikri ile ortaya cikan
emdulsiyonlar, gunumuzde, ghr talyict sistemlere olan UstUr@inu
korumaktadir. Buyuk olcekli Gretimleri icin uygunditemler bulunmasina ve
distk sistemik toksisitelerine gaen, taiyici sistem olarak yaemdulsiyonlari
kullanildiginda, birgcok etkin maddenin sivi alamlaciklari ve kan arasindaki
dagihminin yiuksek olmasi nedeniyle bu sistemlerddmsgok hizli olmaktadir
(Schwarz ve Mehnert, 1994). Lipit sistemlerle ilgiliger bir sorun da, etkin
maddenin saklama sirasindasadi ve 0Ozellikle vicut sivilarina sizmasidir
(Numanglu ve Tarimcl, 2006).

Emulsiyon sistemlerde en az iki faz bulunurglyae sulu faz. Emulsiyonun
ic fazini olgturan damlaciklarin polidispergii degiskendir. Damlaciklarin
ortalama boyutu ise Umdulsiyonlarin siniflandiriimas;isindan 6nem  gat.
Ortalama ¢api 10 nm’den kiguk sistemler miselletileiion; 10-100 nm olanlar
mikroemulsiyon; daha buylk capa sahip olanlar isakroemdulsiyon olarak
adlandiriimaktadir (Jayakrishnan ve ark., 1998).

1.8.3 Kati lipit nanopartiktller

Oda ve vicut sicaldinda kati olan lipitlerin tayict matris olarak
kullanildigi kati lipid nanopartiktller (SLN), emulgatorlereilstabilize edilen,
nanometre boyutundaki partikiler sistemlerdir (Noogu ve Tarimci, 2006).
Lipid terimi geni anlamda kullaniimaktadir ve trigliseridleri (testrin vb.), kismi
gliseridleri (Imwitor vb.), y& asitlerini (stearik asit vb.), steroidleri (kolestl
vb.) ve mumlan (setil palmitat vb.) icermektedlipidler genellikle, GRAS
(Generally Recognized As Safe) ozalie sahip fizyolojik bilgiklerdir. Lipid
dispersiyonu stabilize etmek icin, yiklerine ve akall agirliklarina bal olarak
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batin  emdalgatér  tipleri  kullanilabilmektedir.  %21-5emdulgator veya
emulgator/yardimci emulgator kompleksi ile staladiyon sglanmaktadir.

Emdilgatérin secimi, uygulama yoluna ghdir. Parenteral uygulamalar igin
kullanilabilecek emdulgatorler oldukca sinirhidirmBlgatdor amach kullanilan
maddelere ornek olarak lesitinler, poloksamerlgrksllenms monogliseridler ve

polisorbatlar verilebilir (Numangu ve Tarimci, 2006).

SLN’ler (solid lipid nanoparticles) sicak vegik homojenizasyon yontemi
olarak iki sekilde hazirlanir. Hidrofilik etkin maddeler icimg@uk, lipofilik etkin
maddeler icin sicak homojenizasyon yontemi kullaaktadir. Kati lipit
nanopartukiler sistemler otoklav sterilizasyonunuamkiin kilmasinin yaninda,
formulasyonlarina g olarak gamasinlari ve filtrasyona da imkan tanimaktadir.
SLN, s6zU edilen Ustunltkleri ile, etkin maddeletopikal, ofalmik, oral ve
parenteral verifleri icin uygulama alani bulngtur. Suda gu¢ ¢6zinen birgok
etkin madde icin yeterli biyoyararlanima yol agacalistincesi, bu tayici
sistemin gelecek vaat eden ilagiyacilardan oldgunu gostermektedir (Demirel
ve Yazan, 2000).

Tez calgmasi kapsaminda, nanopartikillerle terap6tik peptimmonoklonal
antikorlar)  birlatirilmistir.  Kati  lipit  partikal  sistemleri  (LM;lipid
mikropartikiller, KLN;kati lipit nanopartikiller véiposferler) arasinda yer alan
KLN’ler, bu biyolojik molekdiller icin alternatifasiyici sistemlerdir (Almeida ve
Souto, 2007).

Kati partikiller; polimerik nanopartikiller ve mikurelere, lipozomlara ve
yag emulstyonlarina kar bircok avantaja sahiptir (Freitas ve Muller, 1998
« Kati matris, etkin madde saliminda modifikasyoglaa
e Uzun salim zamanlarinda nispeten yavazunma goruldr,

» Kimyasal bozunmaya ksiricerdikleri bilesikler korunur,

» Fizyolojik lipitlerden olwur,

* Farmasoétik dozajlarin kararkgni arttirabilmesi,

* Kan diizeyinde ani yukselmeleri 6nleyerek; vgiein sonra etkin maddenin
yan etkilerinin azalmasina yol acar (Mtller ve agQ00)

« Koloidal buyukluktedir,
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* Sulu dispersiyonlari uzun sire stabil kalabiliteedatif olarak, dondurarak
veya puskurterek kurutma uygulanabilir,

» Lipofilik ve hidrofilik etkin maddeler hapsedilebil

» Otoklav veya gamainlari ile sterilizasyon sganabilir,

* Hazirlama sirasinda fizyolojik biglerin kullaniimasi nedeniyle toksikolojik
olarak kabul edilebilirdir,

+ Uretimde organik ¢6ziicli kullaniimamasi nedeniylgaaik ¢oziicii kalintis
icermez,

* Geng uygulama alanina sahip olmasi (dermal, rektahjwik, intravendz),

e Muikemmel derecede biyouyumlu olmasi,

» Kuguk parcacik boyutu, genyizey alani,

» Endustriyel dlgekte Gretimleri mimkundur,

« Etkin maddenin kontrolli salimi anabilir,

* Yiuzey o0zelliklerinin modifikasyonu ile belirli dokara ila¢ hedeflemesi
yapilabilir,

» Etkin madde cevresel etkenlerden korunur ve stabilartirilir,

» Ekonomik olarak kabul edilebilir bir g§ga/ic1 sistemdir (Yazan ve Demirel,
2000; Numanglu ve Tarimci, 2006Senel, 2012).

KLN’in dezavantajlart;

Parcacik boyutunun zamanla buyimesi,

Jellgme giliminin olmasi,

Saklama siresince polimorfik ggleir nedeniyle ilag sizintisi,

Kristal yapisi nedeniyle zayif ilag yiklemesidirgxan ve Demirel, 2000; Gursoy,

2002;Senel, 2012).

Farkli kolloidal talyicillarin avantajlarini  bir arada barindiran ve
dezavantajlarini ortadan kaldiran KLN’lerin, kotlai talyici sistem olarak
kullanimlari giderek artan bir ilgi gbérmektedir (Mateswarlu ve Manjunath,
2004; Hu ve ark., 2004; Kim ve ark., 2005).

Kati lipit nanopartikdller, kontrolli hedefleme ueelli bir bdlgeye ilag
iletimi icin buyidk gelecek vaat etmektedir ve buzgén argtirmacilarin cok
ilgisini cekmektedir. KLN’lerin karakterizasyon g¢ghalari icin, foton kolerasyon
spektroskopisi, taramali elektron mikroskopisi (SEMliferansiyel taramal
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kalorimetre gibi analitik tekniklerin uygun olgu vurgulanir (Abdul Hasan
Sathali ve Ekambaram, 2011).

1.8.4 Polimerik nanopartiktller

Polimer sistemler arasinda en fazla dikkati cekefieplenimin (PEI),
Poly(L-lisin) (PLL), jelatin ve kitosan gibi katydn polimerler kullanilarak
hazirlanmg nano boyutlarda partiktler sistemlerdir.

Nispeten yav@ degradasyona guamalari, uretimlerinden gelen toksik
organik c¢ozucu kalintilari, endustriyel Olcekte tiimderi icin bir yontemin
bulunmamasi ve otoklav ile sterilizasyonlarinin nkim olmamasi gibi
dezavantajlara sahipken (Numghove Tarimci, 2006), bir avantajl 6zellikleri
katyonik lipidlerden daha stabil olmalari nedeniyl®NA'y1 nikleaz
degredasyonuna kardaha ¢ok korumalaridir (Kataoka ve ark., 2005yeiark.,
2006).

Emudlsiyon polimerizasyonu ve ¢6zicu ugurulmasi itdkn ile hazirlanan
polimerik nanopartikiller ve mikrokurelerin, Uretigleminden gelen organik
¢bzlcu atiklari, toksik monomer ve toksik bozunmanteri ile kontaminasyon
riski vardir. Bu polimerik partikillerde, kati madin, birkac giinden uzun stre
kontrolli etkin madde salimina izin vermesine skarspesifik dezavantajlari
sunlardir:

« Dort haftaya ulgan digik parcalanma ile RES’i (retikiilo endotelyal sisjem
bozarak sistemik toksik etkilere neden olabilirler;

» Polilaktit (PLA) ve polilaktit/glikolit (PLA/GA) patikdllerinin insan
granulositleri ve makrofajlari tarafindan fagosédildikten sonra sitotoksit
etkiler gozlenebilir;

« Uretim kaynakl toksik artiklar olabilir;

» Endustriyel dlgekte Gretim igin yontem mevcugiidir;

» Otoklav ile sterilize etmek mumkin glir. Gama gini ile sterilizasyon
sonras! tooksik reaksiyon Urtnlerinin ve radikatleolusma olasilgl vardir
(Demirel ve Yazan, 2000).
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1.8.5 Miseller

Etkin madde parcalanmasini ve kaybini en aza irekrneararli yan
etkilerini 6nlemek, biyoyararlanim ve etki yerledan bulunan oranlarini artirmak
icin, ¢ssitli etkin madde salim sistemleri ve hedeflemeesrgeri gelgtirilmi stir.

Sulu ortamda polimerik miseller aitwran amfifil blok kopolimerler (rasgele, di-
blok, tri-blok ve graft kopolimerler gibi) Uzerindélac talyicilar olarak
calsiimaktadir (Yasugi ve ark., 1999; Yao ve ark., 201Amfifilik blok
kopolimerler, hidrofilik ve hidrofobik monomer Ueierinden olgmuslardir ve
sulu cozeltilerde yuksek c¢ozindurme kapasiteli wyadikli yapida kuresel

miseller olgtururlar Sekil 1.8 veSekil 1.9).

A ‘"‘?}?“ Lipozom
44 "|',ﬂ| b (o

Sekil 1.8. Misel ve lipozom yapisi (http-6)
llag taiyici sistemler olarak misellesu avantajlari sgamaktadirlar

(Torchilin, 2001):

e COzUNUrligh disik etkin maddeleri ¢ozinldr hale getirmekte ve bégle
biyoyararlanimlarini artirmaktadirlar.

» Gerekli bolgede etkin maddenin toplanabilmesigiaaak icin vicutta yeterli

derecede uzun bir siire kalabilmektedirler.
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« Nanometre boyutlarinda blyluke sahip olmalar, onlarin zayif
damarlanmanin oldiu bélgelerde birikmelerine olanakgamaktadir.

» Spesifik ligandlar bganarak hedeflendirilebilmektedirler.

e Buyuk miktarlarda, kolaylikla ve tekrarlanabilir rbi sekilde
uretilebilmektedirler.

« Iclerindeki etkin  maddeyi biyolojik ortamda inaktsy@ndan
koruyabilmektedirler ve istenmeyen yan etkiler gdrhemektedir (Yiksel ve
ark., 2003).

Sekil 1.9. Misel yapisi (http-7)

Arastirmalar, blok kopolimerlerden ojan agregatlarin kireler, cubuklar,
vezikuller, lamel yapilar, hekzagonal olarak ygrtegosteren ici bphalkalar gibi
cok sayida farkli misel benzegekiller halinde bulunabile@ni gostermektedir.
Misel olusumu balica iki kuvvetin sonucu olarak meydana gelmektedir
molekdllerin bilgimine neden olan c¢ekim kuvveti ve misellerin ayrir b
makroskobik faz halinde sinirsiz buydmelerini Oeleyitici kuvvet. Pekcgok
calsmada polietilenoksit (PEO yani PEG) hidrofilik plo olustururken
hidrofobik blok olarak cok sayida farkli materyalllaniimaktadir. Aagida
cekirdek olgturucu blok olarak kullanilan biyolojik olarak gedi hidrofobik
polimerlerden bazilari verilrgtir (Yiksel ve ark., 2003):

* Poli(aspartik asit)

» Poli(beta-benzil-L-aspartat)
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* Polikaprolakton

* Poli(gama-benzil-L-glutamat)
» Poli(D,L-laktid)

» Poliakrilik asit

» Poli(oksi propilen)

* Oligo(metil metakrilat)

* Polistiren

Baslica iki hazirlama yontemi vardir: gaudan ¢6zme yontemi ve diyaliz
yontemi Sekil 1.10).

MISEL HAZIRLAMA YONTEMLERI

| Dogrudan Gézme Y8ntemi | Diyaliz Yéntemi |
suda gtizlnehilen kopolimerler igin | suda az gazinen kopolimerier igin
% |
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Sekil 1.10. Blok kopolimer misellerin hazirlanmasina uygulanan iki temel yonteminsematik

gosterimi (Yiksel ve ark., 2003
Yontemin secimi, buytk oOlcide blok kopolimerlerinu sigindeki
¢cozanarligine bghdir. Eger kopolimer suda ¢odzunebiliyorsa gdodan ¢ézme
yontemi; kopolimer suda c¢ok az miktarda c¢o6zinlyodigaliz yontemi
uygulanmaktadir.
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1.8.6 Mikrokapsduller

Mikropartikiler sistemlerden biri olarak kabul el mikrokapsuller, bir
cekirdezsin bir ceperle kaplanmasi sonucu @n dozajseklidir. Genelde etkin
madde ‘cekirdek’, kaplama maddesi de ¢eper adini@ekirdek maddeler: Farkli
etkin maddeler, Orrggn, antibiyotikler, analjezikler, vitaminler, sedfdr;
proteinler, peptitler, hormonlar, enzimler, bakri antikorlar, hiicreler, boyalar,
pigmentler, fotgrafcilik maddeleri ve besin maddleri kapsullenebitedir
(Dong ve ark., 2011).

Ceper maddeleri: g@l (agar, albumin, arap zamki, dektran, jelatitpzan,
kollajen, ngasta, mum, pektin, zein) ve sentetik (akrilik paer, PEG, poli
Uretanlar, poli amitler, polistiren, PVA, PVP, delil ve tirevleri, slikonlar,
sellak) hidrofilik ya da hidrofobik polimerlerden gitebilmektedir (Oner, 2004).

Mikroenkapsulasyon teknolojisinde kullanilan kaptammateryalleri ¢ok
cesitli olup, organik veya inorganik esasli olabiMikrokapstlasyonun amaci,
gecimsizlgi gidermek, atmosfer kaollarindan korumak, stabiliteyi arttirmak, etki
suresini uzatmak ve kontrolli salim sistemleri in@ttir. Mikroenkapsulasyon
tekniginin kimya, ziraat, gida ve yem, tip, eczacilikteraerlik, biyoteknoloji,
cevre ve tuketici ihtiyaclar gibi ¢cok genis kullem alanlar vardir (Alglu ve
Oner, 2010).

Mikrokapsullerde incelenmesi gereken fizikokimyasatellikler, ceper
kalinhgi, gecirgenlik, zeta potansiyel, partikil buyUglii salim, mekanik ve aki
Ozellikleridir (Dong ve ark., 2011).

1.8.7 Mikrokureler

Caplan birkacum’den birka¢ ylizum’ye desisebilen, monolitik yapida,
miro tastyicilardir §ekil 1.11). Mikrokurelerden beklenen temel 6zedikl etkin
maddeyi kontrolli salmasi ve yapisinggérmemesi, hedefe gamasi, in-vitro ve
in-vivo kosullara dayanikllik, biyolojik sistemlere uyumlu noasi, biyolojik
olarak parcalanabilmesi ve parcalanma Urinlerioksik olmamasidir (Peksoy ve
ark., 2004).
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Hazirlanmasinda d@al ve sentetik polimerler kullanilir. Hazirlama
yontemleri; polimerizasyon yontemi, koaservasyon ntgini, emdulsiyon
olusturma, in-situ yontem, polikondenzasyon, puskikelendurma, puskurterek
kurutma, orifis yontemi, dispers fazda jgliee ve capraz ama yontemi
(Gursoy, 2002).

Kisaca mikrokurelerin klinik uygulamalarindan badeseek olursak; 5-FU,
BCNU, sisplatin, doksorubisin, mitomisin-C, adriami gibi antikanserojen
ilaclar mikrokure seklinde uygulanarak, hem toksik etkileri azaltiiregkhem
kontrolli salimlar sganmaktadir. Antienflamatuar ilaglar (naproksen yaod,
diklofenak sodyum, deksametazon, siklofosfamit whkireleri, sinovial sividan
hizla uzaklgan antienflamatuar ilaclarin daha uzun sire eklerkdBnasi
amaciyla kullanilmgtir (Bozda& ve ark., 2001; Gdursoy, 2002). Lokal
anesteziklerin etki surelerinin uzatiimasi amacddamikrokireler hazirlangtir.
Tc-99m poli (I-laktik) asit (PLA) mikrokureleri labsitleri fagositik yolla
isaretleyebilmek icin hazirlangive monositlerin daha belirginsaretlenmesi
nedeniyle 6zellikle kronik inflamasyonda kullaniladb oldugu yapilan

calismalarla gosterilmstir (Peksoy ve ark., 2004).

