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1.GIRIS

Over kanseri jinekolojik kanserler iginde en oliimciil olanlardan biridir ve
kadinlarda goriilen kanserlerin yanlizca %5’ini olustursa da kansere bagli 6lim
nedenleri arasinda besinci siradadir. Cerrahi ve kemoterapiden olusan standart tedavi
semasina cevap baslangigta iyi olsa da hastalik siklikla tekrarlar ve sonunda ilag direnci
gelisimi ile tedavi basarisizlikla sonuglanir. Over kanserinde ilag direnci gelisiminin
en 6nemli nedenlerinden biri tiimor siipresor genlerin epigenetik degisimler yoluyla
susturulmast nedeniyle DNA tamir mekanizmalarinin degismesi ve kanser
hiicrelerinin kemoterapotiklere toleransinin artmast ve kemoterapdtiklerin kanser

hiicrelerine alimlarinda goriilen degisikliklerdir.

Bu tez ¢alismasinda, over kanserinin standart tedavisinde kullanilan karboplatin
ile bir DNA metil transferaz inhibitorii olan desitabin kombinasyonu lipit kapl
nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlere enkapsiile edilerek platin direncinin modiile
edilmesi ve ayn1 zamanda pasif hedefleme yoluyla saglikli dokulara zarar vermeden

tiimor dokusundaki etkin madde konsantrasyonunun artirilmasi hedeflenmistir.

1.1.Kanser

Diizensiz hiicre biiytimesi ve hiicrelerin koken aldigi birincil bolgeden yakin
dokulara ve viicuttaki diger bolgelere yayilmasi ile karakterize edilen heterojen bir
hastalik grubu olan kanser ¢agin en biiyiik saglik sorunlarindan birini olusturmaktadir
(Estanqueiro ve ark., 2015; Pecorino, 2012). Uluslararas1 Saglik Ajansi (IARC) ve
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) nun projesi olan GLOBOCAN’1n 2018 verilerine gore
diinya ¢apinda her yil 18,1 milyon yeni kanser vakasi, 9,6 milyon kanser nedeniyle
olim gergeklesmektedir. En ¢ok goriilen kanserler %11,6 orani ile akciger ve meme
kanseri ile %10,2 orani ile kolon kanseri olurken en yiiksek mortaliteye %18,4 orani
ile akciger ve %9,2 orani ile kolon kanseri neden olmaktadir (Estanqueiro ve ark.,
2015). Over kanseri ise rahim agz1 ve rahim kanserinden sonra en sik goriilen ti¢iincii

jinekolojik kanserdir. Over kanseri, meme kanseri ile karsilastirildiginda daha diisiik



bir prevalansa sahip olmasina ragmen, meme kanserinden ii¢ kat daha oliimciildiir

(Momenimovahed ve ark., 2019).

Kanser olusumunun temelini, normal hiicre ddngiisiinde yer alan biyolojik
olaylar etkileyen kromozomal translokasyon, nokta mutasyonu, gen silinmesi ya da
gen amplifikasyonu, insersiyon gibi mutasyonlarin asamali olarak biraraya gelmesi
olusturmaktadir. Gergeklesen bu mutasyonlar tiimor hiicrelerinin hizla ve sinirsiz

cogalmalarina ve ¢evre dokulara metastazina neden olmaktadir (Dogan ve Giig, 2004).

Giliniimiizde 100'den fazla farkli kanser tiirii tanimlanmistir. Kanserin kdken
aldig1 birincil doku, kanserin ayirt edici Ozelliklerini belirlemektedir. Kanserlerin
yaklasik %85'1 epitel hiicrelerinde goriiliir ve karsinom olarak siniflandirilirken,
mezoderm hiicrelerinden (6rnegin, kemik, kas) tiiremis kanserlere sarkoma, glandiiler
doku (6rnegin meme) kanserleri adenokarsinom olarak adlandirilmaktadir. Farkli
hiicre tiplerinden koken alan kanserler, karsinojenezde yer alan farkli molekiiler
mekanizmalar ile hiicrelerin birincil bolgelerinden yayilma diizenleri agisindan

farkliliklar gostermekte ve farkli tedavi stratejileri gerektirmektedir (Pecorino, 2012).

1.2.Kanser Fizyolojisi

Timor fizyolojisinin anlasilmasi kanser tedavisinin etkinligi igin 6nemli bir rol
oynamaktadir. Tiimor dokusu cesitli fizyolojik ozellikleri ile saglikli dokulardan
farklilik gostermektedir. Tiimor mikrogevresi timoriin anormal damarlanmasi, timor
hiicreleri aras1 yiiksek basing, hipoksik boélgeler, asidik pH ve otofaji egilimi ile
karakterizedir (Vaupel, 2004).

Tiimdr damarlanmasi: Kanser hiicreleri artmig olan besin ihtiyaci ve metabolik
atiklarin uzaklastirilmas: gerekliligi nedeniyle anjiyogenezi tetikleyecek faktorler
salgilasa da tiimor damarlanmasi normal bir dokudaki gibi organize bir yapiya sahip
olamaz (Tan ve ark., 2015). Kati1 tiimorlerdeki mikrodamarlar genelde yapisal ve

fonksiyonel anormalliklere sahip; dilate, uzun, kivrimli, asir1 dallanmis ve kor uglu bir



yapt sergilemektedir. Eksik ve hatali endotel tabaka ile hasarli bazal membran
nedeniyle olusan gozenekler damar gecirenligini artirmaktadir. Normal olmayan
damar morfolojisi ve azalmis diiz kas yogunlugu yetersiz kanlanmaya neden

olmaktadir. (Vaupel, 2004).

Yiiksek hiicrelerarast basing: Tiimor dokusu, igindeki siviyr direne etmek ve
tiimor boslugundan disar1 atmak konusunda yetersiz kalmaktadir. Gelisen timor
igerisindeki anormal sizdiran damar yapisinin kendi islevsel lenfatik drenaj sistemini
olusturamamasi nedeniyle hiicreler arasi boslukta 6nemli miktarda birikerek matriste

yiiksek basing olusturmaktadir (Vaupel, 2004).

Hipoksi: Tiimor dokusu igerisindeki kivrimli damar yapisi, damar dagilimindaki
ve mikrodolagimdaki heterojenlik timor dokusunun oksijenlenmesinde degisikliklere
ve oksijen konsantrasyonunun sifira diistiigii bolgeler olusmasina neden olmaktadir

(Tan ve ark., 2015; Vaupel, 2004).

Asidik timoér mikrocevresi: Kati tiimorlerde ekstraseliiler pH; yiiksek glikoliz
orant, laktik ve karbonik asitlerin liretimi ve azalmis atilimi nedeniyle genelde normal
dokulardan daha distiktiir. Ayn1 zamanda hipoksi de ekstraseliiler asidifikasyona
neden olan karbonik anhidrazlarin ekspresyonunu ve aktivitesini artirma egilimi

gostermektedir (Damaghi ve ark., 2013; Tan ve ark., 2015).

Otofaji: Eski veya hasarli hiicresel bilesenlerini, hiicre i¢in gerekli temel
makromolekiillere geri doniistiirmek {izere kullanilan bir hiicresel mekanizmadir. Tiim
hiicreler otofajiye maruz kalmaktadir; ancak besin veya biiytime faktorii eksikligi veya
hipoksi gibi stres kosullarina maruz kalan hiicrelerde otofaji artma egilimi

gostermektedir (Tan ve ark., 2015).



1.3.Kanser Tedavisinde Geleneksel Yaklasim

Kanser tedavisi temel olarak cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, immiinoterapi ve
bunlarin kombinasyonlarindan olusmaktadir (Estanqueiro ve ark., 2015; Steichen ve
ark., 2013). Cerrahi ile timoriin tamami ya da bir kismi alinmaktadir. Radyoterapi
viicut disindan viicudun belirli bolgelerini hedef alan bir cihaz araciligiyla, radyasyon
kaynaginin tiimér igerisine veya yakinina yerlestirilmesi ya da IV yolla s1v1 radyasyon
kaynaginin hastaya verilmesi sekilde uygulanmaktadir (Allen ve ark., 2017). En
yaygin olarak bilinen kanser tedavisi ise kemoterapidir. Kemoterapi kanser hiicrelerini
Oldiirerek yok etmek ya da timori kiiciiltmek, biiylimesini veya yayilmasini
engellemek amaciyla kullanmaktadir. Her yontemin kendine &zgii avantaj ve
dezavantajlarinin bulunmasi1 ve tedavilerin kisiden kisiye farklilik gostermesi
nedeniyle tek ve kesin bir tedavi yonteminin varligindan bahsetmek imkansizdir.
Ancak tim teknolojik gelismelere ragmen geleneksel kemoterapi ile tedaviden

beklenen etki elde edilememistir (Estanqueiro ve ark., 2015).

1.4.0ver Kanseri

Kadmn iireme sisteminin bir parcasi olan overler, uterusun her iki tarafina
yerlesmis olarak bulunmaktadir (Sekil 1.1.). Overler; fertil kadinlarda her ay bir
yumurta tiretiminden ve kadinin dogurganlik siiresi boyunca kadin cinsiyet hormonlari

olan 6strojen ve progesteron iiretiminden sorumludur (Desai ve ark., 2014).

Fallopi
tipi

Jterus \

Sekil 1.1. Kadin iireme sisteminin sematik gosterimi (National Ovarian Cancer Coalition, Son erigim tarihi Ocak,
2020).



Over kanseri kadinlar arasinda en sik karsilagilan 7., en Sliimciil 8. kanser
tiiriidiir. Tiim diinyada her y1l 240000 kadina over kanseri teshisi konulmakta, %45’in
altindaki 5 yillik sag kalim siiresi ile yilda 150000 kadinin 6liimiine neden olmaktadir.
40 yas altindaki kadinlarda over kanseri goriilme siklig1 az olmakla birlikte 40 yasin
tizerinde goriilen over kanserlerinin % 90’dan fazlasi epitelyal timorlerdir. Yas ile
birlikte risk artar ve 70’li yaslarin sonuna dogru zirveye ¢ikar (Webb ve Jordan, 2017).
Over kanseri ileri seviyede bile yaklasik %60-80 tedaviye cevap oraniyla en duyarl
timorlerden biri olmasina ragmen en Oliimciil jinekolojik kanserdir Balch ve ark.,

2004; Holmes, 2015; Kigawa, 2013).

1.4.1.Over Kanseri Risk Faktorleri

Over kanseri i¢in en biiyiik risk faktoriiniin aile dykiisii oldugu bilinmektedir.
Birinci derece akrabalarinda over kanseri oykiisii bulunan kadinlarin over kanserine
yakalanma riskleri aile dykiisii olmayan kadinlara gore ii¢ kat fazladir. Cizelge 1.1’de

over kanseri riskini artiran ve azaltan faktorler 6zetlenmistir (Webb ve Jordan, 2017).

Cizelge 1.1. Over kanseri risk faktorleri.

Riski artiran faktorler

Riski azaltan faktorler

Aile 6ykiisii
Infertilite
Menapozal hormon tedavisi
Endometriozis
Polkistik over sendromu*
Pelvik inflamatuvar hastalik
Diabetes mellitus
Obezite
Alkol
Sigara

Talk pudrast

Geciken ilk menstriiasyon”
Geg menapoz”
Gebelik
Emzirme
Kombine oral kontraseptifler
NSAI

Fiziksel aktivite

* Belirgin degil




1.4.2.Over Kanseri Gelisimi ve Tedavisi

Overlerde kanser, yumurtay1 saran epitel doku, hormon iiretiminden sorumlu
olan stromal hiicreler ve germ hiicreleri olmak tizere 3 tip dokuda meydana
gelmektedir (American Cancer Society, 2014). Over kanserlerinin %901 epitelyal
kokenli iken %10’u germ ve stromal hiicre kokenlidir (Engelberth ve ark., 2014;
Zahedi ve ark., 2012). Epitelyal over kanseri, intraperitoneal kavitede lokalize olmus,
farkli morfoloji ve klinik goériinlime sahip yiiksek ve diisiik derecede ser6z, miisindz,
berrak hiicreli ve endometrioit over kanserleri gibi farkli sekillerde
simiflandirilmaktadir (Engelberth ve ark., 2014; Zahedi ve ark., 2012). Yiksek
derecede serdz over kanserleri peritoneal kaviteye hizla yayilan ancak kemoterapiye
duyarli 6zellik gosteren kanserlerken, diisiik derecede ser6z tiimorler yavas gelisir ve
kemoterapiye direng¢lidir. Endometrioid ve miisinz kanserler genelde diisiik dereceli

timorlerdir ve yumurtaliklarda sinirlanmaktadir (Zahedi ve ark., 2012).

Over kanserinde evreleme kanserin ne kadar yaygimn oldugunu belirlemek
acisindan 6nemlidir; ¢linkii kanser farkli evrelerde farkli prognoz gostermekte ve farkli
bir tedavi sekli gerektirmektedir. Over kanseri ve fallopi tiipii kanserleri genelde FIGO
sistemi ile evrelendirilmektedir (Cizelge 1.2 ve Sekil 1.2).

Evre | Evre Il Evre 111 Evre [V

Sekil 1.2. Over kanseri evreleme sisteminin sematik gosterimi (National Ovarian Cancer Coalition, Son erisim
tarihi Ocak, 2020).



Cizelge 1.2. FIGO Over kanseri evreleme sistemi.

Tiimor bir overde sinirli ve kapsiil saglamdir. Over yiizeyinde
1A tiimor yoktur. Asit ya da peritoneal yikamada malign hiicre
yoktur.
1B Her iki overde de tiimor vardir.
= Overler ile sinirl
U;J timor IC1 Cerrahi dokiilme
1o Kapsiil bozuklugunun ardindan cerrahi operasyon
IC ya da over yiizeyinde timor
1c3 Asit ya da peritoneal yikamada malign hiicre
vardir.
A Uterus ve/veya fallopi tiipiinde tiimor yayilimi ve/
Pelvik yayiliml ve veya timor implanti.
® bir ya da iki overle
S
H sinirl timor
11B Diger pelvik dokulara tiimér yayilimi
Pelvis diginda ) Sadece retroperitoneal lenf
L Retropertioneal lenf AL
sitolojik ya da nodlari
) B nodlarinda ve/veya
histolojik olarak A ) Mikroskopik, pelvis diginda
5 pelvis disinda
dogrulanmis . . 11A2 pertioneal yayilim +
= . mikroskopik metastaz
o peritoneal ve/veya retroperitoneal lenf nodlari
> )
w retroperitoneal B <2 cm, makroskopik, pelvis disinda peritoneal metastaz +
metastazh bir veya retroperitoneal lenf nodlar1. Karaciger/dalak kapsiiliine yayilim
her iki e > 2 cm, makroskopik, pelvis disinda peritoneal metastaz +
overi tutan tiimor retroperitoneal lenf nodlar1. Karaciger/dalak kapsiiliine yayilim
IVA Pozitif sitoloji ile birlikte plevral eflizyon
Peritoneal
2
® metastazlar disinda
>
w uzak metastazlar ) ) ) )
VB Karaciger ve/veya dalakta parenkimal metastaz, abdominal bolge
disindaki organlara metastaz

Birinci evre over kanseri, tiimoriin bir veya her iki overde bulundugu ve pelvik

veya alt karin bolgesindeki organlara, lenf bezlerine veya karin bolgesi disina
yayilmamis olgular icermektedir. Evre I over kanserlerinde, hastalarin ¢ogu uygun
cerrahi miidahale ile iyilesmektedir. Erken evre over kanserinde uygulanan cerrahi
girisim timor cikarilldigi ve yayilma olasiligi olan biitiin alanlarin 6rneklemesi

yapildig1 i¢in “evreleme cerrahisi” olarak tanimlanmaktadir. Evreleme cerrahisi



usuliine gore yapildiginda sag kalim %80-95 arasindadir. Ancak bu grup hastalarda
bile niiks ve buna bagli 6liim riski mevcuttur. Evreleme cerrahisi sonucunda olasi
niiksleri engellemek i¢in verilen kemoterapiye “Adjuvan Kemoterapi” denilmektedir.
Evre | over kanserinde adjuvan kemoterapide standart tedavi olarak karboplatin
onerilmekle birlikte, yiiksek risk tasiyan hastalarda paklitaksel ve karboplatin
kombinasyonu kullanilmaktadir. Ancak bu tedavinin uzun siire devam etmesi ciddi

toksisite artisina neden olmaktadir (Gokaslan, 2019).