Sekil 1.11. L-PLA mikrokrelerinin morfolojik 6zelli klerine ait SEM (taramali elektron

mikroskobu) fotograflar (1-5 pm) (Peksoy ve ark., 2004)
Mikrokdreler, lokal anesteziklerin etki sirelerinimzatilmasi amaciyla,

beyine implantasyonSéngel-Turk ve ark., 2007), hedefleme amaciyla kulila
Peptit ve proteinlerin stabilitesi artirihp salinprofilleri  mikrokdrelerle
ayarlanabilir. MikrokUreseklinde formile edilenslarla uzatiimg etki ve kuvvetli

immunizasyon elde edilgtir. Daha c¢ok biyolojik olarak parcalanan
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polimerlerden PLA/PGA ve PLGA kullanilarak tetanee difteri toksoitlerinin

mukrokureleri yapilngtir (Gursoy, 2002).

1.8.8 Nanopartikuller

Blyukligli 10-1000 nm arasinda ggen, etkin maddeyi c¢oziunmy
hapsedilmi veya adsorbesekilde kontrolli olarak salan kati koloidal
partiktllerdir. Nanokure ve nanokapsul olarak deniendirilirler. Nanokapsulde
etkin madde polimerik bir membranla cevrilidir, whkidrede ise matriks sistem
icinde etkin madde homojen gamis sekildedir. Nanopartikilden istenen
Ozellikler, ilaci kontrollii salmasi, etki etmeléstenen bolgede toplanmasi, kararli
olmasi, talyicinin biyoparcalanabilir olmasi, parcalanma Ueiinin toksik
olmamasi, sterilize edilebilir olmagzklinde siralanabilir (Gursoy, 2002).

Dogal ve sentetik polimerler hazirlanmalarinda kulianDogal polimerler
proteinler (albumin ve jelatin) ve polisakkariti@ljinat, kitozan, dekstran) olarak
iki gruptur. Sentetik polimerler arasinda da oncedentezlenen (polianhidrit,
polikaprolakton-PECL, poli(laktik asit)-PLA, poldktik-ko-glikolik asit)-PLGA)
veya hazirlama sirasinda sentezlenen polimerle(peln(siyanoakrilat)-PAGA)
yararlanilir. Peptit, protein ve nikleik asitlemmanopartikiller ile tganmasinda

polisakkaritler kullaniimaktadir (Gursoy, 2002).

1.8.9 Sfingozomlar (sfingolipitler)

Sfingolipitler temel olarak tim hayvanlarda, bidde, ve mantarlarda ve
bazi prokaryotik organizmalarda ve virtslerde bulursfingoid iskeletine amid
zinciri boyunca bir yg asiti bgli olabilir ve/veya birincil hidroksilde agrubu
bagli olabilir. Bas gruplari basit bir hidrojenden daha kagmkattrlere dgisebilir,
ornesin; sfingomiyelinin (SM) fosfokolin kismi ve glik@sgolipitlerin basitten
karmaik glikanlarina kadar (Kolter, 2011).

Sfingolipitler membran, lipoprotein, deri ve gdr biyomateryallerin
bilesenleri olarak glev gorir ve hiicre habegi®esinde modulatér ve mediatorler
olarak glevleri vardir. Glikosfingolipitler hicrelerin elkageliler matriksinden
protein ve karbonhidratlara glanarak ayrica hicre adhezyonu ve huicre-hlcre
etkilesiminde yer alirlar (Merrill, 2008). Bu sadece yaive dizenlemeyi
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sglamaz, ayni zamanda kam hicrelerin memebran reseptorlerinin veya ayni
membranin aktivitesini ayarlayabilir. Orin, gangliosit GM3 epidermal bilyime
faktorl reseptéru tirozin kinaz aktivasyonunu irehieder (Yoon ve ark., 2006).
Bazi sfingolipitler mikroorganizmalar, mikrobiyabksinler (6rngin, GM1in
kolera toksini tarafindan taninmasi) ve virlslerat@mdan bglanma boélgesi
olarak kullanilir (Hanada ve ark., 2006). Sfingalgr proteinlere kovalent olarak
baglanabilir (Merrill, 2008).

1.8.10 Mikrosuingerler

Polimer esasli, genellikle tropikal uygulanan, gigdi mikropartikiler
tastyicilardir. Buyuaklikleri 5-30Qum arasindadir. Bir gram mikrostingerin ylzey
alani 200-500 /) gbzenek hacmi 0.6-4.0 énretkin madde kapsiilleme kapasitesi
ise %50-60 arasindadir. Mikrostingerler, ilacin igkssini ve yan etkilerini
azaltir, etkinlgini uzatir, programlanabilir ve kontrolli salim gtayarak sik
dozlama zorunlulgunu ortadan kaldirirlar. Biyolojik olarak parcalaayan
sistemlerdir. Gozenek yapilarinin kuguik olmasi nede, bakterilerin giremedi
yapilar olarak bilinirler. Partikul buyik§il nedeniyle, deri ylizeyinde kalip, etkin
maddeyi zamanla salarak, epidermisitiel dirikimi 6nlenerek lokal etkili ilaclarin
guvenilirligi saglanms olur. pH'si 1-11 arasindaki ortamlarda, i8ye varan
sicakliklara dayanikhdirlar (Kka2002).

1.8.11 Niozomlar

Tek zincirli amfifillerin niozom olgturabilecgi ilk kez Hargreaves ve
Damer (1978) tarafindan gozlerytim. Oktadesil sulfat ve oktadesil fosfat gibi
uzun zincirli deterjanlara; asit sabunlar, sabug@/gkkolleri, oleat/kolesterol gibi
molekdller beraberliklerinden de faz gegiicaklgl Uzerinde ve oldukga yuksek
konsantrasyonlarda vezikil gturabildiklerini rapor etnslerdir. Pazara sunulan
arinin stabilitesi 6nemlidir. Lipozomlarin stalabi ile ilgili calsilirken
fosfolipitlere alternatiflerin aranmasi c¢ahalari aratiricilari, non-fosfolipit
vezikuller noktasina getirgtir. Non-iyonik ylzey etkin maddelerin kullanifg
vezikullerle ilgili ilk patent 1975'te L’Oreal tafadan alinmgtir (Ozer, 2002).
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Sonug¢ olarak, non-iyonik ylzey etkin maddelerin anéesen olarak
bulundwgu; yik verici madde ve kolestrolden gdun bu vezikillerin fiziksel yapi
ve kimyasal bilgim acisindan aktif ve uygun olgu ispatlanmy ve ilac talyici

sistemler arasinda yerini alghr (Ozer, 2002).
1.9 Pegilasyon

Pegilasyon, peptit ve proteinlerin  biyoteknolojik e v terapotik
potansiyellerini gelitirmek icin ¢ok ilgi duyulan bir yontemdir. Poly(stiene
glycol) (PEG)’in, bir polipeptite dizguin bgekilde bglandginda, temel biyolojik
fonksiyonlarin- enzimatik aktivite veya reseptomitaa gibi- 0Ozelliklerinin
cogunu korurken modifiye eder. PEGdlanmasi, proteinlerin ylizeyini maskeler
ve polipeptitin molekdl boyutunu arttirir, boyled®brek suzulimunt azaltir,
antikorlarin veya antijen uygulangricrelerin korunmasi ve proteolitik enzimler
tarafindan yikimi azaltir. Son olarak, PEG, kendiké-kimyasal 6zelliklerini
molekdllere iletir ve bdylece peptit ve peptit-olyaa ilaclarin biyodglim ve
¢cozunebilirligini de modifiye eder (Veronese, 2001).

Terapottik proteinlerin ~ (antikorlar  gibi) sistemik olla vicuda
uygulanmasinda kafasilan en buyldk sorunlardan biri, ilacin hizla dotandan
uzaklgtinlip vicuttan atilmasi, bir geri ise geni dagsilim hacmine sahip
olmasidir.  Pegilasyon yontemiyle biygadlam ve  c¢ozunebilirlikleri
degistirilebilinir.

llag talyict koloidal sistemlerin sistemik dglaa intraventz yolla
uygulanmasindan sonra, sk karacger olarak RES (retikilo endotelyal sistem)
tarafindan tutulumunu (~30 dakika) engellemek agdacpartikuller Gzerine PEG
denilen hidrofilik bir polimer eklenerek/Bmnarak dolgmda daha uzun sure
kalan stealth lipozomlar (veya sterically stabiliye Gizerine camalar
yapilmaktadir (Zalipsky ve ark., 1997; Storm ve i@noelin, 1998; Park ve ark.,
2001; Kiwada ve ark., 2006; Maeda ve ark., 200Bn@r, 2009).

Opsonin olarak adlandirilan plazma proteinleri, udec giren lipozomlari
yabanci madde olarak algilar ve lipozomun membeahalanirlar, bu bdlanma
lipozomun RES hcreleri tarafindan tutulup dotadan uzaklgtiriimasi slemini
aktive eder (Bakker-Woudenberg ve ark., 1993; Karlippve ark., 2002). Bu surec,
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immun sistemin lipozomlar dahil tim yabanci materydarak algiladg

maddeleri, nonspesifik atilim (fagositoz) mekanizmae uzaklatirmasidir.
Lipozomlarin PEG [poly(ethylene glycol)] ile kaplaasi RES hicrelerinin
lipozomlari tanimasini gugierir ve boylelikle lipozomlar dolamda daha uzun
sure kalabilirler. (Terada ve ark., 2006; Steinleaw® ark., 2006).

Dolasimda uzun Kkalacak partikillerin intraventz iletimirecinde
makrofajlar tarafindan temizlenmemeleri icin 100 wendaha kiicuk caplarda ve
hidrofilik bir ylzeye sahip olmalari istenir (Braom-Peppas ve ark., 2004). PEG
hidrofilik bir polimerdir, bu nedenle partikulleriylzeyini kaplamada kullanihr
(Zalipsky ve ark., 1997Kiwada ve ark., 200@4arashima ve ark., 2007).

Bu polimer, lipozom ytlizeyinde koruyucu bir tabaasturur ve plazma
proteinleri tarafindan taninmasini geciktirir, dofayla lipozomlarin dokamdan
uzaklgtirimalar yavalar ve sistemik dokamda daha uzun kalirlar. Ginimuzde
PEG kapl “long-circulating” lipozomlarinn vitro ve in vivo biyomedikal alanda
yaygin kullanimlari vardir, hatta PEG kaph lipodam Klinikte de

kullaniimaktadirlar (Immordino ve ark., 2006).
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2 MATERYAL VE METOD
2.1 Materyal

2.1.1 Cahlsmada kullanilan maddeler

Acridine Orange hemi(zinc chloride) salt Santa Cruz Biotechnology USA
Akrilamit/Bisakrilamit (% 30, 29:1) Applichem Almanya
Amonyum persiulfat (% 99) Applichem Almanya
Amonyum silfat Sigma-Aldrich USA
Anti-HER2 Antibody Sigma-Aldrich Cin
Brillant Blue G Amresco Amerika

DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) Sigmddrich israil
DKM (Diklorometan) Sigma-Aldrich Almanya
DMSO (Dimetilsulfoksit) Applichem Almanya
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Mediym Biological IndIsrail
EDTA (Etilen Diamin Tetraasetik Asit) Sigma-Aldrich Almanya
Etanol Merck Almanya

FITC (Fluorescein Isothiocyanate Isomer I)  Sigma-Aldrich Amerika
FITC-conjugated Anti-HER2 Antibody (Neu) Sa@ruz Biotechnology

Amerika

Fotal sgir serumu Sigma-Aldrich Almanya
Formaldehit (%37) Riedel de Haen Amerika
Glasiyel asetik asit Sigma-Aldrich Almanya

Gelucire® 50/13 (Gliserol makragol stearat) Gattefose Fransa

Glisin Merck Almanya
izopropanol Merck Almanya

Kloroform Carlo Erba Fransa
Lipofectamin® 2000 transfeksiyon ajani Invitrogeningiltere

Marker mix Thermo Scientific Amerika
Metanol Merck Almanya

MTT boyasi Applichem Almanya
Penisilin/streptomisin GIBCAngiltere
Phospholipon 85& RBpbolipid GmbH Almanya
Potasyum klortr Sigma-Aldrich Almanya
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SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Merck Almanya
SDS 6rnek indirgeme tamponu (Laemmli 2X concenfratgma-Aldrich

Amerika

Sparf 85 (Sorbitane trioleate) Flukaispanya

Sodyum bikarbonat Merck Almanya

Sodyum hidroksit Sigma-Aldrich Almanya
Sodyum klortr Merck Almanya

Trastuzumab (Herceptin) Rochésvicre

Tween® 80 Merck Almanya (Polioksietilen

sorbitan monooleat)

TEMED (Tetrametiletilendiamin Applichem Almanya
Trizma baz Sigma-Aldrich Almanya
Tripsin/EDTA Biological Indsrail
Triton ™ X-100 Sigma-Aldrich Amerika

2.1.2 Cahlsmada kullanilan cihazlar

Blyuk kapasiteli santrifdj Hettich Zentrifugen (Rotina 420R)
Almanya

CO2'li etiv BINDER Almanya

Coklu okuyucu Perkin Elmeingiltere (Victor X 5)
Dikey elektroforez Cleaver Scientifiéngiltere

Distile su cihazi Millipore Amerika

Dondurucu (-20°C) Liebherr MEDIline Almanya
Dondurucu (-80°C) New Brunswick Sci. Amerika
Floresan mikroskop Leica 400DMI Almanya

TEM- Gegirimli elektron mikroskobu FEI Tecfa Amerika
(G2 Spirit)

Gug kayngl ISort ES861 Belcika
fletkenlik olcer Hanna Instruments HI8820 Almanya
Invert mikroskop Leica DMIL Almanya

Jel dokimantasyon goéruntuleme cihazi  KodalCHBmerika
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Laminar aks kabini BIOWIZARXtraLINE-130 Blue
Series Finlandiya
Liyofilizator SCANVAC (Cool Safe 110-4 Pro

Labocene) Danimarka

Manyetik karstirici Heidolpthmanya

Mikrosantrifij Eppendorf Almanya

Orbital Karstiricl Biotao(stuart) UK

Otoklav Hirayama Japonya

Otomatik mikropipetler Eppendorf Almanya

pH-metre ThermoScientific Amerika
Rotavapor Buchi (R-205)svicre

SEM (taramali elektron mikroskobu) Zeissraplus Amerika

Sivi azot tanki Arpege 110 (Air Liquide) Fransa
Sonikator Sonics Amerika
Spektrofotometre Shimadzu Biotech (BioSpec-Nano)
(Protein miktar tayin cihazi) Amerika

Su banyosu JEIO TECH (BW-10H) Kore
Vorteks karstiric Jeiech Co. Cin

Zeta potansiyel ve parcacik boyutu 6lcer Nanadeer ZSngiltere

(Malvern)
2.1.3 Calismada kullanilan besi yerleri ve soltsyonlar

Hucre kaltard ¢ali smalarinda kullanilan besi yeri
DMEM ....vveiiiiiiiieeeennn 1,34 g
NaHCQ; (Sodyum bikarbonat).....0,37 g.
Fetal Bovine Serum (% 10 FBS)...10 mL
% 1 penisilin-streptomisin........... 1mL
% 1 L-glutamin........................1mL
90 ml otoklavlanmy distile suda DMEM ve NaHC{O¢o6zuldukten sonra,
serum, antikor ve amino asit eklenerek, anlip filtreden gecirilir. pH 7.4’e

ayarlanir. +4C’de saklanir.
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PBS 10X

NaCl.......coociiiiiiien, 809
Na2HPO4.7H20............. 1159
O I~ o §
KH2PO4.........ceeeee . 2.

Distile su ile 1 litreye tamamlanir, pH 7.2 ye dgarr. 12£C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir ve +4 C’de saklaf®ambrook ve Russell, 2001).
SDS-PAGE 5X yuritme tamponu (Running buffer)

Trisbaz................. 15¢.
Glisin....................72 g.
SDS .. 59

0,8 L distile suda c¢ozilerek hacim 1 Litreye tameamm. pH 8.1-8.5
olmasi gerekir. Asit ya da baz eklenerek pH ayapilynaz. Tampon £€’de
saklanir (Gomes,2010).

1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 (Ayirma jel tamponu)

Tris bazi molekuler @rhigr 121.1 g/moldar. 18.165 g Tris bazi 80 ml
distile suda ¢ozundikten sonra, 6N HCI kullanarék §8’e ayarlanir. Hacim
distile su ile 100 ml'ye tamamlanir. 1%%rde 15 dakika otoklavlanarak steril
edilir.

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 (YUkleme jel tamponu)

Tris bazi molekiler @rligi 121.1 g/mol’dir. 6.055 g. Tris bazi 80 ml
distile suda ¢ozundikten sonra, 6N HCI kullanarék 8’e ayarlanir. Hacim
distile su ile 100 ml'ye tamamlanir. 1%%rde 15 dakika otoklavlanarak steril
edilir.