Ikinci evre over kanseri, overler ve diger alt karin bolgesi organlari ile sinirlidur.
Kanser henliz karin iist bolgesine, lenf bezlerine veya karin bolgesi disina
yayllmamistir. Evre IIA kanserlerde tiimor uterus ve/veya fallopi tiiplerine yayilma
gostermektedir. Evre IIB’de ise tiimor diger pelvis i¢i organlara yayilmis olup pelvis
ile sinirhidir. Tkinci evre over kanserinin standart tedavisi, cerrahi miidahale ardindan
kemoterapi tedavisinden olusmaktadir. I1A evresindeki hastalarda kanserin tekrarlama
olasiligr 9%30-40’tir. Ancak, daha ileri evre olan IIB hastalarda bu oran daha da
yiikselmektedir. Bu evre i¢in standart tedavi olarak, Ulusal Kapsamli Kanser Ag1
(National Comprehensive Cancer Network-NCCN) rehberine gore, alt1 kiir intravendz

taksan ve karboplatin kombinasyonu 6nerilmektedir (Gokaslan, 2019).

Ugiincii evrede over kanseri, yumurtalik disinda {ist karin bolgesindeki karin
zarina veya lenf bezlerine yayilmaktadir; ancak heniiz karm bdlgesi disina veya
karacigere yayilma heniiz gdstermemistir. Uglincii evre over kanseri igin standart
tedavi cerrahi miidahale ve sonrasinda uygulanan platin ve taksan kombinasyonundan
olusan kemoterapidir. Fakat, standart tedavi goren hastalarin yaklasik %40’ indan daha
azt 10 yildan uzun yasam siiresine sahip olabilmektedir. Bunun sebebi, cerrahi
miidahale ile kanser dokusunun tamaminin alinamamasi ve arkasindan uygulanan
kemoterapinin kalan kanser hiicrelerini 6ldiirme konusunda tek basmma yeterli
olamamasidir. Evre I1I’te cerrahi tedavi, evreleme cerrahisinin 6tesinde mevcut biitiin
timor odaklarimin  tamamimin temizlenmesi seklinde ileri cerrahi islem
gerektirmektedir. Tumori suboptimal ¢ikarilmis olgularda, sispaltin/dosataksel,
dosataksel/karboplatin, paklitaksel/karboplatin, Pegile lipozomal

doksorubisin/karboplatin  kombinasyonlarindan biri kullanilabilmektedir. Ttimorii



optimal c¢ikarilmis hastalarda ise intravendz tedavilere periton igi tedavilerde
eklebilmekte ve daha basarili sonuglar elde edilmektedir. Bu standart tedavide, birinci
giin intravendz paklitaksel, ikinci gilin intraperitoneal sisplatin, sekizinci giin
intraperitoneal paklitaksel uygulanmaktadir. Periton i¢i kemoterapinin isitilarak (42
°C) uygulandigr bir tedavi olan HIPEC (Hyperthermic Intraperitoneal Chemotherapy

- Hipertermik Periton i¢i Kemoterapi) ile de umut verici sonuglar bildirilmistir.

Kemoterapi kiirleri tamamlandiktan sonra hasta kemoterapiye klinik olarak yanit

3

vermemis ise hastalik “platine direngli hastalik” ve “yanitsiz over kanseri” olarak
adlandiriimaktadir. Bu durumda tedaviyi pekistirmek igin anjiogenez inhibitorleri,
anjiopoetin inhibitorleri, PARP inhibitorleri, EGFR tirozin kinaz inhibitdrleri, folat
reseptor alfa inhibitorleri gibi over kanserinde birinci basamak tedaviden ziyade daha
cok niiksetmis olgularda hedefe yonelik tedavi ve immiinoterapi uygulanmaktadir
(Giinakan ve Dursun, 2019). Hedeflendirilmis tedavi daha yeni bir yaklasimdir.
Hedeflendirilmis tedavide kullanilan her ajan farkli sekilde etki etmektedir; ancak
temel olarak kanser hiicrelerini taniyarak bu hiicrelerin biiyiime, boliinme, kendini
onarma veya diger hiicrelerle etkilesime girme seklini degistirmekte, saglikli hiicrelere
daha az zarar vermektedir. Hormon tedavisinde ise hormonlar ya da hormon

engelleyici ilaglar kullanilmaktadir. Bu tip sistemik tedavi daha ¢ok stromal over

timorlerini tedavi etmek igin tercih edilmektedir (American Cancer Society, 2014).

Evre IV over kanseri, kanserin batin boslugu disina ¢iktigi veya organ
metastazlarinin goriildigi sistemik bir tutulum durumudur. Do6rdiincli evre over
kanseri standart tedavisi uygun ise cerrahi uygulamak ve takiben kemoterapiden
olusmaktadir. Ileri evre yumurtalik kanserinin kemoterapisinde platin ile birlikte
paklitaksel kombinasyonu kullaniminin yagam siirelerini uzattigi gozlemlenmistir. Son
yillarda bu ikili kemoterapiye, kan ve lenf damarlarinin ylizeyinde bulunan insan
vaskuler endotelyal biiyiime faktoriine (VEGF) baglanarak etkisini gosteren bir
monoklonal antikor olan Bevasizumab (Avastin®) eklenmesi ile tedaviden alian yanit
oranlar1 artmistir. Evre IV’te hastaligin tekrarlama olasilig1 kacinilmaz oldugu i¢in
idame tedavi Onerilmektedir. Ancak bu amagla topotekan, antrasiklin veya platin ile

genel sag kalim avantaji ¢ok yiiksek sonuglar saglamamistir (Gokaslan, 2019).



Over kanserinde radyoterapi: Radyoterapi (1sin tedavisi), yiiksek enerjili
isinlarin  tedavi amaciyla kullanildigi, kanserin tedavi yontemlerinden biridir.
Radyoterapide kullanilan iyonize 1sinlarin temel etki mekanizmasi, kanser hiicrelerinin
DNA’sin1 hasara ugratarak ¢ogalmasini engellemek, radyasyon bolgesinde bulunan
tiim kanserli hiicreler yok etmektir. Ancak, kanser viicudun diger boliimlerine yayilma
gostermisse, radyoterapi uygulanan bir tedavi yontemi degildir. Radyoterapi, cerrahi
miidahale gibi bolgesel bir tedavi seklidir. Kemoterapiye direngli ve cerrahiye uygun
olmayan hastalarda ve palyatif (destek) tedavi olarak kullanilmaktadir. Palyatif
radyoterapide amag, tiimoriin karin bolgesinde pelvis i¢inde biiylidiigii alanda veya

metastaz yapmis oldugu alanda agriy1 ve baskiy1 azaltmaktir.

Over kanserinde immiinoterapi: immiin tedaviler over kanseri tedavisinde son
yillarda yerini almaktadir. Nivolumab, pembrolizumab, ipilimubab, avelumab,
durvalumab gibi pek ¢ok monoklonal antikor ile yapilmis basarili sonuglar vaat eden

calismalar mevcuttur.

1.5.11a¢ Direnci

Kemoterapi, kanser tedavisinin baslica tedavi segenegi olmasina ragmen , ilag
direnci kanser tedavisinin basarisizliginin ve hastalarin %90’1nda metastatik hastalik
nedeniyle 6liimiin nedenidir (Agarwal ve Kaye, 2003; Sato ve [tamochi, 2015). Klinik
uygulamada ila¢ direnci yonetilebilir toksisiteli dozlarda goriilen progresif hastalik
olarak tanimlanmaktadir. Cogu kemoterapétik ilag diisiik terapdtik indekse sahip
oldugu i¢in tiimor hiicrelerinin duyarliligindaki kiiciik degisiklikler bile klinik olarak

dirence neden olabilir (Agarwal ve Kaye, 2003).

Ilag direnci; dogal ve kazamlmis olmak iizere iki temel sinifa ayrilmaktadir.
Dogal ila¢ direncinde tiimdr dokusu igerisinde tedavi dncesinde direncle ilgili faktorler
bulunurken, kazanilmis direngte baslangicta tedaviye duyarli olan kanser tedavi
sirasinda gelisen cesitli mutasyonlar nedeniyle direncli hale gelmektedir (Holohan ve
ark., 2013).
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flag direnci; farmakokinetik, tiimér mikrogevresine 6zgii ve kanser hiicresine
0zgii olmak tizere li¢ temel gruba ayrilmaktadir. Farmakokinetik ilag¢ direnci; ilk gecis
etkisi, Onilaglarin aktif metabolitlerine doniistiiriilmesi, renal klerens, hepatik ilag
metabolizmasi ve timor damarlanmasi gibi bireysel farmakokinetik degiskenlere bagl
olarak hiicre i¢i ila¢ konsantrasyonunda meydana gelen farkliliklar1 ifade ederken,
timor mikrogevresine bagli diren¢ hipoksinin neden oldugu serbest radikal
olusumunda azalma, artan ilag detoksifikasyonu ve genomik instabilite, apoptozun
inhibisyonunu ifade etmektedir. Kanser hiicresine 6zgii ilag¢ direnci, zaman igerisinde
olusan somatik mutasyonlar ve epigenetik degisimler sonucu ilag-hedef etkilesimini
ve hiicre hasarini etkileyen mekanizmalardan olugsmaktadir (Agarwal ve Kaye, 2003).
llag direnci, Sekil 1.3’te gosterilen farkli mekanizmalardan kaynaklanmaktadir

(Holohan ve ark., 2013).

Farmakokinetik

flag alim

Kanser hiicresi

lag aktivasyonu |

— v

| — |ila¢ hedefinde degisiklikler|

!

N

1 llag atlimt — | Adaptif cevaplar
Onksiyoncl olmayan
— apoptoz

Hiicre olimii
Sekil 1.3. ilag direnci gelisimi (Holohan ve ark., 2013)

a) Ilacin aktif disa atilim

En ¢ok arastirilan diren¢ mekanizmalarindan biri hiicre i¢i ilag birikimini azaltan
aktif disar1 atilmdir (Housman ve ark., 2014). Hiicre membraninda bulunan ¢esitli
tasiyici proteinler, ilaclarin aktif disar1 atilimim tetikleyerek yaygin olarak kullanilan
kemoterapotiklere karsi direng gelisimine neden olmaktadir. ATP-bagimli tasiyici
protein (ATP-binding cassette - ABC) ailesi bu disar1 atilimi saglayan 6nemli
transmembran protein grubudur. Bu tasiyici ailesine ait tasiyicilar olan ¢oklu ilag
direnci proteini 1 (multidrug resistance protein 1 - MDR1 - p-glikoprotein), ¢coklu ilag
direnci ile iliskili protein ailesi (MDR-associated protein 1 - MRP1) ve meme kanseri
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direng proteini (breast cancer resistance protein - BCRP); ¢oklu ilag direnci ile
yakindan ilgilidir (Holohan ve ark., 2013; Housman ve ark., 2014). Bunun yaninda
bakir tasiyict ATP7A ve ATPT7B proteinleri, platin bazli kemoterapotiklerin hiicre

disina atilmasinda rol oynamaktadirlar (Nakayama ve ark., 2001).

b) Ilac aktivasyon ve inaktivasyonu

Diger bir diren¢ mekanizmasi ise ilaglarin inaktive edilmesi ya da
aktivasyonununda goriilen eksikliklerdir. Bu tiir mekanizmalar her etkin madde sinifi
i¢in oldukga 6zeldir. Ornegin, platin tiirevi ilaglar, tiyol glutatyon tarafindan etkisiz

hale getirilmektedir (Holohan ve ark., 2013).

¢) Ilac hedeflerinde degisiklik

[laca cevap ve direng, ilacin molekiiler hedefindeki mutasyonlar ya da
ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler gibi degisikliklerden etkilenmektedir
(Holohan ve ark., 2013; Housman ve ark., 2014).

d) DNA hasar tamiri

Pek ¢cok kemoterapdtik ajan DNA hasari olusturarak etki gostermektedir. Olusan
DNA hasarina cevap ise hasarin tamiri ya da hiicre 6limi seklinde meydana
gelmektedir. Bu durumda kanser hiicresinin DNA tamir kapasitesi ilacin etkinligini
degistiren 6nemli bir parametre halini almaktadir (Holohan ve ark., 2013). Kanser
hiicreleri, DNA hasarina cevap olarak DNA hasar yanit mekanizmalar1 yoluyla hasar1
tamir edebilmektedir (Housman ve ark., 2014). Kanser hiicrelerinin DNA hasarini
tamir etme kapasitelerindeki artis ilag direncine neden olmakta ve 6zellikle platin bazli
kemoterapiye karsi olusan direngte sik¢a rastlanmaktadir (Mihanfar ve ark., 2019).

Platin bazli kemoterapdtikler hiicreyi apoptoza gotiirebilecek DNA capraz baglarina
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neden olarak etki gostermektedirler. Platin bazli kemoterapétiklere direng, ¢ogu zaman
niikleotit ya da baz eksizyon onarimindan kaynaklanmaktadir (Housman ve ark.,
2014). Kemoterapétigin neden oldugu lezyon, bu mekanizmalarla ¢ikarilarak tamir
edilmektedir (Nikolaou ve ark., 2018). Bu DNA tamir yolaklarindaki hasarlar ise platin
bazli kemoterapdtiklere hassasiyeti artirmaktadir (Norouzi-Barough ve ark., 2018). Bu
acidan bakildiginda DNA tamirinin secici olarak inhibe edilmesi kemoterapdtiklerin

etkinligini artirabilecek bir yaklasimdir (Mihanfar ve ark., 2019).

Diger yandan platin bazli kemoterapinin sitotoksik etkisi, esas olarak,
replikasyonun durdurulmasina, hiicre dongiisii kontrol noktasinin aktivasyonuna, G
fazinin uzamasina ve hasarin ¢ok siddetli olmasi durumunda hiicre 6liimiine yol acan
DNA iiriinleri olusumundan kaynaklanmaktadir. DNA yanlis eslesme tamir sistemi
(MMR) sisplatin ve karboplatin gibi antineoplastik etkin maddelere cevap olarak
olusan hiicre 6liimiinde kritik 6neme sahiptir. MMR, DNA replikasyonundan sonra
baz uyumsuzluklarini onarmak, ozdes olmayan DNA dizileri arasindaki
rekombinasyonu engellemek ve belirli DNA hasari tiirlerinin ardindan hem bir kontrol
noktasini etkinlestirmek hem de apoptotik yanitlari tetiklemekle gorevlidir. (O'Brien
ve Brown, 2006). Platin bazli kemoterapi tarafindan olusturulan hasarli DNA’nin
tespiti i¢in etkin bir MMR sistemi gerekmektedir. Etkin bir MMR sisteminde DNA
hasart Mut adi verilen proteinler tarafindan tespit edilmektedir. Platin bazli
kemoterapide ise platin-DNA iiriinleri MMR etkinligine dahil olarak hasarli DNA’nin
onariminin tamamlanmasini engellemektedir. DNA onariminin tamamlanamamasi ise
apoptozu tetiklemektedir. MMR eksikliginde ise kanser hiicreleri, onarimin
tamamlanamamasina ragmen hiicre dongiisiinii durdurmadan kansere karsi direng
kazanarak ¢ogalmaya devam etmektedir (Martin ve ark., 2008). Genetik ya da
epigenetik degisiklikler sonucu MMR sisteminde olusan bu eksikligin hedef alinmasi
ise platin bazli kemoterapiye karst gelisen direncin asilmasi i¢in kullanilabilecek bir

stratejidir.
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e) Hiicre 6liimiiniin inhibisyonu