%10 (w/v) SDS (Sodyum dodesil siilfat)

1 g SDS 10 ml distile suda ¢ozulir. Oda 1sisinéiéasa.
%10 (w/v) APS (Amonyum perstilfat)

1 g amonyum persulfat 10 ml distile suda ¢6ziledaka kicik hacimlere
bélunerek, -28C’de saklanir. Taze olarak kullanilir.

SDS-PAGE protein indirgeme tamponu
SDS o6rnek indirgeme tamponu (Laemmli 2X concenfy&@gma-Aldrich,

USA. Hazir kullanilmgtir.

50



Coomassie Brillant Blue jel boyama soltiisyonu (500 ml)

% 0.2 (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250 % 45vjvétanol ve % 10
(v/v) asetik asit icerisinde c¢ozdurulir. %45 haoimdlistile su eklenir.
Cozunmeyen parcaciklarin  kalmasi durumunda filmedgecirilerek oda
sicaklginda saklanir.
Coomassie Brillant Blue jel yikama solliisyonu

300 mL suya 500 mL metanol eklenir. 100 mL asesit eklenerek, son
hacim 1 L'ye distile su ile tamamlanir. Son orankdistile su icinde %50 (v/v)
metanol, %10 (v/v) asetik asit bulunur.
50 uS/cm iletkenlige sahip NaCl ¢ozeltisi

Derisik NaCl c¢ozeltisi hazirlanir. Behere distile su ktarak manyetik
karistirict tGzerine alinir, iletkenlik o6lcen cihazin pro behere daldirilarak,
elektronik ekranda 50uS deerine ulgana kadar sodyum Kklorir cozeltisi
eklenmeye devam edilir. Bu sirada magnet ile sodilamiriin homojen dalimi
sazlanir. Iletkenlik 50uS’ye ayarlanmy olunur (Olbrich ve ark., 2004).
DAPI boyama
Stok Solusyonu (50pg/ml)
500 ug 4',6-Diamidine-2'-phenylindole dihydraminde (DAPI), 10 mL metanol
icinde ¢ozulur. -20°C’de saklanir.
Boyama sollisyonu
24.5 mL Methanol
24.5 mL PBS
1 mL DAPI stok solisyonundan alinarak hazirlanir.

DAPI, son konsantrasyon 0.1-1pg/ml olarak kullaniTiek ve cift zincirli

DNA'yl boyar. DAPI uyarilma maksimum dalga boyu03dm, sima dalga boyu
588 nm’dir (http-11).

2.2 Metod

Tez calgmasinda, hazirlanan lipozom ve kati lipit nanogéhere
trastuzumabin  (Anti-HER2 antikoru) enkapsilasyone \adsorbsiyonun
sglanmayasi cagmalari yapilmg ve bu glemler gamasinda kullanilan tim

fiziksel ve kimyasal kgullarin genetik materyale olan etkisi giralmasi
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amaclanmgtir.  Ayrica, bu formulasyonlar kanser hicreleringgulanarak,
sitotoksik etkilerinin ve hucrelere glanma Ozelliklerinin dgerlendiriimesi
yapilmstir. Hicre olarak, metastatik insan meme kansecrdiéri olmalari ve
antikorumuzun bganmasinda hedef olarak kullanilabilen epidermayinie
faktoru reseptoruni (EGFR) yuzeylerinde ekspresbikdeleri nedeniyle MCF-7

hicreleri Sekil 2.1) kullaniimsstir.

Sekil 2.1. Tek tabakali kiltir ortamindaki MCF-7 hicrelerinin immunsitokimyasal yontem
ile boyanms goruntist [Herhangi bir renklendirme yapilmamistir. Yesil:
Mikrotubul, Mavi: Aktin, Kirmizi: Cekirdek yapilari ni gostermektedir. Zeiss LSM
510 Lazer Taramali Konfokal Mikroskop (Prof. Dr. Alp Can ve Hakan Cgkun,

Ankara Universitesi)]
2.2.1 Lipozom formilasyonlarinin hazirlanmasi

Lipozomlarin formilasyonlarinin  hazirlanmasinda ilsasyon yontemi
kullaniimistir.  Hazirlanan formulasyonlarin, hilenleri, hazirlama ve genetik
materyalin yuklenmesi yontemle@iizelge 2.1de belirtilmistir.

Lipit olarak, fosfolipit yapili soya tohumu lesitinlan Phospholipon 85%
secilmg ve Lasic ve Templeton (2000)'un tanimi@adyontem kullanilmgtir.

Buna gore;
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» Lipit cam balon icerisinde koroform:metanol (2:¥vérganik faz kagiminda
cozindirulmitir. Rotavaporda 42C su banyosu tizerinde, 90-100 rpm’de
dondurulerek, yakkk 250 mbar basing altinda, 5 mL’lik cam balonun ig
yuzeyinde lipit film tabaka oklturulacak sekilde organik ¢6zucinin
uzaklgtiriimasi sglanmstir.

» Lipit film tabakas! olgturulan balon icine, sulu faz eklenymwe sonikator
yardimiyla 1.5 dakika sire ile % 20 gicte sonikénadtir. Sire sonunda
hidrate edilen lipit film tabakadan, polipozom vezikillerin olgmasi

salanmstir.
2.2.1.1Lipozomlara katyonik 6zellik kazandirma

Genetik materyal-tayici sistem bilgimlerinin negatif yuklt htcre zarlari
ile etkilesim sglayabilmesi icin net pozitif deer tggimasi gerekmektedir (Uddin,
2007). Bu amacla, katyonik ozellik stgan lipidik oktadesilamin, lipozom
formilasyonlarina  belirli  oranda ekleryti (Cizelge 2.). Lipozom
formulasyonlari hazirlanirken, oktadesilamin, lipé birlikte ¢cozunduruldikten

sonra, sonikasyonlemine tabii tutulmslardir.
2.2.1.2Lipozomlara antikorun enkapsutlasyonu

Daha 6nce i¢ yuzeyinde lipit film tabaka gtwrulan 5 mL’lik cam balona, 1
mL serum fizyolojik igcinde dispers edilen antikarl€izelge 2.1de belirtilen
oranlarda eklenerek ve sonikator yardimi ile %2@leyil.5 dakika boyunca
hidrate edilmgtir. Sonikasyon ile lipozom formulasyonu elurulurken,

enkapsulasyon (yukleme)emi de gerceklgirilmi stir.
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Cizelge 2.1. Formilasyon ¢agmalarinin tablosu [K:M, kloroform:metanol; DKM, dik lorometan; AO, acridine orange; FITC, Fluorescein kothiocyanate]

Lipitler Yizey Etkin Katyonik Ajan Genetik Organik Cozucu Boyar Madde Uygulanan Ydntemler
Maddeler Materyal
Formulasyon Phospholipon Gelucir® Tweerf Spaﬁr§ Oktadesil amifi Herceptin K:M | DKM AO FITC Sonikasyon Diyaliz
85G® (g/2mL) 50/13 80 2;5 (g/2 mL) (V/v) (500 (500 %20 Gl
(g/mL) 0 0 uL) pL)
(%0/9) | /)
LO 0,02 - - 2:1 +
L1 0,02 0,0012 - 2:1 +
L2 0,02 0,0012 21mg/2mL 2:1 +
L3 0,02 0,0012 42mg/2mL 2:1 +
L4 0,02 0,0012 - 2:1 + +
L5 0,02 0,0012 - 2:1 + + +
L6 0,02 0,0012 FITC-lgh 2:1 +
Anti-HER2
(68010)
L7 0,02 0,0012 680g 2:1 + +
L8 0,02 0,0012 68(g 2:1 + + +
L9 0,04 0,0012 - 2:1 +
L10 0,04 0,0012 68(0g 2:1 +
L11 0,04 0,0012 6309 2:1 + + +
L12 0,04 0,0012 FITC-lza 2:1 +
Anti-HER2
(68010)
L13 0,04 0,0012 6309 + +
L14 0,02 - - + + +
L15 0,02 - 68Qug + + +
K1 - 0,02 1,8 1,2 0,0012 - + +
K2 - 0,02 1,8 1,2 0,0012 68@ + + +
K3 - 0,02 1,8 1,2 0,0012 68 + + +
K4 - 0,02 1,8 1,2 0,0012 FITC-pa + + Filtrasyondan
Anti-HER2 sonra +
(68010)
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2.2.1.3Lipozomlara acridine orange (Akridin turuncusu, AO) ve FITC

(Fluorescein Isothiocyanate Isomer I)’'in enkapsulagonu

AO boyasi genellikle membranlar arasi pH gradiyentbelirlemede
kullantlir (Barenholz, 2012). Clerc ve Barenholz’ud998) yaptiklari bir
calismada, lipozomlarla inkibe edilen akridin turuncugbeeltisinin floresan
yogunlugunun, gradiyent buytkgiinden, vezikillerin hacminden ve sicakliktan
etkilendigi bildirilmi stir. Deneysel veriler, vezikullerin igindeki akridturuncusu
monomerlerinin birikimini ve akridin turuncusu katylarinin sandivig-benzeri
yapisinin intravezikulegeklini tanimlamak igin teorik modelle kiyaslargtm.

1940’lardan beri, AO sitokimyasal boya olarak kallenistir. Asidik
bdlmeler igindeki varfii veya asidik yapilara, nukleik asitler, kromatire v
lizozomlara bglandgindaki karakteristik spektral g@simleri histoloji igcin ¢ok
kullanigh olmustur. Transmembran proton gradiyentleri de AO ilastnlabilinir.
9-Aminoacridine (9-AA) de floresan spektroskopisiylpH gradiyentini
hesaplamak icin prob olarak tanimlaginm 9-AA'nin floresan ygunlugu
kloroplast membran vezikillerinin vagh icinde veya transmembran pH
gradiyentleriyle lipozomlarin icinde bastirilir @t ve Barenholz, 1998).

Akridin turuncusunun floresarsima siddeti 525 nm’de, uyarilim dalga
boyu 490 nm’'de hesaplangtir. AO, DNA ve RNA boyamada yillarca
kullaniimistir, ethidium bromide’den daha kuvvetli sinyal vefakat jelin ¢ok
yikanmasi gerekir. (Azevedo ve ark., 2010).

Acridine orange (1 mg/1 mL) boyasi distile sudaitbnistir. Lipozom
formilasyonu gamasinda, AO ¢ozeltisinden 500alinarak sulu faza eklengwe
% 20 gugle 1.5 dk. suresince sonikasyon ile enkapgdn gercekkgirilmi stir.

FITC 1 mg/l mL konsantrasyonda, pH’'si 8-9 arasiaglarlanmg olan
distile suda datilarak ayni glemle enkapsule edilrtir.

AO’nun pozitif ve negatif yukli lipozom formilasylamina
yuklenmesindeki amag, aftwrulan nano boyutlu lipit yapidaki lipozom
vezikullerin hlcreye endositozla alinip alinm@din tespit edilmesidir. Hicre
yuzeyi negatif oldgundan dolayi, pozitif ylzey yukine sahip lipozommar

endositoz edilmesi beklengtir.

55



2.2.2 KLN formulasyonlarinin hazirlanmasi

KLN formulasyonlarinin  hazirlanmasinda da sonikasydekngi
kullaniimistir. Hazirlanan formilasyonlarda kati lipit olaré% 2 oraninda
Gelucire® 50/13 ve yiizey etkin madde olarak TwW&énve Spafig5 kargimi
kullaniimsstir (Cizelge 2.1). Gelucife50/13 kati lipiti 5 mL’lik balon icerisinde
500 uL DKM icinde ¢cozundurdlmgtir. Yizey etkin madde karmi bir mikrotip
icinde 1 mL distile su icinde d@éilmistir. Daha sonra ygi ve sulu faz sonikator
yardimiyla 1.5 dakika sure ile % 20 giicte sonikénadtir. Sire sonunda ogan
suspansiyonlar rotavapora aktargnve yaklgik 250 mbar basingta, 30 dakika
kadar ve 49C su banyosu lzerinde 60 rpm’de karlarak organik ¢6zucunin
uzaklgmasi sglanmstir. Olusan dispersiyon 0.22um filtreden gegcirilmg ve
diyaliz membraninaMedicell /nt. Ltd., 12-1400 Da, 15.9 mm:3(QMktarilarak 2

gun distile su icerisinde manyetik k@mcida diyalizedilmgtir.
2.2.2.1KLN’lere katyonik 6zellik kazandirma

Geluciré® 50/13 lipitleri anyonik 6zelliktedir (Chen ve ari2010). Genetik
materyalin bu maddelere elektrostatik olarak tutasmin sglanmasi ve negatif
yuzey yiukine sahip olan hicrelere ayni egkieile tutunmasi icin katyonik
0zellik kazandiriimasi gerekmektedir (Uddin, 20\). amacla, katyonik 6zellik
tastyan lipidik oktadesilamin DKM icinde lipit ile bikte ¢cozundurilerek KLN

formulasyonu hazirlanrtir.
2.2.2.2KLN’lere antikorun enkapsilasyonu

Kati lipit nanopartiktllere antikor enkapsulasyomin, % 2 Gelucire®
50/13 kati lipiti 500 uL DKM igerisinde c¢ozundurdlmgi ve Cizelge 2.1'de
belirtilen oranlarda ytizey etkin madde iceren v@® §8 antikor eklenny sulu
faza % 20 guc¢ uygulanarak 1.5 dakika sonikasygemi uygulanmgtir.
Olusturulan dispersiyonlar rotavapora aktargmive organik c¢6zicuniun
uzaklatirmasi icin yaklak 250 mbar'da 30 dakika kadar ve®@&lsu banyosu
Uzerinde 60 rpm’de kagtirilarak bekletilmgtir.
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Olusan dispersiyon 0.22um filtreden suizulerek diyaliz membranina
aktariimstir. Distile su icerisinde ve manyetik kgrricida organik ¢ozicu

kalintilarinin giderilmesi icin 2 giin diyalize bkrémistir.
2.2.3 Formdulasyonlarin karakterizasyonu

Bu bélimde hazirlanan formulasyonlarin parcacikiiiygi ve dailimi,

yuzey 0zellgi ve zeta potansiyeli gibi fizikokimyasal 6zellikidelirlenmitir.
2.2.3.1 Parcacik boyutu ve dgilimi

Hazirlanan formulasyonlarda parcacik boyutu vegildal foton
korelasyon spektroskopisi kullanilarak ol¢uktiii. Olgimlerde pH 7.4 ve 505
iletkenlige sahip 0.22um filtreden gecirilmg distile su kullanilmgtir. 100 uL
formilasyon orngi 1 mL distile su icerisinde dgailmis ve 25C'de
gerceklatirilen 100 dlcimin ortalamasi alinacagkilde ayarlanmyi Zetasizer
cihaziile 6lgtimler 3 kez tekrarlansgtir.

2.2.3.2Zeta potansiyel

Zeta potansiyel olcimiZetasizer cihazi kullanilarak yapilmgtir.
Elektrostatik hareketliiin zeta potansiyeline dostiirtilmesinde Helmholtz-
Smulochowskissitli gi kullaniimistir. 20 6lgimin ortalamasi alinacgkkilde
ayarlanan cihazda olguimler 3 kez tekrarlaggmiDistile sudaki iletkenfiin neden
olabilecggi kuguk deisimlerin 6lcim sonuclarini etkilememesi igin kullkam
distile su 6lcimden 6nce 5 iletkenlge NaCl ile ayarlanmive formulasyon bu
su ile seyreltilmgtir (1:10) (Olbrich ve ark., 2004).

2.2.3.3Morfolojik inceleme

Nanopartikillerin ~ morfolojik  dgerlendirmeleri  taramali  elektron
mikroskobu (SEM) ve gecirimli elektron mikroskob@EM) ile mumkdndar
(Ekambaram ve ark., 2012; Feijen ve ark., 2011y dasmasinda elde edilen

formulasyonlarin morfolojik incelemesi TEM ve SEMrgdimiyla yapilmytir.
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TEM analizi igin, 5 mL distile su igerisinde ultgk banyoda disperse
edilen 6rnekler 300 mesh’lik karbon grid Uzerinentkgtilarak havada kurutulrgu
ve ¢aitli buyitmelerde incelenngiir. TEM analizi Anadolu Universitesi Bitki,
Ilag ve Bilimsel Aratirma Merkezi'nde (AUBBAM) yapiimistir.

Taramal Elektron Mikroskobunda (SEM) goruntl, ylksvoltaj ile
hizlandirilmsg elektronlarin numune Uzerine odaklanmasi, bu elaktiemetinin
numune yldzeyinde taratiimasi sirasinda elektromw®une atomlari arasinda
olusan cgitli giri simler sonucunda meydana gelen etkilerin uygun ayeilarda
toplanmasi ve sinyal guclendiricilerinden gecilitéin sonra bir katotsunlari
tupunan ekranina aktariimasiyla elde edilir. Modemistemlerde bu
algilayicilardan gelen sinyaller dijital sinyallegevrilip bilgisayar monitériine
verilmektedir. Gerek ayirirm giciu (resolution), demdak derinlgi (depth of
focus) gerekse gorunti ve analizi bytieebilme 6zellgi, taramal elektron
mikroskobunun kullanim alanini geldtmektedir. Ornegin 1000X buyutmede
optik mikroskobun odak deri@i yalnizca 0.1 um iken taramali elektron
mikroskobunun odak derigi 30 pm’dir. Gunimuzde modern taramali elektron
mikroskoplarinin ayirim gicu 0,05 nm'ye kadar igtmi

Buyutme miktari ise 5X-300000X arasinda&genektedir (http-9).