Apoptoz ve otofaji, hiicre oliimiinii diizenleyen iki temel mekanizmadir
(Housman ve ark., 2014). Apoptoza karsi direng gelismesi kanserin baslica
belirtilerinden biri olarak goriilmektedir (Holohan ve ark., 2013). Pek ¢ok kanser
tipinde dogal apoptoz yolaginin bilesenlerinden olan BCL-2 protein ailesi asirt
eksprese edilmekte ve kemoterapi i¢in iyi bir hedef olusturmaktadir (Housman ve ark.,
2014). BCL-2 ailesinde o0zellikle BCL-2, BCL-XL olmak iizere antiapoptotik
proteinlerin asir1 ekspresyonu sonucunda bu ilaglara karsi direng gelismektedir.
Apoptoz yolagima hedeflendirme yaklagimi ise ila¢ direncinin 6niine gegmek igin
uygulanabilecek stratejilerden biridir. Apoptoz prosesi karmasik bir proses olmasina

ragmen terap6tik girisim i¢in pek ¢ok olast hedef sunmaktadir (Fojo ve Bates, 2003).

Sitoplazmik materyalin lizozoma taginmasi ve burada par¢alanmasi anlamina
gelen otofaji; besin eksikligi, hipoksi, hipertermi, oksidatif stres gibi etkenlerle aktive
olmaktadir. Otofajinin artmasi apoptozun azalmasina ve over kanseri gibi kanserlerde

direng gelisimine neden olmaktadir (Norouzi-Barough ve ark., 2018).

f) Kanser hiicresinin degiskenligi

Tim bu diren¢ gelisim mekanizmalarinin yani sira heterojen bir kanser hiicresi
popiilasyonundaki 1ilaca direngli hiicrelerin sayica artmast da gbdzoniinde
bulundurulmasi gereken bir diger mekanizmadir. Bu heterojen topluluktaki hiicrelerin
bir kism1 kok hiicre 6zelligine sahiptir ve genellikle ilaca kars1 direnglidirler. Bunun
yaninda yetiskin kanser hiicrelerinin bir kismi1 da ilaca direng 6zelligi gosterir ve tedavi
sonrasinda hayatta kalan bu hiicreler zamanla yeniden tiimor gelisimine ya da metastaz

olusumuna neden olabilirler (Housman ve ark., 2014).
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g) Epigenetik faktorler

Epigenetik, DNA zincirinde herhangi bir degisiklik olmaksizin kromozom
bolgelerindeki yapisal adaptasyonlardan kaynaklanan gen ekspresyonunun kalitsal
fenotipik degisikligidir. Kanser hiicrelerindeki epigenetik degisiklikler DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlari, kodlamayan RNA (mikroRNA)’lar ve
transkripsiyon faktorlerindeki degisiklikler yoluyla anormal gen ekspresyonu ile
sonuglanmaktadir. Bu modifikasyonlar, over kanserinin baslamasi ve gelisimi ile
iligkilendirilmektedir (Nguyen ve ark., 2014). Epigenetik degisiklikler ayn1 zamanda
ilag direncinde rol alan genlerin ekspresyonunu degistirerek ila¢ direnci gelisimine de
yol agmaktadirlar (Sato ve Itamochi, 2015). Hem dogal hem de kazanilmig direngte
gen ekspresyonlarinda degisiklikler meydana gelmektedir. Over tiimorlerinde hiicre
farklilagsmasi, DNA tamiri ve anjiyogenez ile ilgili genler normalden ¢ok eksprese
edilirken, proapoptotik, antiproliferatif ve DNA yanlis eslesme genleri gibi genler

normalden daha az eksprese edilmektedir (Balch ve ark., 2004).

DNA metilasyonu c¢oklu ilag direnci ile iliskili en c¢ok arastirilan ve gen
ekspresyonu ve farklilasmasini kontrol eden temel epigenetik mekanizmalardan biridir
(Zeller ve Brown, 2010; Zhang ve ark., 2016). DNA’nin hipermetilasyonu kritik
genlerin susturulmasina neden olurken hipometilasyonu genlerin aktivasyonuna neden
olmaktadir. DNA metilasyonu genelde CpG adalari olarak adlandirilan ve sitozin-
guanince zengin bolgelerdeki sitozin-guanin diniikleotitlerinin sitozin artiklarinda
DNA’ya metil gruplarini eklenmesi seklinde ger¢eklesmektedir (Balch ve ark., 2004;
Nguyen ve ark., 2014). Susturulmus kritik timor baskilayici genlerdeki hipermetile
CpG adalar1 hiicre biiylimesinin kontrolii ve proliferasyonun inhibisyonundan
sorumludur (Nguyen ve ark., 2014). Bu epigentik susturulma tiimoér baslangici,
biiylimesi ve ilag direnci de dahil olmak tizere kanser proseslerinin tiim fazlarina etki
etmektedir (Matei ve Nephew, 2010). DNA hipometilasyonu ise daha onceden
susturulmus olan onkogenlerin transkripsiyonunu aktive ederek karsinogeneze katkida

bulunmaktadir (Nguyen ve ark., 2014).
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Tiimdr baskilayici genler; hiicre proliferasyonu, farklilasma, migrasyon, hiicre
dongiisti, DNA hasarinin tespiti ve tamiri gibi ¢esitli hiicresel aktivitelerde diizenleyici
olarak rol alan genlerdir ve fonksiyonlarin1 kaybetmeleri kanser gelisimine neden
olmaktadir. Tiimo6r baskilayici genlerdeki genetik ve epigenetik degisiklikler over

kanserinde ilag direnci gelisimine katkida bulunmaktadir (Yin ve ark., 2013).

Daha 6nce de bahsedildigi gibi DNA metilasyonu, gen susturulmasi ile yakindan
iliskilidir ve tiimor baskilayici genlerin transkripsiyonunu engelleyebilir. HumanMutL
homolog 1 (hMLH1) ve meme kanseri direng¢ geni 1 (BRCA1), DNA hasarina cevap
ve yanlis DNA eslesmesinin tamirinde yer alan proteinlerin transkripsiyonunda Kkritik
oneme sahip iki gendir. Over kanserinde bu proteinleri kodlayan genlerin promotor
bolgeleri hipermetile haldedir ve hMLH1 ile BRCA1 disiik diizeyde eksprese
edilmektedir (Nguyen ve ark., 2014).

AKktif bir yanlis eslesme tamir yolag: platin sitotoksisitesini artirabilirken, bu
yolaktaki herhangi bir aksaklik ya da eksiklikte platin bazli kemoterapétiklere karsi
direng gelismektedir. Yanlis eslesme tamir genlerinden biri olan hMLH1, pek ¢ok
alkilleyici ajana verilen hiicresel cevaplar ve platin bazli kemoterapétiklere bagli DNA
hasar1 i¢in gereklidir; ancak over kanserlerinin 6nemli bir kisminda platin direnci
durumunda metilasyon ile susturulmaktadir (Agarwal ve Kaye, 2003). hAMLH]1’in asir1
metilasyonu sonucu MLH1 ekspresyonunun kaybedilmesi platin bazli kemoterapide
platin-DNA iriinlerine bagli apoptotik cevap gelisimini inhibe etmektedir.
hMLHI1’deki kazanilmis metilasyon, over kanserinde platin bazli tedavi sonrasi
gelismekte ve platin direncinin ana molekiiler nedeni olarak diigiiniilmektedir (Balch
ve ark., 2004; Nguyen ve ark., 2014; Sato ve Itamochi, 2015; Zeller ve Brown, 2010).

DNA metilasyonu, DNA metiltransferaz  (DNMT) enzim ailesinin
katalizorliigiinde gerceklesmektedir (Balch ve ark., 2004; Nguyen ve ark., 2014). Over
kanseri hiicrelerindeki degisen DNMT RNA seviyeleri ve gen hipermetilasyonu
arasindaki iligki dogrusal olmasa da over kanserinde platin direnci kazanilmasi
sirasinda DNMT seviyelerinde onemli artis gozlenmektedir. Bu durum, anormal

metilasyonun artmig ya da degismis DNMT aktivitesinden kaynaklandigini
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gosterebilir (D. E. Matei ve Nephew, 2010). DNA metil transferaz inhibitorleri
araciligi ile susturulan kritik timor baskilayici genlerin yeniden etkinlestirilmesi ise
ilag direncini O6nlemek ve ilaca direngli over Kkanserlerinin geleneksel
kemoterapétiklere tekrar duyarhilastirilmasi i¢in  uygun bir strateji  olarak
goriilmektedir (Sato ve Itamochi, 2015). Over kanserinde kullanilan pek ¢ok etkin
madde, etkisini apoptotik yollardan gosterdigi i¢in bu susturulmus apoptotik genlerin
tekrar ekspresyonunun tiimor hiicrelerinin - duyarlilasmas: ile sonuglanmasi
beklenmektedir (Balch ve ark., 2004). Kanserdeki epigenetik degisimlerin anlasilmasi,
epigenetik tedavi olarak adlandirilan epigenetik modiilatorlere hedeflendirme ile

tedaviye olanak saglamaktadir (Qin ve ark., 2015).

1.5.1.11a¢ Direncini Onleme Yaklasimlari

llag direncini onleme yaklasimlari; ilaca maruziyetin artirilmasma ydnelik
calismalar, varolan sitotoksik ajanlarin analoglari, yeni sitotoksik ajanlar, potansiyel
diren¢ modilatorleri, apoptotik sinyal modiilatorleri ya da sinyal transdiiksiyon

inhibitorlerinin kullanimi ya da kombinasyon tedavisidir (Agarwal ve Kaye, 2003).

[ag direnci ile ilgili molekiiler mekanizmalarin aydilatilmas hastalarin yasam
slirelerinin uzatilmasi adina ¢ok 6nemli bir adimdir. Over kanseri tedavisinde platin
direncinin siklig1t nedeniyle yeni tedavi secenekleri gelistirilmesi i¢in ¢aba
harcanmaktadir (Engelberth ve ark., 2014; Matei ve Nephew, 2010). Bu amagcla;
kemoterapétiklerin ~ uygulanmasi  i¢in  intraperitoneal yolun  kullanilmasi,
hedeflendirilmis ilaclarin gelistirilmesi (bevasizumab (Avastin®)), kombinasyon
tedavisi ve pasif ve/veya aktif ila¢ tasiyici sistemlerin kullanilmasi gibi farkli

yaklasimlar gelistirilmistir.
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1.5.1.1.Intraperitoneal Uygulamalar

Platin direnci, over kanseri tedavisinde alternatifleri olduk¢a kisitlamaktadir.
Alternatiflerden biri platin bazli kemoterapinin oral ya da intraven6z uygulama yerine
intraperitoneal yolla uygulanmasidir (Morgan ve ark., 2014). Kemoterapide ilaglar
daha cok intravendz (IV) ya da oral yoldan verilebilecegi gibi bazi durumlarda bir
kateter yardimiyla abdominal kaviteye enjekte edilerek uygulanmaktadir. Bu
uygulama sekline intraperitoneal (IP) uygulama ad1 verilmektedir (American Cancer
Society, 2014). Intraperitoneal kemoterapi uygulamasi sirasinda baslangigta daha fazla
yan etki gériilmesine ragmen ortalama yasam siiresinde artig goriillmektedir (Morgan
ve ark., 2014). iP yolla kemoterapdtik uygulanmasi; over kanserini géreceli olarak
sinirlandirabilmesi, intraperitoneal kavitedeki metastatik lezyonlar nedeniyle tiimore
daha iyi bir hedeflendirme saglamasi ve sistemik toksisite potansiyelini azaltmasi
nedeniyle uzun yillardir giindemdedir (Engelberth ve ark., 2014). Ancak bu tedavi
sekli ile ilag direnci 6nlenemedigi i¢in hastaligin tekrar etmesi kag¢inilmazdir. (Morgan
ve ark., 2014). Diger yandan 1V yolla karsilastirildiginda IP yolla ilag uygulanmasi
abdominal bir kateterin varlig1 nedeniyle hasta i¢in daha az konforlu bir tedavidir.
Ayrica IP uygulama intraabdominal enfeksiyon ve gastrointestinal yan etki gibi lokal
toksisite riskini de artirmaktadir (Engelberth ve ark., 2014).

1.5.1.2.Kombinasyon Tedavisi

Kombinasyon tedavisi; bir ilaca direngli olan tiimdr hiicrelerinin farkl bir etki
ve direng mekanizmasina sahip bir baska ilaca duyarli olabilmesi, iki ilag arasinda
biyokimyasal bir sinerji olabilmesi (Agarwal ve Kaye, 2003), tek bir ilacin timor
heterojenligi ve ilag¢ direnci nedeniyle tedavi i¢in kisith klinik cevap saglayabilmesi
gibi gerekgelere dayanmaktadir (Kemp ve ark., 2016; Xu ve ark., 2015). Kombinasyon
tedavisinin amaci ise sistemik toksisiteyi artirmadan kanser tedavisinin etkinligini
artirmak ve ayni zamanda ilag direncinin online gecmektir (Kemp ve ark., 2016).
Kombinasyon tedavisinde kanser gelisimindeki farkli yolaklar, genler ya da hiicresel

olaylar1 hedefleyen iki ya da daha ¢ok ajanin sinerjik etkisinden yararlanilmaktadir
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(Dickens ve Ahmed, 2018; Xu ve ark., 2015). Etkili bir kombinasyon olusturmak i¢in
gdzoniinde bulundurulmas: gereken bir takim ilkeler bulunmaktadir. Ornegin; hiicre
dongiisiinin  farkli fazlar1 hedeflenmelidir, aditif ya da sinerjik etkinin elde
edilebilmesi igin farkli etki mekanizmalarina sahip olmalidirlar, toksisite profilleri
birbirleriyle ortiismemelidir (Dickens ve Ahmed, 2018). Bu sekilde etkin maddeler
daha diisiik dozlarda kullanilarak etkilerinin artirilmasi ve sitotoksik etkilerinin
azaltilmas1 miimkiin kilinabilir (Kemp ve ark., 2016; Xu ve ark., 2015). Pratikte ise
tek bir ilagla yapilan tedavi ile karsilastirildiginda kombinasyon tedavisinin ortalama

yasam siiresini uzattig1 goriillmistiir (Xu ve ark., 2015).
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Sekil 1.4. Farkli kombinasyon tedavisi yaklasimlari (Zhang ve ark.;2016)
A ve B: etkin maddeler