Tez calgmasinda elde edilen formulasyonlarin SEM gorinté&m
Anadolu Universitesi, Fen Fakultesi, Kimya Bolumdeényapilmgtir.

Taramal elektron mikroskopta, kati numune yuzagier diizeninde yuksek
enerjili bir elektron demeti ile taranir. Bu tektekyiizeyden ctli tlr sinyaller
olusturulur. Bunlar geri sacilmgi elektronlar, ikincil elektronlar, Auger
elektronlari, X-¢ini floresans fotonlari ve @ik enerjili diger fotonlardir.

Emudlsifikasyon tekrgi ile elde edilen kati lipit nanopartikillerin ve
lipozomlarin etken madde yuklenmamgekilde ve etken madde yuklergni
sekilde, yizey morfolojisi Zeiss-Ultraplus taramalektron mikroskobu (SEM)
kullanilarak belirlenmitir. Sentezlenen nanopartikiiller -11%C'de 24 saat
liyofilizatorde kurutularak liyofilize toz haline @histiraimistir ve ©Ornek
haznesine yerigirildikten sonra vakum altinda yaki& 100 A kalinlginda altin
tabakasi ile kaplantir. Daha sonra taramali elektron mikroskobu ileligdileri
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alinmstir. Ayrica olwturulan nano boyutlu partikiller, oda isisinda loava
kurutularak ayni yontemle SEM gorintuleri aligtmm

2.2.4 Enkapsule antikorun formulasyonlardan ekstraksiyonu

Sonikasyon sgleminin genetik materyalin kirilmasina neden @lau
belirtiimistir (Gvili ve ark., 2006). Sonikasyon yontemiyl@dzom ve KLN’lere
antikor yuklenmesi cajmasi sirasinda antikorlarda gdbilecek hasarin ve
kaybin belirlenmesi amaciytkstraksiyon yontengelistirilmi stir.

Lipozom formulasyonundan izolasyomispersiyon ile gt hacimde
Kloroform organik c¢o6zicusu mikro tipe eklenerekyvagga alt Ust edilerek
karistiriimistir. 12.000 rpm’de, 15 dk. siire ile ©°@'de santrifiij edilmgtir. Farkli
santrifij hizlarinda (1000-14000 rpm) ve farkh edérde (2-30 dk.) denemeler
yapilarak, optimizasyon camalari yapilmgtir. Tpun tst kisminda bulunan sulu
faz farkli bir mikro ttipe alinarak, organik fazdazaklagtiriimistir.

Kati lipit nanopartikil formulasyonundan izolasyoDispersiyon ile gt
hacimde diklorometan (DKM) organik ¢ozlcusu mikigpe eklenerek, yayea
alt st edilerek kagtirilmistir. 12.000 rpm’de, 20 dk. siire ile +°@’de santrifij
edilmistir ve sulu faz farkh bir mikro tipe alinarak, argk faz atiimgtir.

Her iki ekstraksiyon yontemi ile elde edilen suliz fprotein miktar tayini
icin kullanilan Spektrofotometre (Shimadzu Biote&pSpec-Nano) cihazinda,
280 nm dalga boyunda ve 0.7 mm pathlength ile étgll protein antikor
(protein) miktari belirlennstir.

Ayni yontemler ciplak antikora da uygulanarak eMsiryon glemlerinin

antikor tzerinde etkisinin olup olmagdiaratiriimistir.
2.2.5 Antikorun amonyum sulfat ile ¢okturtlmesi

Amonyum stulfat ¢coktirmesinin yapiliamaci, trastuzumab (mAb) etken
maddesini iceren ve ticari satadl Herceptin olan ilacin icgmndeki yardimci
maddelerden (L-histidin hidroklorur, L-histidim,o trehaloz dihidratpolisorbat
20) ayrstirarak, monoklonal antikoru saftarmaktir.

Ortama eklenecek notral bir tuz, genellikle deredyona yol acmadan,
proteinlerin agregasyonuna (biraraya gelmelerin® ¢Hzeltiden ayrilarak
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cokmelerine yol acar. Amonyum stilfat, belirli doyduk derecelerine gore belirli
proteinlerin ¢okelmesini gayan 2 dgerlikli, cok kullanilan bir tuzdur.

Farkli proteinler farkli tuz konsantrasyonlarindékerler. Etkinlgi ve
cozunarligh yiksek, pH'yr fazla etkilemeyen, coOzeltide faanmaya yol
acmayan, ucuz ve etkin bir tuz olan amonyum siifilanilir.

CoOzeltinin istenilen konsantrasyona ( % doyggalu) ulgmasi icgin
eklenmesi gereken tuz miktari hesap yoluyla ya daaimacla hazirlanmibir
Tablodan yararlanilarakolaylikla bulunabilir.

Bir ¢ok protein % 55 amonyum sulfat doygugmda ¢oker.

4 M dersimde amonyum sulfat [(Nf.SOy] ¢Ozeltisi hazirlar:
(NH4)2SO, molekdl a&irligi (MA);

N: 14 g/mol

H: 1 g/mol

S: 32 g/mol

0O: 16 g/mol

MA (NH4)2504=(2X14)+(8x1)+32+(4x16)=132 g/mol.

Molekuler &irligi hesaplanan amonyum silfatin 100 mL c¢o6zeltisini
hazirlamak igin kullaniimasi gereken miktar behite

m(gram)/MA(g/mol)
Molarite = (2.1)
Hacim (Litre)

m/ 132 (g/mol)
4 M= , m=5,28 gram (2.2)
0,01L

Denklem (2.1)'de formuldeki birimler gosterilgir. Buna gére, (2.2)'de
miktar belirlemek igin rakamlar yerine konarak sgentesaplanir. 5,28 g.
amonyum siilfat tartilarak, hacim 100 mL'ye tamampa38 °C’de manyetik
karistiricida iyice kawtirilarak ¢ozelti doyms hale getirilir. 0-30°C arasinda
amonyum sulfatin ¢c6zinugia desismemektedir.

Derisik amonyum silfat ¢ozeltisi ve serum fizyolojikte agdilan
trastuzumab @ hacimlerde mikro tupte katirilarak, 14.000 rpm’de 30 dk.
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boyunca santrifiij edilngtir. Ust faz uzaklgtirilarak elde edilen antikor pelleti

istenilen tamponda @éilmistir.
2.2.5.1Diyaliz islemi

Amonyum sulfat ¢coktirmesinden sonra saf olarak eldiéen trastuzumab
(mAb), tuzdan arindirmak amaci ile diyaliz membrahaarak 2 gin boyunca saf
suda diyaliz edilngtir. Daha sonra formulasyonlara yiklemeslemi

gerceklgtirilmi stir.
2.2.6 Hucre kalturt cali smalar

Secilen kanser hicresinin (MCF-7, human breast ezanell line)
Uretiminde ve formilasyonlarin uygulanmasinda hu&i@tir teknginden
yararlaniimstir.

Hacettepe Universitesi, Eczacilik Teknolojisi BoliymProf. Dr. imran
Vural'dan alinan MCF-7 hicrelerinin, DAPI boyama imikoplazma kontroll
yapiimstir.  Yapilan  kontrol neticesinde hicrelerde  kontaesiona

rastlanmansgtir.

Sekil 2.2. Tek tabakali kultir ortaminda yeni béliinmis olan MCF-7 hicrelerinin Taramali
Elektron Mikroskobu gérintisit [Mikrograf, Adobe CS5 programi ile islenip,
renklendirme yapilmistir. LEO 438 VP (Prof. Dr. Alp Can ve Hakan Cakun,

Ankara Universitesi)]
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Hucre kultaru tekni gi

1. Hucreler % 10 FBS, % 1 penisilin-streptomisin %e1 L-glutamin iceren
DMEM’de kdiltire edilmstir.

2. Hucre kaltara 37°C'de % 5 GQOve % 95 hava iceren atmosfer ortaminda
yapiimstir.

3. Hucreler hizli buyime fazina gléktan sonra 1X Tripsin/EDTA c¢ozeltisi ile
muamele edilip alt kilttrlere (1:3 oraninda) ayrslimn.

4. Kullanilmayan alt kultirler hiicre g0 olarak -196 °C’de sivi azot tankinda
uzun sure igin saklangtir.

Alt kiiltiire ayirma tekni gi (75 cnf flasklar icin)

1. Kultdr mediumu uzaksarihr,

2. Kisa sure icin 0.25% (w/v) Trypsin - 0.53 mM EB®Bolusyonu ile hicre
tabakasi hafifce yikanir, tripsin inhibitorl icersgrumun tima uzalgdarihr,

3. 2-3 mL Trypsin-EDTA solusyonu flaska eklenir wevert mikroskopta hticre
tabakasi kalkana kadar gozlenir (5-10 dk.),

Not: hicreleri kaldirmak icin vurmaktan ve kammaktan kaciniimalidir.

4. 6-8 mL buyitme mediumu eklenir ve kibarca pigegirek hicreler cekilir,

5. Hiicre sUspansiyonu santriflj tiptne aktariliyailassik 125xg’de 5-10 dakika
santrifilj edilir. Stpernatant dokulur,

6. Hicre peleti taze besi yeriyle tekrar stsparae getirilir. Uygun miktarlarda
hiicre stispansiyonu yeni kiltir flasklarina eklenir.

7. 37°C’de inklbe edilir.

Altkulttr orani: 1:3 — 1:6 orani 6nerilmektedir.

Besiyeri yenilenmesi: her hafta 2-3 kez dnerilmdktéhttp-10).

Saklama icin; biyutme mediumu, %5 (v/v) DMSO ilsganlanir.

Stok 1sisi: sivi nitrojen buhar fazidir.

2.2.6.1Sitotoksisite ¢calsmalari

Gunumuzde MTT olarak bilinen  3-(4,5-dimetiltriazd#)-2,5-
difeniltetrazolium bromir yontemi ilk olarak Mosnratarafindan tanimlangwe

daha sonra Alley ve ark. tarafindan g@lilmistir. Hicre biyolojisinde
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sitotoksisite, hiicre canlgh ve proliferasyonun drlendiriimesinde en c¢ok
kullanilan yontemdir (Olbrich ve ark., 2004; Stodkee ark., 2012).

MTT, hicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitakiye bali reaksiyon
ile renk veren, suda ¢ézinmeyen formazana indirg@iremaddedir. Bu yontem
canli hicrelerde mitokondrinin, MTT boyasinin tetlyum halkasini
parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Parcalasoraucu soluk sari renkli
MTT boyasi koyu mavi-mor formazana indirgenmekte@@anli ve mitokondri
fonksiyonu bozulmamgi hiicreler mor renkte boyanirken, 6li ya da mitokond
fonksiyonu bozulmg hicreler boyanmamaktadir. Hicrelerin MTT indirgeme
Ozelligi hucre canhiginin bir olgutu olarak deerlendirilir ve MTT analizi
sonucunda elde edilen boyagymlugu canli hiicre sayisi ile @ou oranti gosterir
(Yao ve ark., 2011; Uchida ve ark., 2009).

Hazirlanan formulasyonlarin hicre cagia etkisi MCF-7 insan ggis
kanseri hiicrelerinde tetrazolyum tuzu testi (MTI€)argtiriimistir.

1. Hucreler kuoltire edildikten sonra % 10 FBS ige®@eMEM besiyerinde
suspansiyon haline getiril;mve Thomalami ile hiicre sayimi yapilgtir. Hiicre

suspansiyonu 96 kuyucuklu htcre kualtar plakalariher kuyucguna 8000
hiicre/kuyucuk olacagekilde ekilmitir.

2. 1-gunluk treme periyodunun ardindan sitotokskyeincelemek icin hiicre
suispansiyonunun Uzerine farkli konsantrasyonlandailasyon 2. gin eklengi
ve formulasyon ile muamele edilmeyen kontrol hiemiele birlikte 37°C’de % 5
CO2 ve % 95 hava igeren atmosfer ortaminda 24-4& sakibasyona
birakiimstir.

3. 24-48 saatlik inkibasyon siresi sonunda hekipucuyza 25ul (5 mg/mL)

MTT boyasi eklenmgive MTT boyasinin canli hiicreler tarafindan fornmagu

haline dongturilebilmesi icin 37°C de 2 saat inklibe edgtini

4. Bu surenin sonunda formulasyon MTT kuyucuklardaaklgtiriimis ve her bir

kuyucyza 150 uL DMSO eklenerek plaka okuyucuda (ELISA) 570 nmgdal
boyunda renk dgsimi belirlenmgtir (Yao ve ark., 2011).

5. Deney her bir degim icin 8 kuyuda yapilngive 3 kez tekrar edilrgtir.
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2.2.6.2A0 ve FITC yukli nanopartikillerin hiicrelere uygulanmasi

Formilasyonlarin hiicrelere gegizelliginin belirlenmesinde gegialanda
gozlem yapmak amaciyla 5x1@icre/kuyu olacakekilde 6'li plakalara ekim
yapilmstir. L4, L5, L7, L8, L11, L13, L14 ve L15 formulagglarinin, daha dnce
96’li plakalarda yapilan hicre kalturi gahalar ile %50 canlilik iceren
konsantrasyonlari 1,5 mL %10 serum iceren besngerda&itiimis ve hicrelere
uygulanmgtir. Inkiibasyon 24 ve 48 saat olarak belirlenwé hiicrelere gegi

etkileri floresan mikroskobu goriintileme yonteraitiéspit edilmytir.
2.2.7 SDS-PAGE yo6ntemi

Bu calsmada antikorlarin yapisal gigimlerini belirlemek igcin en populer
PAGE (Polyacrilamide Gel Electrophoregiyéntemlerinden birisi olan sodyum
dodesil sulfat poliakrilamit jel elektroforezi (SEFFAGE) kullaniimstir.

Proteinlerin elektroforetik ayrimindasasta, agaroz ve seliloz asetat gibi
cesitli jeller kullaniimakla birlikte, genelde en iyiayrisimin s&landigi
poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) tekgiuygulanir.

PAGE'de destek matrisi olan poliakrilamid, akrildmmonomerlerinin
capraz bglayici ("cross-linker") molekiller (N,N'-metilendpiakrilamid, kisaca
bis) yardimiyla kovalent olarak glanmasindan okan bir polimerdir.

Bu yontem proteinlerin saflinin kontroli ve molekiler grliklarinin
saptanmasi amaciyla kullanilir (Gé¢men ve ark.,820@krilamit ve N-N’-
metilen bis-akrilamit monomerlerinin polimegtaesiyle olgan jel matrisde
elektrik akimi yardimiyla proteinler buyukliklerirggre ayrilir. Polimerizasyon
baslatici/katalizor (amonyum persiulfat ve TEMED) smte yardimiyla
gerceklgir. SDS elektroforezde ger sistemlerden farkli olarak érnek hazirlama
tamponuna bir miktar SDS eklenir. SDS drnektekitgiromolekulinin etrafinda
bosluk kalmayacaksekilde katman olgturarak negatif yuklenmesini #ar.
Boylece aygma, molekdillerin kendi yuklerinden $§ansiz birsekilde, molekul
agirhklarina gore gercekg. Akim gecirildiginde jel matrisi icinde bulunan

proteinler farkli buyuklikteki porlardan buyiklikiee gore farkli gegi hizlari
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gosterir (Cizelge 2.2). Buna gore kicuk proteipddae hizli, buydk proteinler ise
yava; ilerler (Wenk ve Fernandis, 2007).

Cizelge 2.2. Protein molekil girliklarina gore hazirlanan ayirma jeli yizdeleri tablosu
(Laemmli, 1970)

Jel Ylzdesi %7 %10 %12 %15
Molekidl Agirlik 50 kDa - 500 20 kDa - 300 10 kDa - 200 | 3 kDa - 100 kDa
Araligl (kDa) kDa kDa kDa

SDS-PAGE yontemi (Laemmli, 1970)
Kullanilan ¢ozeltiler
Ayirma jeli (%12 Acrylamide , 30 mL)

Distile su 10.2 mL
% 30 Akrilamit/bisakrilamit 12 mL

1.5 M Trizma baz 7.5 mL
% 20 SDS (w/v) 0.15mL
% 10 APS 0.15 mL
TEMED 0.02 mL
Yukleme jeli (%4 Acrylamide, 10 mL)
Distile su 6.15 mL
% 30 Akrilamit/bisakrilamit 1.34 mL
0.5 M Tris-HCI 2.5 mL
% 20 SDS 0.05 mL
% 10 APS 0.05 mL
TEMED 0.01 mL
10X Yuratme tamponu (Running buffer, pH 8.5)
200 mM Gilisin 144 g

25 mM Tris baz 30.2¢g
% 0.1 SDS (w/v) 1g

Tris bazi ve glisin tartilarak tzerine 1 L'ye yakoir hacimde distile su
eklenir. Daha sonra SDS eklenerek yailalO dk. kawmtirilir. Hacim 1 L'ye
tamamlanarak 2-3 dak. daha kanlir. SDS bir deterjandir, bu nedenle, koruyucu

onlem alinarak tartim yapilmalidir ve havaya ¢@masi énlenmelidir. pH kontrol
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edilmelidir, pH 8.1-8.5 arasinda olmalidir, asiyadaz eklenmemelidir (Gomes,
2010).
Brillant Blue ¢ozeltisi (jel boyama sollisyonu)

% 0.2 (w/v) Coomassie Brilliant Blue, % 45 (v/viebl/metanol ve % 10
(v/v) asetik asit icerisinde c¢ozdurulir. Cozinmeyparcaciklarin kalmasi
durumunda filtreden gecirilerek oda sicakliginddasar (Ergen, 2013).