Over kanserinin standart tedavisi bir kombinasyondan olugsa da glintimiize kadar
over kanseri tedavisi i¢in arastirilan nanosistemler genelde tek bir terapotik ajanin
tasinmasia odaklanmistir. Ancak, literatiirde bir hiicreye girebilecek nanopartikiil
miktarinin sinirli oldugu gosterilmistir. Sonug olarak birden ¢ok ajani bir arada tasiyan
nanopartikiil uygulamasi (Sekil 1.4c) ile tek bir ajan tasiyan farkli nanopartikiillerin
ayni anda uygulanmasi (Sekil 1.4b) karsilagtirildiginda tek ajan tasima stratejisi ile
etkin maddelerin sadece yarisinin hiicreye girisi saglanabilmektedir. Bu nedenle
gelecegin nanosistemleri timor icerisinde optimum dagilima sahip, birden ¢ok ilacin

sinerjik kombinasyonunun taginmasina odaklanmalidir (Morgan ve ark., 2014).
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1.5.1.3.Epigenetik Yaklasim

flag direncinin &nlenmesinde bir diger yaklasim tedavide baslangicta etkili
olan, ancak daha sonra diren¢ kazanilan ilaglar icin yeniden duyarlilik
kazandirilmasina yonelik ¢alismalardir (Fojo ve Bates, 2003; Watanabe ve ark., 2007).
Over kanseri anormal gen metilasyonu ve timor baskilayict genlerin transkripsiyonel
susturulmasi gibi epigenetik degisikliklerle yakindan iliskilidir (Matei ve ark., 2012).
Genetik mutasyonlarin aksine epigenetik degisimlerin geri doniislii olmas1 enzim
inhibisyonlarin1 yeni terapiler i¢in ¢ekici hedefler haline getirmistir (Matei ve Nephew,
2010; Zeller ve Brown, 2010). Bu nedenle DNA metil transferaz inhibitorleri
araciligiyla elde edilen DNA hipometilasyonu ile epigenetik olarak susturulmus timor
baskilayici genlerin yeniden ekspresyonu saglanarak kanser hiicrelerinin antikanser
etkili etkin maddelere tekrar duyarlilastirilmasi saglanabilmektedir (Matei ve ark.,
2012; Nguyen ve ark., 2014). Bu epigenetik tedaviler ile anormal regiile edilen
genlerin etkinlestirilmesi ya da susturulmasi ve bdylece ilag direnci de dahil olmak
lizere kanser fenotiplerinin ¢ogu 6zelliginin geri ¢evrilme potansiyeli, DNA metil
transferaz inhibitorlerinin var olan kemoterapétiklerle kombinasyon halinde kullanimi
ile kazanilmis ila¢ direncinin modiile edilebilecegini diisiindiirmekte ve bu yonde
caligmalar yapilmaktadir (Matei ve Nephew, 2010; Zeller ve Brown, 2010). 2009
yilinda Li ve ark. tarafindan yapilan bir aragtirmada; serbest ilag¢ halindeki azasitidinin
platin bazli tedaviye direngli over kanseri hiicrelerini (2008/C13 ve Hey) serbest ilag
halindeki karboplatine duyarli hale getirip getiremeyecegi arastirilmistir. Caligma
sonunda 24 saatlik azasitidin uygulamasindan sonra yapilan 48 saatlik karboplatin
uygulamasi ile 2008/C13 ve Hey hiicrelerinin biiylimesinin 6nemli 6lgiide inhibe
edildigi, hedef gen DR4’lin demetile edilerek DR4 mRNA ekspresyonunun arttig1
bulunmustur. Ayrica azasitidin ve karboplatinin tek baslarina yiiksek dozlarda
kullanildiklarinda biiyiimeyi bir miktar inhibe ettikleri; ancak kombinasyon
tedavisinde,ozellikle sirayla uygulamada, daha diisiik konsantrasyonlarda inhibisyon

sagladiklar1 goriilmiistiir.

hMLH1 geninin bir demetilasyon ajani kullanilarak modiilasyonunun ilaca

duyarliligr artirdig1 bilinmekte ve bu bilgi DNA yanlis eslesme tamiri eksik olan
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sporadik tiimdrlerin ¢ogunda promotor bolgenin hipermetilasyonu ile iliskili olarak
MLH1 proteini eksikligi olmasina dayanmaktadir. Ayrica klinik olarak hMLH1
ekspresyonu ve ilag direnci arasinda bir korelasyon oldugu gosterilmistir. /n vitro
olarak yanlis eslesme tamir yolagindaki aksaklik sisplatin ve doksorubisin gibi DNA
hasar1 olusturarak apoptozu aktive eden ilaglara direng gelisimi ile sonu¢lanmaktadir.
MLH1 proteininin gen transferi ya da azasitidin veya desitabin epigenetik
demetilasyon ajanlariyla tedavinin ardindan yeniden ekspresyonunun saglanmasi
sisplatin, doksorubisin, epirubisin ya da temozolomid gibi ilaglara duyarlilig1 artirdigi
diisiiniilmektedir. /n vivo galismalar ise desitabinin toksik olmayan dozlarmm MLH1
ekspresyonunu indiikledigini ve ilaca duyarliligr artirdigini gostermistir (Fojo ve

Bates, 2003).

Qin ve ark. (2015) susturulmus genlerin etkinlestirilebilmesi hipotezine
dayanarak, SW48 kolon kanseri hiicre hattindan tiiretilmis YBS5 hiicre hatt1 {izerinde
farkli antineoplastik ilaglarin epigenetik etkin madde desitabin ile kombinasyonunun
yeniden etkinlestirme etkilerini incelemislerdir. Bunun sonucunda platin analoglarinin

desitabin ile epigenetik sinerji gosterdigi gorilmuistiir.

Karboplatin ve desitabin kombinasyonuna dair ilk klinik ¢alismalar Appleton
ve ark. (2007) tarafindan ortaya konulmustur. 33 hasta ile yapilan bu Faz 1
caligmasinda 28 giinliik bir siklusta hastalara birinci giinde 90 mg/m? dozda desitabin
verilmis ve sekizinci giinde ise karboplatin uygulanmistir. Uygulamanin major
toksisitesinin tahmin edilebilir ve kontrol edilebilir sekilde doza bagli olarak ortaya
¢ikan myelosupresyon oldugu goriilmiistiir. Desitabinin karboplatinle giivenle
kombine edilebilecegi, yapilacak bir Faz II ¢aligmasi i¢in uygun desitabin dozunun 90

mg/m? oldugu sonucuna varilmustir.

Indiana University Simon Cancer Center (IUSCC)’inde yliriitiilen ¢calismada
ise 10 platin direncli ya da tekrarlayan over kanseri hastasi iizerinde serbest desitabin
ve karboplatin kombinasyonu ile Faz I ¢alismalar1 yapilmistir. Toksisiteyi azaltmak ve
desitabinin demetilasyon 6zelligini artirmak amaciyla karboplatin uygulamasindan

once bes giin diisiik dozda (7 hastaya 10 mg/m? ve 3 hastaya 20 mg/m?) desitabin
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uygulanmistir. Bir hasta tedaviye tamamen cevap verirken ii¢ hastanin hastalig altt
aydan uzun bir siire stabil kalmigtir. Calisma sonucunda karboplatin ile birlikte
tekrarlayan diisiik doz desitabin uygulamasi ile tedavinin tolere edilebildigi ve klinik
yanit elde edilebildigi ortaya konulmustur (Fang ve ark., 2010; Matei ve Nephew,
2010).

Plumb ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada serbest desitabin
¢Ozeltisinin hMLH1 geninin metilasyonu nedeniyle MLH1 negatif olan A2780/cp70
over ve SW48 kolon kanseri hiicreleri ile olusturulan over ve kolon tiimor
ksenograftlarina farkli kemoterapétikler i¢in duyarlilik kazandirip kazandirmayacagi
arastirilmistir. Tiimorlii farelere toksik olmayan dozda (5mg/kgx3=15mg/kg total doz)
desitabin ¢ozeltisinin IP yolla uygulanmasi hMLH1 genindeki metilasyonun
azalmasina bagli olarak MLH1’in yeniden ekspresyonunu baslatmistir. Tek basina
desitabin tedavisi tiimor biiyiimesine etki etmemesine ragmen maksimum tolere
edilebilir dozlarinin altindaki kemoterapétiklerle kombinasyonu durumunda
ksenograftlar1 sisplatin, karboplatin, temozolomid ve epirubisine duyarli hale

getirmistir.

Su ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada desitabin ve doksorubisinin
PLGA-lesitin-PEG nanopartikiilleri ile birlikte taginmasi ile MB231 meme ve HONEI
nazofaringeal kanser hiicrelerinin  doksorubisine duyarliliginin  artirilmasi
amaglanmistir.  Desitabin ~ ve  doksorubisin  yikli =~ PLGA-lesitin-PEG
nanopartikiillerinin uygulanmas1 ile kanser hiicrelerinin doksorubisine duyarlilig
artirtlarak kanser hiicrelerinin biiylimesi inhibe edilmis, apoptoz artirilmis, ayni

zamanda susturulmusg timor supresor genlerin yeniden ekspresyonunu saglanmaistir.