Brillant blue 0.002 g
Metanol:Distile su (1:1) 90 mL
Glasiyel asetik asit 10 mL

Jel yikama soltisyonu
300 mL suya 500 mL metanol eklenir. 100 mL asetk eklenerek, son

hacim 1 L'ye distile su ile tamamlanir. Son orankdistile su icinde %50 (v/v)

metanol, %10 (v/v) asetik asit bulunur. Jel boyktah sonra, ayirma jeli boyama

solisyonundan cikartilip, ylkama solisyonuna dktave arka plandaki renk
acilana ve protein bantlari ayirt edilene kadaamé solisyonu yenilenerek 3D
orbital ceviricide yikamaya devam edilir.

SDS i¢in protein 6rneklerinin ve saretleyicinin (marker) hazirlanmasi

1. Mikrotip icerisine yakkak 10 pg protein konulmg ve Uzerine 2 X yukleme
tamponundan 20L eklenmitir.

2. Tupler yaklaik 9°C’de 4 dakika bekletilngtir.

3. Oda isisina gelene kadar ytuklemeden 6nce Heklgir.

4. Diger bir tipe 1QuL distile su ile kagtirilan isaretleyici (marker) konulmgur.

Hazirlanan ornekler, son hacimded0olacaksekilde ayarlannsgtir.

SDS-PAGE’in uygulanmasi;

1. Jel hazirlanmadan 6nce cam plakalar distildesyikanmg ve kurulanmytir.
Camlar jel kasetine yederilmis ve sikica tutturulmgiur. Herhangi bir sizinti
olup olmadg distile su ile kontrol edilngtir.

2. Siraslyla, distile su, SDS, Tris ve akrilamipgtkonularak iyice kagmalari
sglanmstir. En son APS ve TEMED eklenerek ayirma jeli Hammstir.

3. Ayirma jeli (%12’lik) plakalar arasina pipet gami ile hic hava kabargi
kalmayacalgekilde dokulmitar.
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4. Taraklarin yaklgk 1 cm altina kadar ayirma jeli doldurulduktan rsoiizerine
izopropanol eklenerek hava ile temas kesilwme polimerlgme igin 1 saat
beklenmgtir.

5. Ayirma jeli polimerize olduktan sonra kasdiilerek izopropanol dokulir.
Ayirma jelinin Ust tarafi distile su ile dikkatliggkanarak alkol kalintilarindan
temizlenir ve kurutma Kadi yardimi ile dikkatlice kurutulur.

6. Yukleme jeli (%4’10k) icin kagim Ustteki sirayla hazirlandiktan sonra yine
mikropipet yardimiyla dokulmil ve taraklar dikkatlice yerggrilmistir.
Polimerlgme icin 1 saat beklengtir.

7. Daha sonra kaset tank icerisine ygniégmis ve tank yuritme tamponu ile
doldurulmutur. Taraklar dikkatlice ¢ikarilngtir.

8. Ornekler mikropipet yardimi ile kuyulara yiikleigti.

9. Ornekler 6nce 90 V ve 25 mA’de (bromofenol mayigiitme jelinin en altina
gelinceye kadar) jelde yakl& 30 dk. yuratalmgtir. Daha sonra 150 V'a
cikarilarak 3 saat yuritme yapikmr.

10. Yarutme glemi bittikten sonra jel dikkatlice tanktan ¢ikamk ve tarak kismi
koparilarak atilmtir.

11. YUrutme glemi sonunda jebrillant blueile boyanmgtir.

Jelin Brillant Blue G ile boyanmasi

1. Jel elektroforezden cikarildiktan sonrgman plastik kap icerisine alingtr.

2. Kabin icine hazirlanaBrillant Blue ¢ozeltisi konulup kap calkalayici Uzerine
alinmstir.

3. Calkalayici Uzerinde bantlar goruliinceye kadéddagik 1 saat calkalanrtir.
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3 BULGULAR

3.1 Lipozomlarla Yapilan Karakterizasyon Calismalari

Bu bolimde lipozomlara ait partikil boyutu ve gdanlari ve zeta

potansiyellerine ait bulgular verilgtir.
3.1.1 Lipozomlarin pargacik boyutu ve dgilim bulgulari

Lipozomlar genellikle kararli dgldirler. Zamanla tanecik boyutlarinda
farkhlasma gorilmektedir.  Orrgn kucglk vezikuller daha biyik olarak
bicimlenmeye, blylk olanlar da kuculmeysgilienli olurlar ancak bu kalite
acisindan ¢ok onemli didir, ciinkt vezikullerin bali oldugu fosfotidilkolinlerin
Ozelligi genellikle dgismez kalir. Ancak kararlgr en iyi 100-300 nm arasinda
gibi goérinmektedir (Kshirsagar, 2000).

Bu bdlimde elde edilen bulgula@dlim 2.2.3.1de anlatilan ydntem

uygulanilarak ulglmistir.

Cizelge 3.1. Lipozomlarin ortalama parcacik buyukligi ve polidispersite indisi

LO L1 L2 L3 L4
Ortalama
Parcacik
236,3 nm 143 nm 158,4 nm 151,7 nm 687,2 nm
Boyutu (nm)
+36.4 +13.4 +13.41 +17.82 +24.3
+SH
0,395 0,368 0,421 0,386 0,674
PDI £SH +0.01 +0.01 +0.01 +0.01 +0.02
L5 L6 L7 L8 L9
Ortalama
Parcacik
146 nm 143,5 nm 1724,00 nm 125,5 nm 186,6 nm
Boyutu (nm)
+16.87 +5.35 +4.2 +9.45 +23.1
+SH
PDI +SH 0,393 0,431 1,000 0,336 0,490
+0.02 +0.01 +0.02 +0.01 +0.01
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Cizelge 3.1. (Devam) Lipozomlarin ortalama parcacikiyukligi ve polidispersite indisi

L10 L11 L12 L13
Ortalama
Parcacik Boyutu 185 nm 131,9 nm 223 nm 560,9 nm
(nm) £SH +13.5 +12.45 124.1 +13.12
0,412 0,375 0,421 0,567
PDI +SH +0.01 +0.01 +0.01 +0.01
L14 L15
Partikil Boyutu 159,4 nm 531,3 nm
(nm) £SH +7.33 +15.38
PDI £SH 0,484 0,556
+0.01 +0.02

SH: Standart Hata, PDI: Polidispersiteindisi, n=3

L2 ve L3 formulasyonlari icin stabilite gozlemleyapiimstir. Asagidaki

tabloda dgerler verilmatir.

Cizelge 3.2. L2 ve L3 formulasyonlarinin zamana ki boyut stabilite dlgiimleri

Tarih 22.01.2013 13.05.2013 03.07.2013
L2 boyut 155,1 nm 140,7 nm 167,5 nm
+SH 12.74 +3.55 +1.32

L3 boyut 190,5 nm 158,4 nm 161 nm
+SH +12.8 +3.35 +3.51

SH, standart sapma n=3

Cizelge 3.3. L2 ve K2 formulasyonlarinin liyofilizazon sonrasi partikil boyutu degisimleri

Liyofilizasyon dncesi boyut | Liyofilizayon sonrasi boyut
(nm) (nm)
L2 155,1 nm 961,3 nm
+SH +13.41 +39.72
K2 188,1 nm 160,6 nm
+SH 16.08 +17.34

SH, standart sapma n=3
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Lipozom formulasyonunun liyofilizasyon sonrasi btwaun biyludgu

gozlenirken, kati lipit nanopartikil formulasyonumuiyofilizasyon sonrasi

boyutunun kiculdgi gozlenmgtir.
3.1.2 Lipozomlarin zeta potansiyel bulgular

Hazirlanan formulasyonlarin zeta potansiyeligetéendirmeleri Cizelge

3.4'de verilmgtir. Zeta potansiyel oOlgumleri elektriksel alan rgendeki

elektroforetik hareketlerden vyararlanilarak BolunR.2.2'de anlatildii gibi
olctlmistur ve birimi milivolttur (mV) (Celebi, 2002; One2004).

Cizelge 3.4. Lipozomlarin zeta potansiyel dlcim gerleri

LO L1 L2 L3 L4
Zeta
) -34,4 mV 84,1 mV 59,2 mV 53,2 mV 7,38 mV
potansiyel
+1.20 +0.67 +1.69 +2.49 2.2
(mV) +SH
L5 L6 L7 L8 L9
Zeta
) 83,2 mV 49,2 mV 1,42 mV 53,7 mV 46,6 mV
potansiyel
+1.34 1.2 +0.79 +0.76 +0.90
(mV) +SH
L10 L11 L12 L13 L14 L15
Zeta
] 47,1 mV 55,2 mV 28,5 mV 3,06 mv | -26,1mV | 3,86 mV
potansiyel
*1.19 +1.03 +0.94 +1.09 +2.34 +2.48
(mV) +SH

SH: Standart Hata, PDI: Polidispersiteindisi, n=3

Cizelge 3.5. L2 ve L3 formulasyonlarinin zamana kg zeta potansiyeli (mV) stabilite

olcimleri
Tarih 22.01.2013 13.05.2013 03.07.2013
L2 50,9 mV 55,5 mV 53 mVv
+SH +0.88 +1.60 +2.00
L3 54,8 mV 59,2 mV 49,9 mV
+SH +0.65 +3.00 +1.48

SH, standart sapma, n=3
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Cizelge 3.6. L2 ve K2 formilasyonlarinin liyofilizgon sonrasi zeta potansiyeli da@simleri

Liyofilizasyon dncesi zeta Liyofilizayon sonrasi zeta
potansiyeli (mV) potansiyeli (mV)
L2 53 mv 61,4 mV
+SH +1.69 +2.12
K2 14,1 mV 27,2 mV
+SH 2.6 +1.21

SH, standart sapma, n=3

L2 ve K2 formilasyonlarinin liyofilizayon sonraseta potansiyellerinin

yukseldgi gozlenmstir.

3.2 KLN’lerle Yapilan Karakterizasyon Cali smalari

Bu bdlimde lipozomlara ait partikil boyutu ve gdamlari ile zeta

potansiyellerine ait bulgulara yer verilgtr.

3.2.1 KLN'’lerin pargacik boyutu ve dagilim bulgulari

Sonikasyon ile nanopartikil hazirlama teinde oktadesilamin miktarinin
parcacik boyutunun buylmesinde etkili olngadi oktadesilamin miktarinin
artmasi ile yizey yukianun agt bilinmektedir §enel, 2012). Oktadesilamin

miktari sabit tutularak, KLN’ler hazirlangtir.

Cizelge 3.7. KLN’lerin ortalama parc¢acik buyukligi ve polidispersite indisi

K1 K2 K3 K4
Ortalama
Parcacik Boyutu 347,1 nm 299 nm 216,2 nm 303,5nm
(nm) +SH +30.8 +6.08 7.4 +13.2
0,551 0,370 0,307 0,457
PDI £SH +0.01 +0.01 +0.01 +0.01

SH: Standart Hata, PDI: Polidispersiteindisi, n=3

Literatirde diyaliz gleminin polidispersite indisini etkilegi rapor
edilmistir (Legrand ve ark., 2007). Bu ¢cghada, kati lipit nanopartikillerden K2

ve K4’e uygulanan diyalizsieminden sonra, polidispersite indisinin stigi
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saptanmytir. Diyaliz isleminin, organik ¢ozlcu ile hazirlanan formilasyand
ortamda organik ¢6zlcu gitnin kalmasinin sitotoksisiteyi arttigai(Legrand ve
ark., 2007; Almeida ve Souto, 2007) bilgisindenayoglkilarak yapiimasi gerekili
gorulmugtar.

Partikil boyutu ve zeta potansiyeli uygun aralitdunan formulasyonlar
icin diyaliz sonrasi ortalama partikil boyutu vdigispersite indisi Cizelge 3.10

verilmistir.

Cizelge 3.8. KLN'lerin diyaliz sonrasi ortalama patikil boyutu ve polidispersite indisi

Ortalama Ortalama Polidispersite Polidispersite
partikil boyutu | partikil boyutu | indisi (diyalizden| indisi (diyalizden
(diyalizden 6nce) (diyalizden once) +SH sonra) +SH

+SH sonra) +SH

K2 188,1 nm 299 nm 0,389 0,370
+12.2 8.2 +0.01 +0.01

K4 287,3 nm 303,5 nm 0,513 0,457
4.2 3.6 +0.01 +0.01

SH: Standart Hata, n=3

3.2.2 KLN'’lerin zeta potansiyeli degerlendirmeleri

KLN’lerin zeta potansiyelleri Bolim 2.2.3.2de belirtilen yontemle

belirlenmi ve sonuclari Cizelge 3.11'de veriktir.

Cizelge 3.9. KLN’lerin zeta potansiyel dgerleri

K1 K2 K3 K4
Zeta potansiyel 18 mv 14,1 mV 3,1 mVv 30 mv
(mV) +SH 0.8 2.6 0.6 1.4

SH: Standart Hata, n=3
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3.3 Formulasyonlarin TEM Gorintuleri ve Analizleri

200 nm

Sekil 3.1. L1 Formulasyonu TEM gorintiisi (60000X biytme)

Sekil 3.2. L1 Formulasyonu TEM goérintiisi (87000X biytme)
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200 nm

Sekil 3.3. L7 Formilasyonu (Lipozom+ Trastuzumab +FTC) TEM goéruntisa (60000X

blyutme)

200 nm

Sekil 3.4. L7 Formilasyonu (Lipozom+Trastuzumab+FITC TEM goérintisi (60000X

blyutme)
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Sekil 3.5. L7 Formilasyonu (Lipozom+ Trastuzumab +FTC) TEM goéruntisa (87000X
blyitme)

Sekil 3.6. L4 Formilasyonu (Lipozom+FITC) TEM goriintlist (105000X blylitme)
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A i ot o [ B e nm

Sekil 3.7. L4 Formulasyonu (Lipozom+FITC) TEM goruntusu (87000X biyitme)

Sekil 3.8. L8 Formilasyonu (Lipozom+Trastuzumab+Acridine Orange) TEM goérintisi
(2550X buyutme)
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Py G &

Sekil 3.9. K1 formulasyonu TEM goérintisi (43000X blyitme)

3.4 Formulasyonlarin SEM (Taramali Elektron Mikroskop) Goruntileri ve

Analizleri

Sekil 3.10. Liyofilize L1 formilasyonu SEM goruntisi

1



Sekil 3.12. Liyofilize L2 formulasyonu SEM goruntusu
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Sekil 3.14. Liyofilize K1 formulasyonu SEM gorintisi
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Sekil 3.16. Liyofilize LO formulasyonu SEM gorintusu
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EHT =10

A =InLens

Sekil 3.18. L1 formulasyonu havada kurutma sonrasi €kilen SEM gorintusu
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Mag EHT = 10.00 k
77 mm =lInLens

Sekil 3.19. L1 formulasyonu havada kurutma sonrasi gkilen SEM gorintisi

Sekil 3.20. L1 formulasyonu havada kurutma sonrasi gkilen SEM gorintisu

3.5 Hucre Kiltara Cali smalar
3.5.1 Sitotoksisite ¢calsmalari

Hazirlanan tim formulasyonlara ait sitotoksisiteler belirlenmesi icin

B6lim 2.2.6.1'de belirlenen yontemler uygulagimi
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3.5.1.1Lipozom formilasyonlarinin sitotoksisite dgerlendirmeleri

Cizelge 3.10. Etkin madde icermeyen lipozom formiyonlarinin sitotoksisite calsmasinda
kullanilan miktarlari

LO, L1, L4, L5, L9, L14

0,25.1/200uL
0,5ul/200uL
0,75.1/200uL
1 Wl/100uL
1,251/100uL
2,5u1/100uL

Cizelge 3.11. Etkin madde iceren lipozom formuilasydarinin, sitotoksisite ¢calsmalarinda

kullanilan yaklasik trastuzumab (mAb) konsantrasyonlari

L2 L3
0,2ul/kuyu ~2,1ug/10QuL 0,25ul/kuyu ~5,25ug/10QuL
0,5ul/kuyu ~5,25u0/10QuL 0,75ul/kuyu ~15,7519/10QuL
0,75u/kuyu ~7,875ug9/10QuL | 1,5ul/kuyu ~31,5ug/10QuL
1 pl/kuyu ~10,5ug/10QuL 2 pl/kuyu ~42g/10QuL
1,5ul/kuyu ~15,75ug/10QuL. | 2,5ul/kuyu ~52,5u0/10QuL
3 ul/kuyu ~31,5ug/10QuL 3 pl/kuyu ~63ug/10QuL
L6, L7, L8, L10, L12, L13,L15 L11

0,25ul/kuyu ~0,17ug/10QuL 0,25ul/kuyu ~0,17ug/10QuL
0,5 ul/kuyu ~0,34ug/10QuL 0,5 pl/kuyu ~0,34ug/10QuL
0,75ul/kuyu ~0,51ug/10QuL 1,25ul/kuyu ~0,85ug/10QuL
1 pl/kuyu ~0,68ug/10QuL 1,5 pl/kuyu ~1,02ug/10QuL
1,25ul/kuyu ~0,85ug/10QuL 2,5 pl/kuyu ~1,7ug/10QuL
2,5 ul/kuyu ~1,7ug/10QuL 3,5 ul/kuyu ~2,38ug/10QuL

83



Trastuzumab
120,00 -
100,00 |
= 80,00 1
§ 60,00 - —e—24h
< 40,00 -
20,00 -
0,00
b b T b T b
S X X ¥ X S
& & & & & &
N o o o v e
& o ¥ F o S
Konsantrasyon

Sekil 3.21. Hucrelere dg@rudan uygulanan etkin madde Trastuzumab’'in (Anti-HER2
Antikoru) 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksigiesi (ICsq: ~275 ng/100 pL)

(n=3)
Trastuzumab
120,00 -
100,00 -
= 80,00 -
§ 60,00 - —e—148h
< 40,00
20,00 -
0,00
bl b b b
& W W W ¢ &
3 3 Y 5 Y 3
$ o P o o 7
o & ¥ $ oS &
Konsantrasyon

Sekil 3.22. Hucrelere dg@rudan uygulanan etkin madde Trastuzumab’'in (Anti-HER2

Antikoru) 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksigiesi (ICsq: ~65 ng/100 pL)
(n=3)
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Trastuzumab (A.S. ¢oktirmesi)

120,00 -
100,00 -
80,00 -
60,00 -
40,00 -
20,00 +

0,00 — . . . 7S

—e—24h

% Canlilik

Konsantrasyon

Sekil 3.23. Amonyum sulfat ¢cdktirmesi yapilan Trastzumab’in (Anti-HER2 Antikoru) 24
saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

Trastuzumab (A.S. ¢oktirmesi)

120,00 -

100,00 -
= 80,00 |
§ 60,00 - —e—148h
< 40,00 -

20'00 i §\‘

0,00 ‘ L g 4 4 L
N N N N N N
oS oS 8 o8 oS oS
R o&\‘? 4 §}Q : ,&Q}} : (&Q‘} ; ‘@_QQ ?
Konsantrasyon

Sekil 3.24. Amonyum sulfat ¢oktirmesi yapilan Trastzumab’in (Anti-HER2 Antikoru) 48
saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)
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Acridine Orange (2mg/2mL)
120,00
100,00 4
80,00 -
X
g 60,00 —e—24h
3
40,00 -
20,00 +
& * — o
0,00 T T T T . .
0,1 pL 0,25 pL 0,5 pL 0,75 pL 1pL 1,5 pL 3 pL
Konsantrasyon

Sekil 3.25. Hucrelere dgrudan uygulanan A.O. (Acridine Orange) boyasinin 24saatlik
inkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1G: ~0,25uL/100 pL) (n=3)

Acridine Orange (2mg/2mL)

120,00 4

100,00 +
x 80,00 +
E 60,00 + —e—48h
S 40,00 -

20,00 +

0,00 ‘ ‘ ———¢——»
01pL  025puL O05pL  075puL  1pL 1,5 pL 3L
Konsantrasyon

Sekil 3.26. Hucrelere dgrudan uygulanan A.O. (Acridine Orange) boyasinin 48saatlik
inkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1G: ~0,15uL/100 pL) (n=3)
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FITC (2mg/2mL pH:8,3 dsu)

100,00 -

80,00 7 I I
-
= 60,00 I 1
§ ——24h
< 40,00 -

20,00 |

0,00
1,5 puL 2,5 pL 5ulL 10 pL 15 pL 20 uL
Konsantrasyon

Sekil 3.27. Hucrelere dgrudan uygulanan FITC'in (Fluorescein Isothiocyanatg 24 saatlik
inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1Gy: ~17,5uL/100 pL) (n=3)

FITC (2mg/2mL pH:8,3 dsu)

120,00

100,00
80,00
60,00

% Canlilik

—e—48h
40,00 -

20,00

0,00

1,5 pL 2,5puL 5uL 10 pL 15 pL 20 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.28. Hicrelere dgrudan uygulanan FITC'in (Fluorescein Isothiocyanatg 48 saatlik
inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1Gy:~ 12,5uL/100 pL) (n=3)

LO-Lipozom (oktade silamin yok)

120,00 -
x~ 80,00 - ‘i\§
c_é 60,00 - —e—24h
S 40,00 |

20,00 -|

0,00
0,25 l 0,50 ul 0,75 ul 1L 1,25 pL 2,5 uL
Konsantrasyon

Sekil 3.29. Hucrelere uygulanan LO'In 24 saatlik inkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)
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LO-Lipozom (oktade silamin yok)

120,00 -

10000 | o — 4 ——&—— o —¢
x 80,00 A
E 60,00 -| —e—48h
S 40,00 -

20,00

0,00
0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1pL 1,25 L 2,5 uL
Konsantrasyon

Sekil 3.30. Hucrelere uygulanan LO'In 48 saatlik inkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)
LO formilasyonu, katyonik ajan olan oktadesilamiigermemektedir.
Sitotoksisite profilinde g6zlengii gibi hiicrelere toksik etki gostermegtir.

L1-Lipozom
120,00 -
100,00
80,00 -

60,00 - —e—24h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1pL 1,25 L 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.31. Hiicrelere uygulanan L1'in 24 saatlik inkKibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1€
~1,05pL/100 pL) (n=3)
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L1-Lipozom
120,00 -
100,00

A

60,00 -

—e—48h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1pL 1,25 L 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.32. Hiicrelere uygulanan L1'in 48 saatlik inkKibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1€
~1,3uL/100 pL) (n=3)

L1 formUlasyonunun 48 saatlik inkiibasyonu sonudus&atlik inkiibasyon

sonucundan daha toksik ofglu gorulmigtir. Hucrelerin daha uzun sure
nanopartikullerle temas etmesi toksik etkiyi antiigtir.

L2-Lipozom+Trastuzumab (21 mg/2mL)

120,00 7

100,00 | @ * -

80,00

60,00 -

% Canliik

—&—24h
40,00

20,00 -

0,00 w w T

0,2puL  O,5pL 0,75 pL 1 pL 1,5 pL 3 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.33. Hiicrelere uygulanan L2'nin 24 saatlik inkilbasyonu snucu sitotoksisitesi (1G:
~2,5nL/100 pL) (n=3)
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L2-Lipozom+Trastuzumab (21mg/2mL)

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—48h

% Canlilik

40,00

20,00 -

0,00

0,2 ul 0,5l 0,75 pl 1pL 1,5 puL 3L

Konsantrasyon

Sekil 3.34. Hicrelere uygulanan L2'nin 48 saatlik inkilbasyonu snucu sitotoksisitesi (1G:
~1nuL/100 pL) (n=3)

L3-Lipozom+Trastuzumab (42mg/2mL)
120,00 -
100,00 -
80,00 -|

60,00 - —e—24h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,75 pl 1,5 pl 2 uL 2,5 uL 3L

Konsantrasyon

Sekil 3.35. Hucrelere uygulanan L3'Un 24 saatlik inkiibasyonu soucu sitotoksisitesi (1G:
~1,2pL/100 pL) (n=3)
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L3-Lipozom+Trastuzumab (42mg/2mL)
120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—48h

% Canlilik

40,00

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,75 pl 1,5 pl 2 uL 2,5 uL 3L

Konsantrasyon

Sekil 3.36. Hucrelere uygulanan L3'lUin 48 saatlik inkiibasyonu soucu sitotoksisitesi (1G:
~0,6pnL/100 pL) (n=3)

L4-Lipozom+FITC

120,00 -
100,00 ~
80,00 -

60,00 - —e—24h

% Canlilik

40,00 ~

20,00

0,00

0,25 ul 0,50 pl 0,75 ul 1pL 1,25 pL 2,5puL
Konsantrasyon

Sekil 3.37. Hucrelere uygulanan L4’lin 24 saatlik inkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)
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L4-Lipozom+FITC

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 * —¢ *— %\‘ —e—48h

40,00

% Canlilik

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.38 Hiicrelere uygulanan L4'lin 48 saatlik inkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

FITC (Fluorescein Isothiocyanate) molekulintn, ledcrkalttri

calismalarinda kullanilan konsantrasyon oranlarindailkkodtkisinin gézlenmedgi
degerlendirmesi yapilngtir.

L5-Lipozom+Acridine Orange

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—24h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.39 Hicrelere uygulanan L5’in 24 saatlik inkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1€
~0,75uL/100 pL) (n=3)
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L5-Lipozom+Acridine Orange

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—48h

% Canlilik

40,00 ~

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.40. Hiicrelere uygulanan L5’in 48 saatlik inkKibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1€
~0,5uL/100 pL) (n=3)

L6-Lipozom+Trastuzumab+FITC-Anti-HER2 Antikoru

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—24h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.41. Hucrelere uygulanan L6’nin 24 saatlik ikiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (16
~0,95uL/100 pL) (n=3)
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L6-Lipozom+Trastuzumab+FITC-Anti-HER2 Antikoru

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—48h

% Canlilik

40,00
20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.42. Hucrelere uygulanan L6’nin 48 saatlik ikiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (16
~0,5nL/100 pL) (n=3)

L7-Lipozom+Trastuzumab+FITC

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—24h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.43. Hucrelere uygulanan L7’nin 24 saatlik ikibasyonu sonucu sitotoksisitesi (16
~2,4pL/100 pL) (n=3)
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L7-Lipozom+Trastuzumab+FITC

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—48h

% Canlilik

40,00
20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.44. Hicrelere uygulanan L7'nin 48 saatlik inkilbasyonu snucu sitotoksisitesi (1G:
~1,3uL/100 pL) (n=3)

L8-Lipozom+Trastuzumab+Acridine Orange

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—24h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.45. Hiicrelere uygulanan L8'in 24 saatlik inkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (165 ~1
ul/100 pL) (n=3)
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L8-Lipozom+Trastuzumab+Acridine Orange

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—48h

% Canlilik

40,00

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1pL 1,25 pL 2,5uL

Konsantrasyon

Sekil 3.46. Hiicrelere uygulanan L8'in 48 saatlik inKibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1€
~0,65pL/100 pL) (n=3)

L8 formilasyonu, hicrelerin  floresan go6runtilenmesmaciyla
kullaniimustir.

L9-%2Lipozom
120,00
100,00
80,00 -

60,00 - —e—24h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 uL 2,5 puL

Konsantrasyon

Sekil 3.47.Hicrelere uygulanan L9'un 24 saatlik inkiibasyonu snucu sitotoksisitesi (n=3)
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L9-%2Lipozom
120,00 -
100,00
80,00 -

60,00 - —e—48h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1pL 1,25 L 2,5 uL
Konsantrasyon

Sekil 3.48. Hucrelere uygulanan L9'un 48 saatlik inkiibasyonu soucu sitotoksisitesi (1G:
~1,35uL/100 pL) (n=3)

L10-%2Lipozom+Trastuzumab

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—24h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.49.Hucrelere uygulanan L10'un 24 saatlik inkilbasyonu snucu sitotoksisitesi (1G:
~0,3puL/100 pL) (n=3)
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L10-%2Lipozom+Trastuzumab

120,00 -

100,00 ~
x~ 80,00 -
E 60,00 - —e—48h
S 40,00

20,00 - \N —— 5 —

0,00
0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 uL
Konsantrasyon

Sekil 3.50. Hucrelere uygulanan L10’un 48 saatlik inkilbasyonu snucu sitotoksisitesi (1G:
~0,3uL/100 pL) (n=3)

L9 ve L10 kagilastirildiginda, etkin madde yiklengiolan L10'un
sitotoksisitesinin fazla oldiu bulunmytur. Buna gore, okiurulan lipozom

formulasyonlarina etkin madde yiklemesi yapilalbbgigosterilmitir.

L11-%2Lipozom+Trastuzumab+Acridine Orange

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—24h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

—— o
0,00

0,25 pl 0,50 pl 1,25 pl 1,5 L 2,5 uL 3,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.51. Hucrelere uygulanan L11'in 24 saatlik itkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (16y:
0,8pL/100 pL) (n=3)
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L11-%2Lipozom+Trastuzumab+Acridine Orange
120,00 ~
100,00 -
x 80,00 A
:% 60,00 —e—48h
S 40,00
20,00 -
0,00 ¢ . 4 <o
0,25 pl 0,50 ul 1,25 pl 1,5 uL 2,5 uL 3,5 uL
Konsantrasyon

Sekil 3.52. Hucrelere uygulanan L11'in 48 saatlik ikkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1Gy:
0,35pL/100 pL) (n=3)

L12-%2Lipozom+Trastuzumab+FITC-Anti-HER2 Antikoru
120,00 -
100,00 ~
~ 80,00 - {\(— —
‘E 60,00 - —&—24h
S 40,00
20,00 -
0,00
0,25 l 0,50 ul 0,75 ul 1L 1,25 pL 2,5 uL
Konsantrasyon

Sekil 3.53. Hucrelere uygulanan L12'nin 24 saatlikmkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (16:
~1,25uL/100 pL ) (n=3)
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L12-%2Lipozom+Trastuzumab+FITC-Anti-HER2 Antikoru

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—48h

% Canlilik

40,00
20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.54. Huicrelere uygulanan L12'nin 48 saatlikmkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (16:
~0,8uL/100 pL) (n=3)

L13-%2Lipozom+Trastuzumab+FITC
120,00 -
100,00 ~ ;\F
~ 80,00 - — + —— 3
§ 60,00 - —e—24h
S 40,00 |
20,00 -
0,00
0,25 ul 0,50 pl 0,75 ul 1pL 1,25 pL 2,5puL
Konsantrasyon

Sekil 3.55. Hucrelere uygulanan L13'ln 24 saatlik ikiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)
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L13-%2Lipozom+Trastuzumab+FITC

120,00 -

100,00 ~
x 80,00 - N
g 60,00 - s, —e—48h
S 40,00 -

20,00 -

0,00
0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl luL 1,25 pL 2,5 puL
Konsantrasyon

Sekil 3.56. Hucrelere uygulanan L13'Uin 48 saatlik ikiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

L14-Lipozom+Acridine Orange (oktadesilamin yok)

120,00 -

100,00 - {—f—{\% % %\i
~ 80,00 -
:% 60,00 - —e—24h
S 40,00

20,00 -

0,00
0,25 pl 0,50 ul 0,75 ul 1L 1,25 pL 2,5 uL
Konsantrasyon

Sekil 3.57. Hucrelere uygulanan L14'ln 24 saatlik ikiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

L14-Lipozom+Acridine Orange (oktadesilamin yok)

120,00 -

100,00 -
~ 80,00 - W
g 60,00 - ——48h
S 40,00 |

20,00

0,00
0,25 pl 0,50 pl 0,75 ul 1L 1,25 pL 2,5 L
Konsantrasyon

Sekil 3.58. Hucrelere uygulanan L14'Un 48 saatlik ikiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)
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L15-Lipozom+Trastuzumab+Acridine Orange (oktadesilanin yok)

120,00 -

100,00 §\‘__ —— ¢ 4§\‘

80,00 -

60,00 - —e—24h

% Canlilik

40,00
20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.59. Hucrelere uygulanan L15’in 24 saatlik ikkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

L15-Lipozom+Trastuzumab+Acridine Orange (oktadesilanin yok)

120,00 -

100,00 - — s 5 %\‘

80,00 -

60,00 - —e—48h

% Canlilik

40,00
20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.60. Hucrelere uygulanan L15'in 48 saatlik ikiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)
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Cizelge 3.12. Etkin madde

formulasyon miktarlari

3.5.1.2 KLN formulasyonlarinin sitotoksisite dgerlendirmeleri

icermeyen K1'in sitotoksite calsmasinda kullanilan

Formulasyon

K1

Konsantrasyon
Miktarlari

0,2511/200uL

0,5ul/200uL

0,75u1/200uL

1 Wl/100uL

1,25u/kuyu

2,5ul/kuyu

Cizelge 3.13. Etkin madde iceren KLN formuilasyonlamin, sitotoksisite calsmalarinda

kullanilan yaklasik trastuzumab (mAb) konsantrasyonlari

Formiilasyonlar K2, K3 ve K4
0,25u1/100uL ~0,17ug/10QuL
0,5ul/100uL ~0,34ug/10QuL

Konsantrasyon | 0,75u1/100uL ~0,51pg/10QuL

Miktarlari 1 pl/200uL ~0,681g/10QuL
1,25u/kuyu ~0,85ug/10QuL
2,5ul/kuyu ~1,7ug/10QuL

Muller ve arkadglari ile balayan KLN calgmalarinin ygun ilgi

gormesinin nedeni sitotoksik olmamalaridir (Yuanark., 2008; Subedi ve ark.,
2009).
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K1-KLN

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—24h

% Canlilik

40,00 +
20,00 +
0,00 —* *
0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 uL
Konsantrasyon

Sekil 3.61. Hucrelere uygulanan K1'in 24 saatlik inkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1€
~0,55pL/100 pL) (n=3)

K1-KLN

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—48h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

—— o
0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.62. Hucrelere uygulanan K1'in 48 saatlik inkibasyonu sonucu sitotoksisitesi (1€
~0,55uL/100 pL) (n=3)

Kati lipit nanopartikillerin, peptit/protein  molelkérini baglayarak
hicrelere tayabildigi bilinmektedir (Almeida ve Souto, 2007). Bu tez
calismasinda lipozomlara alternatif olarak gééin, kati lipit nanopartiktllerinin

sitotoksisite profilleri, literatiriin (Subedi vekar2009) aksine oldukc¢a yuksek
bulunmugtur.
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K2-KLN+Trastuzumab

120,00 -

100,00 ~
x~ 80,00 -
E 60,00 —&—24h
S 40,00

20,00 - \ e —— e

0,00
0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 uL
Konsantrasyon

Sekil 3.63. Hucrelere uygulanan K2'nin 24 saatlik ikkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

K2-KLN+Trastuzumab

120,00 -

100,00 A
x~ 80,00
‘E 60,00 —e—48h
S 40,00 -

20,00 - \

———
0,00 .
0,25 pl 0,50 pl 0,75 l 1L 1,25 pL 2,5 uL
Konsantrasyon

Sekil 3.64. Hucrelere uygulanan K2'nin 48 saatlik itkkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

Glikoprotein yapili anti-HER2 antikoru (trastuzumal2 formilasyonuna
eklenerek sitotoksisite camnalari yapilmgtir.
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K3-KLN+Trastuzumab+FITC

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—24h

% Canlilik

40,00
20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.65. Hucrelere uygulanan K3'Un 24 saatlik inkiibasyonu soucu sitotoksisitesi (IC50:
~0,5puL/ 100 pL) (n=3)

K3-KLN+Trastuzumab+FITC

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—48h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.66. Hucrelere uygulanan K3'Un 48 saatlik inkiibasyonu soucu sitotoksisitesi (IC50:
~0,4pL/ 100 pL) (n=3)
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K4-KLN+Trastuzumab+FITC-Anti-HER2 Antikoru

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—24h

% Canlilik

40,00
20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 uL

Konsantrasyon

Sekil 3.67. Hiicrelere uygulanan K4'n 24 saatlik inkKibasyonu sonucu sitotoksisitesi (IC50:
~0,6puL/ 100 pL) (n=3)

K4-KLN+Trastuzumab+FITC-Anti-HER2 Antikoru

120,00 -
100,00 -
80,00 -

60,00 - —e—48h

% Canlilik

40,00 -

20,00 -

0,00

0,25 pl 0,50 pl 0,75 pl 1L 1,25 pL 2,5 L

Konsantrasyon

Sekil 3.68. Hicrelere uygulanan K4'Un 48 saatlik inkibasyonu sonucu sitotoksisitesi
(IC50:~0,26puL/ 100 pL) (n=3)

3.5.2 AO ve FITC yukli nanopartikillere ait mikroskobik b ulgular

Bu bolimdeki cabmalar AO ve FITC boyar maddelerinin gadan
100pg/ImL konsantrasyonda ve bolim 2.2.1.3'de tildligi oranlarda enkapsiule

edilmis formulasyonlarinin hticrelere uygulanmasi sonucuald@an goruintiler
floresan mikroskobu ile belirlengtir.
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Sekil 3.69. MCF-7 hiicrelerinin beyaz gikta ¢cekilen floresan mikroskobu goérinttisi (10X)

Sekil 3.70. Akridin turuncusu uygulanmis MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu

goruntusu (10X) [nukleuslar ysil floresan renkli gérinmektedir]
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Sekil 3.71. Akridin turuncusu uygulanmis MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu

gorintust (20X) [nukleuslar ysil floresan renkli gérinmektedir]

Sekil 3.72. Akridin turuncusu uygulanmis MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu

gorantusu (20X) [nukleuslar ysil floresan renkli gérinmektedir]
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Sekil 3.73. Akridin turuncusu uygulanmis MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu

gorintust (40X) [nukleuslar ysil floresan renkli gérinmektedir]

Sekil 3.74. Akridin turuncusu uygulanmis MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu

goruntusu (40X) [nukleuslar ysil floresan renkli gérinmektedir]
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Sekil 3.75. FITC-baglh anti-HER2 antikoru uygulanmis MCF-7 hicrelerinin floresan

mikroskobu goriinttist (10X) [nukleuslar ysil floresan renkli gérinmektedir]

Sekil 3.76. FITC-baglh anti-HER2 antikoru uygulanmis MCF-7 hicrelerinin floresan

mikroskobu goruntisu (20X) [nukleuslar ysil floresan renkli gérinmektedir]
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Sekil 3.77. FITC-bagh anti-HER2 antikoru uygulanmis MCF-7 hucrelerinin floresan

mikroskobu goriinttist (40X) [nukleuslar ysil floresan renkli gérinmektedir]

Sekil 3.78. L4 uygulanmg MCF-7 hucrelerinin floresan mikroskobu goruntist [zemin

floresan renk gériinmektedir]
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Sekil 3.79. L5 uygulanms MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu gortintist (LOX) [yesil

floresan renkli hiicre niikleuslari beyaz oklarla gogerilmi stir]

Sekil 3.80. L8 uygulanms MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu goriinttist (20X)
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Sekil 3.81. L8 uygulanmg MCF-7 hucrelerinin floresan mikroskobu goruntisi (40X)
[kirmizi renkli go6zlenen sitoplazmadaki RNA molekileri beyaz oklarla

gOsterilmistir, hticre nukleuslari agik yssil renkli gériinmektedir]

Sekil 3.82. L11 uygulanms MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu goriintisi (10X)

[hiicre nukleuslari yesil floresan renkli gériinmektedir]
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Sekil 3.83. L11 uygulanms MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu goriintisi (20X)

[nukleuslar yesil floresan renkli gérinmektedir]

Sekil 3.84. L11 uygulanmg MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu gorintisi (40X)

[nukleuslar yesil floresan renkli gérinmektedir]
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Sekil 3.85. L12 uygulanmg MCF-7 hucrelerinin floresan mikroskobu gérintisi (10X) [yesil

floresan renkli nukleuslar beyaz oklarla gdsterilmitir]

Sekil 3.86. L12 uygulanms MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu goriintiist (20X) [yesil

floresan renkli nukleuslar beyaz oklarla gdsterilmitir]
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Sekil 3.87. L12 uygulanmg MCF-7 hucrelerinin floresan mikroskobu gérintist (40X) [yesil

floresan renkli nukleuslar beyaz oklarla gdsterilmitir]

Sekil 3.88. L13 uygulanmg MCF-7 hcrelerinin floresan mikroskobu goérintisi [zemin

floresan renkli gérinmektedir]

117



Sekil 3.89. L14 uygulanmg MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu goruntiist [zemin yssil

floresan renkli gérinmektedir]

Sekil 3.90. L14 uygulanmg MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu goéruntisa (10X) [sekil

3.89'daki ayni alanin beyazgikta ¢cekilen goruntiisuy]
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Sekil 3.91. L15 uygulanms MCF-7 hucrelerinin floresan mikroskobu gérinttisi (L0X)

Sekil 3.92. L15 uygulanms MCF-7 hucrelerinin floresan mikroskobu gérintiisi (20X)
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Sekil 3.93. L15 uygulanms MCF-7 hicrelerinin floresan mikroskobu goriintiisi (20X) [sekil

3.92'deki alanin beyazgikta ¢ekilen gorintusi]
3.6 SDS-PAGE Ydntemine Ait Bulgular

Formulasyon hazirlama sirasinda kullanilan sonikasgy antikor Uzerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaciylaié oranlardaki antikorlara farkli strelerde (1-20
dk) sonikasyon uygulangtir. Strese maruz kalan antikorlar Bélim 2.2.7'de

anlatildgi gibi jele yUklenerek gorintilensgtir.
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Sekil 3.94. 1-20 dk. sonikasyonun antikorlar tizerinestkisinin SDS-PAGE goérintisu

Cizelge 3.14. 1-20 dk. araginda antikora uygulanan sonikasyon sureleri

Kuyucuklar 1 2 3 4 5

6

7

8

9

10

11

Sonikasyon| islem 1 2 3 4
suresi (dk.) | gérmems

antikor

10
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Ekstraksiyon glemine tabii tutulmg antikorlarin yapisal 0Ozelliklerinde

farklihgin belirlenebilmesi igin jel goruntileme yontemilamiimistir.

Sekil 3.95. Ciplak antikorlara uygulanan ekstraksiyan yéntemi SDS-PAGE gorintisi [1.
kuyucukta islem gérmems antikor, 2. kuyucukta lipozomdan izolasyon icin

kullanilan ekstraksiyon yéntemi uygulanms antikor, 3. kuyucukta KLN’'den
izolasyon icin kullanilan ekstraksiyon yontemi uyglanmis antikor vardir]
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Calisma suresince antikorun tzerine uygulanan formulasyullarinin
(lipit varhgi, sonikasyon, liyofilizasyon) ve ekstraksiyonun kiletrinin
belirlenmesi amaciyla SDS-PAGE yontemi uygulagwa gorantilennstir.

2 4 5 67 8 910 11 1213

20T K
105K
TTEK

4TTK

31,5 K

244K

152 K

Sekil 3.96. Boyar maddelerin ve ekstraksiyon yontemin antikorlar tizerine etkisinin SDS-
PAGE goruntusu [1. kuyuda; marker (207 K; Myosin, 105 K; Phosphorylase B,
77,6 K; BSA, 47,7 K; Ovalbumin, 31,5 K; Carbonic Arydrase, 24,4 K; Trypsin
Inhibitor, 15,2 K; Lysozyme), 2. kuyuda; Herceptin ilaci (trastuzumab
iceren)'nin distile suda dagitilarak jele yiklenmis formu, 3. kuyuda; Amonyum
Sulfat ¢oktirmesi sonrasinda diyaliz edilen trastuamab, 4. kuyuda; Amonyum
Sulfat ¢oktirmesi yapilmis olan trastuzumab, 5. kuyuda; L7'den ekstrakte
edilmis trastuzumab, 6. kuyuda; L8'den ekstrakte edilms trastuzumab, 7.
kuyuda; L6’dan ekstrakte edilmis trastuzumab, 8. kuyuda; L2 liyofilize
edildikten sonra sulandirilarak ekstrakte edilmis trastuzumab, 9. kuyuda; K3'ten
ekstrakte edilmis trastuzumab vardir. 10. kuyuda; KLN, trastuzumab ve AO ile
yapilan formiulasyondan ekstrakte edilen antikor, 11 kuyuda; K4'ten ekstrakte
edilmis trastuzumab, 12. kuyuda; K2 liyofilize edildikten sonra sulandirilarak
ekstrakte edilmis trastuzumab ve 13. kuyuda marker karsimi vardir]
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4 TARTI SMA, SONUC ve ONERILER

Gunumuzde, lipozomlarin aktif hedeflendiriimesi digiginde hedef
hicrenin ylzeyindeki reseptorlere spesifikglaamay! sg@lamak icin lipozom
yuzeyine hedefe 6zgu ligandin konjuge edilmegioanasi ifade edilmektedir.
Bu amacla en yaygin kullanilan hedeflendirmeyilagan ligand, antikorlardir.
Ozellikle, timor tghis ve tedavisinde mAb’lar (monoklonal antikorla@ygin
olarak kullaniimaktadirlar (Sapra ve Allen, 2003gi, 2008; Zhang ve ark.,
2008; Micol ve ark., 2010; Piccart-Gebhart ve a005). Antikor lipozoma
baglanirken; antikorun Ozgungii ve afinitesi dgismemelidir, yeterli miktarda
molekdl lipozom yiizeyine ganabilmelidir, lipozom butinkl bozulmamahdir

ve balanma basit-yiksek verimli olmaldir (Silindir, 220

Sistemik dolaimda antikorun maruz kalagaenzimatik yikim, vicuttan
hizla uzaklatirilmasi gibi sorunlar tayici sistemlere enkapsilasyon ile ortadan
kaldiriimaktadir. Terapdtik proteinlerin hicrelereedeflenip girebilmesi icin
iletim ve hedefleme sistemlerine gerek duyulmaktétlimeida ve Souto, 2007).
Tez calsmasinda kullanilan monoklonal antikor terapdtik pioteindir, tek
basina ila¢ olarak meme kanserli hastalara uyguiandilinmektedir. Sistemik
dolasima verilen ilaclarin istenen bdlgede yeterli giete ulgmasi icin yiksek
dozda uygulanmasi gerekmektedir ve yan etkilerigizlenmesi bu noktada
kacinilmazdir. Hedeflendirme, etkin maddenin vigustenen boélgeye, organa,
dokuya veya hiicreye gonderilebilmesidir. Boyleeg iutlin viicuda gdmadan
sadece etki etmesi istenen yere gidebilmektedir.dBtumda cok diiik ilac
miktarlari ile etki sglanabilecgi icin ilaclarin yan etkileri 6nlenebilecektir
(Gursoy, 2004). Yapilan caimada, antikor nanopartikillere hapsedilerekgu@t
miktarda uygulama ile etki §emnabilecgi ortaya konmstur.

Lipozomlar hem lipofilik hem de hidrofilik ilaclam tasinmasinda
kullanilabilen biyouyumlu sistemlerdir. Lipozomlaiicudun temel yapi §aolan
fosfolipitlerden olgtuklari icin biyoparcalanirdirlar ve bu nedenle itmmojenik
ve toksik etki gostermezler (Klibanov ve ark., 19%form ve Crommelin, 1998;
Kshirsagar, 2000; Storm ve ark., 2003).
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Yapilan tez ¢cabmasinda, elde edilen ilagstgci sistemlerin boyutlari ile
polidispersite indisleri ve zeta potansiyelleretdttrlerle uyumlu bulunngtur.
Yapilan calgmalarda lipozomlarin yizey yik oraninin grhiicreler icin toksik
Ozelligi gbstermekte ancak tarnsfeksiyonu arttirdiklafirtdenektedir (Mahato ve
ark. 2009).

%1 lipit iceren lipozom formulasyonlarinin boyutla@aklsgik olarak 125-
235 nm arafiinda bulunmstur. Bu aralga L4 ve L7 formulasyonlari dahil
edilmemitir. Bunun nedeni, FITC molekilunin lipozom forméifanlarinin zeta
potansiyelini dgurerek, hicreye alimini engellemesidir. Gegirimleké&on
mikroskobu ile de goérunttlenen bu formualasyonlg§ekil 3.3-3.4 ve 3.6-3.7)
sekillerinde, vezikil yapili lipozomlardan ziyadehiki sekilli FITC molekulleri
tespit edilmgtir. %2 lipit iceren lipozom formulasyonlarinin hajar yaklagik
olarak 130-220 nm argiinda bulunmstur. Literattrde lipozomlarin kararlg en
ilyi 100-300 nm arasinda olarak bildirilghr (Kshirsagar, 2000) ve tez
calismasinda elde edilen lipozomlarin kararli boyutugli séylenebilir. L4, L13
ve L15 formilasyonlari haricindeki gir lipozom formilasyonlarin partikil

boyutlarinin 131-236 nm arasinda agtduespit edilmgtir.

Kati lipit nanopartiktl formualasyonlarinin yaki& boyutlari 220-350 nm
aralginda bulunmgtur. Zeta potansiyelleri yald&k olarak 3-30 mV araginda

Olctlmistar. Polidispersite indisleri 1'den kicuk bulungtur.

Lipozomlarin yuzey yikleri KLN’ler le karlastirildiginda oldukca yuksek
olduklar belirlenmgtir. Transfeksiyon ¢agmalarinda lipozomlarin htcre igine
aliminin daha iyi olmasinin nedeni bunaglbamstir. Hiicre ylzeyi negatif
elektrik yikine sahip oldwndan dolayi, pozitif yukli parcaciklarin hticreler
tarafindan endositoz edilmesi beklenmektedir (B&986; Lima ve ark., 2001).
Bunun belirlenebilmesi icin katyonik ajan eklesmie eklenmemnsi ancak AO
boyasi yuklenmgi lipozom formilasyonlari hazirlangni ve hicre igine
partiktllerin - alimi  kagilastinlimistir.  Hucrelere formilasyonlarin  geigiin
belirlenmesi icin akridin turuncusu boyasini bir aeb ila¢c gibi kullanilarak,

tastyicl sistemlere enkapsiule etme galalari gerceklgirilmistir. Akridin
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turuncusu boyasi yuklengplan pozitif yukli lipozom vezikillerin hticre i@n
gectigi floresan mikroskop goruntuleri ile belirlengtir.

AO'nun tek ve cift zincirli DNA ve RNA molekillerin boyadgi
bilinmektedir (Azevedo ve ark., 2010). Acridine oge boyasi, hulcrelere
dogrudan uygulanggnda (1 mg /1 mL) toksik bulunmtur. Bu nedenle
formilasyon gamasinda lipozomlara hapsedilirken bu konsantrdayon
dUsUrdlmistar. Distile su ile 1:10 oraninda seyrelterekgyoluk azaltiimgtir ve
hiicrelerin boyanmassglemi busekilde gerceklgirilmi stir. Floresan mikroskopta
hiicrelerin nikleuslari yé, sitoplazmalarinda kirmizi renk floresammalar tespit
edilmistir. AO, DNA'ya bgslandginda spektral olarak fluoresceine benzer,
maksimum uyariilma 502 nm’de v@ma 525 nm’de y@l olarak gozlenir. RNA
ile iliski kurdugunda ise, maksimum uyarilma 460 nm’de mavi renkaslave
Isima 650 nm’'de kirmizi renk olarak gozlenir (http-8gpilan tez ¢camasinda
hiicre sitoplazmalarinda gozlenen kirmizi reninalar, AO boyasinin, RNA ile
iliski kurmasindan kaynaklanmaktadir, nukleuslari issil yfloresan renkili
gozlenmektedir (Bolum 3.5.8gkil 3.81).

Oktadesil amin ile pozitif yuk kazandiriimamiL14 ve L15
formulasyonlarinin hicreye gecetkinlikleri L5 ve L8 ile kagilastirildiginda
L14’Gn hdcre tarafindan alinmadibelirlenmgtir. Bu sonug partikilin yuzey
yukinin hicre icine alimda ne kadar o6nemli @gldw vurgulamaktadir.
Oktadesilamin icermeyen ancak Anti-HER2 antikoru klgamis L15
formilasyonunun djilk oranda hucrelere gegyaptgi belirlenmitir (Sekil 3.91
ve 3.92). Bunun nedeni, yuklenen antikorun pozijtik tagimasi nedeni ile L15
formulasyonunun yiuzey yukiunun gk seviyede olsa bile pozitif hale ¢evirmesi
ve hiicre ylzeyindeki reseptéorlere tutunabilmeshilere icine partikilin alimini

salamasi olarak yorumlanstir.

FITC iceren L4, L7 ve L13 formulasyonlarininsgtilt zeta potansiyele sahip
oldugu yapilan olcimlerde belirlengtir. Distik ylzey yukine ve buyuk partikil
boyutuna sahip olmalari nedeniyle hicre icine adinin olmadg floresan
mikroskobu calmalari ile belirlenmitir.  Gegirimli elektron mikroskobu ile
goruntilenen L4 ve L7 formulasyonlarn formulasyoma(Sekil 3.6 ve 3.3)
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sekillerinde, vezikul yapih lipozomlardan ziyadeli& sekilli FITC molekdilleri
tespit edilmgtir.

FITC-ball anti-HER2 antikoru dgrudan hicrelere uygulariginda, parlak
yesil, kirmizi renkli boyama 6zeli gostermektedir (Bolium 3.5.2). FITC+#a
anti-HER2 antikoru yuklenmngi olan L6, L12 ve K4 formulasyonlari
hazirlanmgtir.  Sitotoksisite profiline bakil@ginda L6'nin hicrelere qgirdi,
dolayll olarak séylenebilir. FITC, floresan 6zgiti cok kisa siirede kaybetme
Ozelliginde bir molekulddr, bu nedenle galmasi zordur, L12'nin hicrelere
gectigi floresan mikroskopta gorunttlengtir (Sekil 3.86 ve 3.87).

L6 ve L7 formulasyonlar kadastirildiginda, L7’'nin hicreler Uzerinde
florosan boyama 06zefli gostermedii, L6'nin hicre kuiltard cagymalarinda
florosan boyama 6zefli gosterdgi tespit edilmgtir. Ayni molekull icermelerine
ragmen L7'nin hicrelere etki etmemesinin nedeni FITGGzmek igin uygun
ortam kaullarini tam olarak sdayamayip, lipozom formulasyonu igine

enkapsule edilememe olagihi disiindtrmektedir.

Etkin madde olarak tayici sistemlere yiklenen antikorlarin ve lipozom,
kati lipit nanopartikil formulasyonlarinin sitotagise profilleri belirlenmgtir.
Bos lipozom formilasyonu LO, MCF-7 kanser hicrelenrygulandginda, toksik
etkisinin fazla olmad tespit edilmgtir (Sekil 3.29-3.30). Bu sonug, afturulan
lipozom formulasyonlarinin etkin madde yuklenmeginiuygun bir tayici

olabilecginin gostergesidir.

Formilasyon L2 §ekil 3.33-3.34) ve L3 kiyaslanginda, L3'te iki kat fazla
oranda antikor mevcuttur ve sitotoksisite sonugkrbakildginda, L3’'Un daha
toksik oldwgu gorualmigtar (Sekil 3.35-3.36). Yapilan MTT derlendirmelerine
gore, lipozom formulasyonuna hapsedilen etkin maaddari artgi ile MCF-7
kanser hicreleri Uzerindeki toksik etkiningdo orantili oldgu tespit edilmgtir.
Bu sonug, antikorun lipozom igerisine hapsedildi ya da yilizeye adsorbe
oldugunu ve bu partikilin hiicre yuzeyindeki reseptéeleitunarak etkin 6zellik
gosterdgini belirtmektedir.

L1 ve L9 kasilastirildiginda, lipit orani argn ile hicreler Uzerindeki
sitotoksisite arasinda @lanti bulunamamstir. Literattire gore, fosfolipit yapili
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lipozom formilasyonlari, biyoparcalanabilir ve bigamlu olduklarindan dolayi,
bilesenleri toksik etki gostermemektedir, bu da L9’dlgit orani artginin toksik
etkisi olmadgl sonucunu desteklemektedir (Kshirsagar, 2000; nStoe ark.,
2003). L9’a kiyasla L1’in daha toksik etki gostegnwlmasinin nedeni, L1
lipozom formilasyonunun zeta potansiyelinin (84 XY)rh9’'unkinden (46,6 mV)
daha yiksek olmasindan kaynaklanabiecetstinulmistir (Mahato ve ark.,
2008).

L10 formuilasyonunun toksik etkisi, ayni oranda tlipiceren L9
formilasyonundan olduk¢a yuksek bulugton. Bu formulasyonlarin  zeta
potansiyelleri (L9'un 46,6 mV ve L10un 47,1 mV)aainda belirgin bir fark
olmamasina @nmen, L10'un hicrelere daha oldurtci etki gostermesiedeni,

etkin madde trastuzumab iceriyor olmasindan kaymakbktadir.

Muller ve arkadglari ile balayan KLN calgmalarinin ygun ilgi
gormesinin nedeni sitotoksik olmamalaridir (Yuanark., 2008; Subedi ve ark.,
2009). Bu tez cajmasinda MTT deneyleriyle 24 ve 48 saatlik inkiibasyo
sonucunda elde edilen kati lipit nanopartiktlleMCF-7 hicrelerine toksik
etkilerine bakilmgtir. Kati lipit nanopartiktllerin, lipozom formilgsnlarina
kiyasla sitotoksisitesi oldukca yuksek bulurgbow (Sekil 3.31-3.32 veSekil 3.61-
3.62).

KLN formulasyonlar kendi icinde ksitastiriidiklarinda antikor yuklenngi
formulasyonlarin bp formilasyona oranla daha toksik ofdugdzlenmgtir. Bu
sonug, KLN’lerin antikorun tayabilecek 6zellikte tayici sistemler oldgunu
gOstermektedir.

Formilasyon kgullari altinda antikorun yapisal gigikli ginin belirlenmesi
icin calsmalar yapilmgtir. Secilen anti-HER2 antikorunun saf halinin qudkhal
olmasi nedeniyle piyasa Urinu olan ve meme kamedavisinde kullanilan, 21
mg/2mL konsantrasyonda serum fizyolojikte dispezdémis Herceptiff temin
edilerek ve saflgirlarak kullaniimstir. Antikorun saflatiriimasi icin amonyum
sulfat ¢coktirme yontemi kullanilgtir. Bu islem sirasinda antikorun zarar gorip
gormedgi SDS-PAGE yontemi ile agarilmistir. Amonyum sulfat ¢oktimesi
(Sekil 3.96’da 4. kuyucuk) ve ardindan diyaligemi yapilarak $ekil 3.96’da 3.
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kuyucuk) tuzdan arindirithp formulasyonlara yuklenantikorlarin yapisinda
bozulma olmady gosterilmgtir. Coktirme ve diyalizsiemleri antikor yapisina

zarar vermedgi belirlenmistir.

Elde edilen sonuclara gore, nanopartikil formulaggonin olgturulmasi
asamasinda, mekanik ve kimyasal etkiye maruz kalark@mn yapisinda bir
degsisme gozlenmemngtir. 1.5 dakikadan 20 dakikaya kadar belirlenenlilda
antikora sonikasyon uygulangtir, yapisal bir bozulma olmag ortaya
konmustur (Sekil 3.94).

Gelistirilen ekstraksiyon yontemi ile nanopartikillerdeizole edilen
antikorlar, SDS-PAGE yontemi ile goruntulertimi (Sekil 3.96). Ekstraksiyon
yonteminin antikor tzerinde yapisal bozulmaya setlepadg! tespit edilmgtir.
Sekil 3.96'da 7., 8., 11. ve 12. kuyucuklarda, 20%&105 K arasinda kicuk bir
bant goOzlennstir. 7. kuyucukta FITC-bgll anti-HER2 antikoru iceren L6
lipozom formilasyonu ve 11. kuyucukta FITCgbaanti-HER2 antikoru iceren
K4 kati lipit nanopartikil formilasyonu bulunmaktadBu bandin gézlenme
nedeni, ekstaksiyon yontemi @leir cinkld ayni yontem 5., 6., 9. ve 10.
kuyucuklardaki formulasyonlar icin de kullanighr ve burada bant
gozlenmemytir. Sonikasyonun da antikora zarar verngedSekil 3.96'da
gosterilmitir, dolayisiyla dgerlerinden farkl olarak burada bant gdzlenmesi
FITC-bagll anti-HER2 antikorunun, Hercepfilden saflatirilan trastuzumabdan
daha kirilgan oldgunu gostermektedir. 8. ve 12. kuyucuklara liyo&ikyon
sonrasinda sulandirilan formuilasyonlardan ekstyaksiyapilarak elde edilen
antikorlar yuklenmgtir ve ayni ara bant burada da gdzlenmektedir. filigasyon
isleminin antikorun yapisinda bozulma meydana ggiirdusinilmektedir. Bu
nedenle antikor enkapsile edidmilipozom ve kati lipit nanopartikil
formulasyonlari igin liyofilize ederek kurutma y@&minin uygun olmag

sonucuna varilntir.

L2 ve L3 formulasyonlarinin stabilitesi partikilyadu, polidispersite indisi
ve zeta potansiyeli bakimindansbay siresince test edilgtir. Standart sapma
hesaplanarak, L2 formilasyonunun boyutu i¢in 13z&ta potansiyeli icin 1.69

ve polidispersite indisi i¢in 0.01 bulungtur. L3 formulasyonunun boyutu igin
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standart sapma 17.82, zeta potansiyeli icin 2.49ol@lispersite indisi i¢in 0.01
olarak hesaplanmtir. L2 ve L3 formulasyonlarinin keaylik stabilite dlgctiimleri

yapilmstir ve boyutlarinda, polidispesite indislerinde xeta potansiyellerinde
kayda dger bir deggisim gdzlenmemitir. Bu sonuca gore, etkin madde yuklegmi

olan L2 ve L3 lipozom formilasyonlari bu sire istabil kabul edilmytir.

Elde edilen formilasyonlar, SEM gorunttlerini alat@k icin uygulanan
liyofilizasyon yontemiyle toz hale getirilglerdir. Lipozom formilasyonu
liyofilizasyon sonrasi tekrar sispanse hale getek boyut dlcimu yapiltir,
lipozom vezikillerin boyutunun buyudi gozlenirken, aynisiemler uygulanan
kati lipit nanopartikil formulasyonunun liyofilizgsn sonrasi boyutunun
kiculd(gl gozlenmgtir. Liyofilizasyonun partikillerin  topaklanmasinaeden
oldugu tespit edilmgtir (B6lum 3.4).

L2 ve K2 formulasyonlarinin liyofilizayon sonraseta potansiyellerinin
yukseldgi gozlenmigtir.

Taslyici sistemlerin hedeflendirilerek hastaya maksimiayda sglayacak
sekilde kullanildgl bilinmektedir. Khawli ve arkad&rinin (2002) monoklonal
antikorlarin kimyasal modifikasyonla timoérin nelcokismina ydneliminin
gelistiriimesi icin  yaptiklari ¢cahmada, antikorlarin klinik potansiyelini
gelistirmek istemglerdir. Normal hicrelere Iganmasini en aza indirirken, bu
metotla timar icine alimi arttirmak istergtim. chTNT-1, chTNT-2 ve chTNT-3
olarak kati timori hedefleyen ¢ kimerik mAb kullemstir. ideal modifikasyon
kosullarini tanimlamak icin, TNT mAb e¢gli oranlarda biyotin ile reaksiyona
sokulmutur ve atihm ve biyodalim analizleri test edilnstir. Biyotinlenen
mAbDb’lerin vicut atihm sureleri daha hizli ve magéd edilmeyen antikorlarla
karsilastirildiginda biyod&ihm profillerinin  daha iyi oldgu bulunmuytur.
Kimyasal modifikasyonun kati tumorin nekrotik kisil antikorlarin
yonlendirilmesini gektirmek icin kullangh bir yontem gibi gorindgl ortaya

konmustur.

Hedefleme icin nanopartikil ylzeyine pegilasyoniiyagsi ve onun serbest
ucuna monoklonal antikor Bnarak hedefleme yapilabilmesi gikiemlere ve
antikorun kimyasal khdanmasi sirecinde biyotinleme gibglemlere gerek

130



duyuldyzu literattrde bildirilmgtir (Tseng ve ark., 2007; Khawli ve ark., 2002;
Pan ve ark., 2008).

Sonug olarak,

Yapilan tez cagmasinda biyotinleme gibi kimyasal bir reaksiyon
veya pegilasyon gibi partikil yizeyini kaplamgemlerine gerek
duyulmadan antikor lganabilmi/ylklenmg bir koloidal ilag

tastyicl sistem olgturulmustur.

Yukarida bahsedilenslem basamaklarini kisaltarak hem maliyeti
azaltims hem de coksiem basam@ndan olgan bu bglanma

surelerini kisaltarak zamandan tasarruf edilimi

Hazirlanan sistemlerin partikil boyutlari vegdanlari hedeflemede

kullanilan sistemler icin ideal 6zelliktedir.

Tasidiklarr  yizey yikleri ve en kapsulasyon vyetileri
degerlendirildiginde, antikor ile birlikte farkh etkin maddelerin
(6rn:antikanser) hicre icine aliminda etkin ofacasonucuna

variimistir.

Antikor Uzerinde vyapilan c¢amalar sonucunda, formulasyon
kosullarinin  antikor Uzerinde olumsuz etkilerinin  oldw&a

belirlenmitir.

Ozellikle lipozomal sistemlerin sitotoksik etkilain disiik olmasi,
toksik etkin maddelerin enkapsile edilebil@oe ve yiklenmg
antikor sayesinde farkli alanlara yonelmeden hedigicreye

dogrudan partikilin tanabilecgi kanisina varilngtir.

Oneriler

flagc talyict koloidal sistemler icin tama kapasitesinin belirlenmesi

Ozellikle in vivo calsmalar icin yararlh olacaktir. Yapilan ¢gahada oncelik,n

vitro'’da partikillerin hlcrelere gecip gecmg@din tespit edilmesi idi,

partiktllerin hicreler tarafindan alindiklari hickiltira calgsmalariyla ve

floresans gortntileme yontemleriyle ortaya kosiuu

131



Elde edilen nanopatrtiktllerin tamami kararliliksagpdan takip edilmersir,
sadece iki lipozom formilasyonunun (L2 ve L3) khhan takip edilmitir, kati

lipit nanopartikdller icin de bu ¢ama gerceklgtirilebilinir.

flag taiyici sistemlerin sistematik dglkanda davrasiarinin belirlenmesi
icin in vivo calsmalar sdrdartlmelidir.  Sistematik delenda partikil
davranglarinin kaslilastirmali olarak belirlenmesi icin de, partikil yluteyne

pegilasyonglemi yapilarak her iki sistemin etkigliarastirilabilir.

Nanopartikillerin ylzeyine adsorbe ve icine enképsidlilen antikorlarin,
LC-MS ve/veya MS-MS sistemleri ile glikoprotein yamda herhangi bir hasarin
olup olmadg tespit edilebilir (Novotny ve Alley, 2013). Bilthgi Uzere antikorlar
glikoprotein yapili molekullerdir, protein yapilarn formulasyon ksullarinda
SDS-PAGE yo6ntemi ile analizi yapilip, yapisal biozblma olmadii tespit
edilmis olsa da, glikobiyolojik olarak MS (kutle spektkapisi) sistemleri ile
incelenmesi glikozil yapilarinda herhangi bir gdém olup olmadgl tespit

edilerek farkli bir balg acisi kazandiriimiolacaktir.
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