1.5.1.4.Yeni Ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin Rolii
Nanotip, nanoboyutlu materyallerin avantajlarindan yararlanarak standart

tedavilerden daha etkili ve daha az yan etkili sistemler vaat etmektedir. Kanser

tedavisinde kullanilan nanosistemler, giiniimiizde var olan kemoterapdtikleri
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nanoboyutlu tasiyicilarla kombine ederek terapotik etkiyi artirmayr hedefleyen

minyatiir tastyici sistemlerdir. Nanomateryallerin en yaygin kullanim alanlarindan biri

olan onkolojide antikanser ilaglarin biyoyararlanim, giivenlik ve segicilik yoniinden

performanslarinin artirilmasi amaglanmaktadir. Onkolojik nanosistemlerin en 6nemli

avantaji var olan antikanser ilaglarin etki bdlgelerine ulagmalari agisindan

seciciliklerini artirarak daha etkili ve segici bir tedavi olusturmalaridir. Bu durum

nanoboyutlu ila¢ tasiyict sistemlerin dokuya penetrasyonunu artiran biyiikliik ve

yiizey Ozelliklerinin dogrudan bir sonucudur (Bregoli ve ark., 2016). Nanoteknolojiye

dayali kemoterapinin geleneksel kemoterapiye tistlinliikleri Cizelge 1.3’te liste halinde

sunulmustur. Bunun yaninda nanotasiyicilar,

Etkin maddelerin etkinligini artirirken, toksik etkilerini azaltirlar (Alexis ve
ark., 2008; Aslan ve ark., 2013).

Ozellikle antikanser etkili etkin maddelerin terapétik indekslerini genisletirler
(Alexis ve ark., 2008; Aslan ve ark., 2013; Mukherjee ve ark., 2019).

Kararli durum konsantrasyonunu daha uzun siire devam ettirirler (Alexis ve
ark., 2008; Aslan ve ark., 2013).

Tiimor dokusu igerisindeki etkin madde birikimini artirirlar (Alexis ve ark.,
2008; Aslan ve ark., 2013).

Etkin maddelerin molekiiler yapilarint degistirmeden farmakokinetik
ozelliklerini gelistirirler (Mukherjee ve ark., 2019),

Zayif ¢oztiniirliiklii etkin maddelerin ¢oziiniirliigiini artirirlar (Alexis ve ark.,
2008; Aslan ve ark., 2013; Sezgin ve ark., 2003).

Dolasim yar1 6mriinii uzatirlar (Alexis ve ark., 2008; Aslan ve ark., 2013).
Etkin maddelerin stabilitelerini artirirlar (Alexis ve ark., 2008; Aslan ve ark.,
2013).

Cok fonksiyonlu sistemlerin gelistirilmesine olanak saglarlar (Alexis ve ark.,
2008; Aslan ve ark., 2013).

Doku, hiicre ve molekiiler hedeflendirme saglarlar (Mukherjee ve ark., 2019;
Sezgin ve ark., 2003).

Farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahip etkin maddelerin ayn1 anda taginmasini

saglarlar (Mukherjee ve ark., 2019).

23



Cizelge 1.3. Geleneksel kemoterapi ve nanoteknolojiye dayali kemoterapi karsilastirmasi (de la Puente ve Azab,
2017).

Ozellik Geleneksel kemoterapi Nanoteknoloji bazli kemoterapi

Ilag ¢oziiniirliigii Zayif Artirtlmig ¢ozlintirliik ve stabilite

Salim yeri ve zamaninin kontroli,
Kontrollii salim Yok ]
gevresel etkilerden koruma

Secici olmayan hedefleme, ) .
) i Secici hedefleme; daha az sistemik
dagilim; sistemik yan etkiler; etki o )
o ) ) yan etki; etki bolgesinde artmis
Hedefleme 6zelligi bolgesinde diistik etkin madde .
) etkin madde konsantrasyonu;
konsantrasyonu; dar terapotik
genisletilmis terapotik pencere
pencere

] o Tani, goriintiileme ve tedavi igin
Cok islevlilik Yok )
kombinasyon

Nanosistemlerin en onemli avantaji terapdtik maddelerin biyodagilimlarinin
pasif hedefleme yolu ile gelistirilmesidir. Tiimoérlerin sizdiran damar yapisinin 10-500
nm boyutundaki nanopartikiillerin ekstravazasyonuna izin vermesi olarak adlandirilan
pasif hedefleme, nanosistemlerin kiigiik boyutlarina ve tiimorlerin anormal damar
yapisina dayanmaktadir (Ngoune ve ark., 2016; Xu ve ark., 2015). Bolim 1.2.’de
ayrintili olarak incelenen anormal tiimdr yapist (yiiksek permeabiliteli damarlar,
yetersiz lenfatik drenaj) nedeniyle artmis permeasyon nanopartikiillerin timor
dokusunda diger organlardan daha cok birikimini saglamaktadir. Bu etki artmis
gecirgenlik ve alikonma etkisi (Enhanced Permeability and Retention effect-EPR)
olarak adlandiriimaktadir. Nanopartikiillerin uzun siireli alikonmasi ise tiimoriin kisitlt
lenfatik drenajina bagh olarak gergeklesmektedir (Ngoune ve ark., 2016). Pegilasyon
gibi yontemlerle nanosistemlerin yiizey yiiklerinin nétrallestirilmesi, ylizeylerinin
hidrofilik 6zelliklerinin artiritlmas1 ve monontikleer fagositik sistemin aktive olmasinin
ontine gececek sekilde partikiil boyutunun <400 nm’ye ayarlanmasi ile kanda kalis
sirelerinin ~ artirllmasindan  sonra dokuda birikimleri de EPR etkisi ile
artirtlabilmektedir (Perez-Herrero ve Fernandez-Medarde, 2015; Xin ve ark., 2016; Xu
ve ark., 2015).

Bunun yaninda geleneksel kombinasyon yaklagimi, birden fazla etkin maddenin
ayni anda uygulanmasina dayanir ve birbirine benzemeyen farmakokinetik ve doku
dagilimina sahip ilaglarin bir arada uygulanmasinin ilaglarin hedef kanser hiicrelerinde

ayni anda bulunmasini, ayn1 anda etki gostermesini ve sinerjik etkin madde oranlarinin
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sabit tutulmasimni engellemesi nedeniyle smirlt etkinlik gostermektedir (Xu ve ark.,
2015; Yang ve ark., 2015; Zhang, Cai ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2016). Ayrica
birden ¢ok antikanser ilacin serbest ¢6zelti halinde normal dozlarda bir arada
uygulanmasi yan etkileri artirabilmektedir (Zhang, Cai ve ark., 2016; Zhang ve ark.,
2016). Nanosistemler ise enkapsiile edilen etkin maddelerin salimini kontrol ederek bu
soruna bir ¢oziim getirmektedir (YYang ve ark., 2015; Zhang, Cai ve ark., 2016; Zhang
ve ark., 2016). Birden fazla etkin madde yiiklii nanosistemlerin uygulanmasi, ilaglarin
farmokokinetik ve toksik profillerini degistirebilmekte, tiimor bolgesinde ilag
birikimini saglayabilmekte, ilaglarin senkronize bir hizda salimini saglayarak sinerjik
ilag oranlarini hiicre i¢i alima kadar sabit tutabilmektedir (Xu ve ark., 2015; Zhang,
Cai ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2016).

1.6.Yeni Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Nanosistemler kanser tedavisinde ilag tasiyici olarak umut vaat eden bir platform
olusturmaktadir. Inorganik, polimerik, protein ve lipit gibi pek ¢ok farkli yapida
materyaller ve farkli hazirlama yontemleri kullanilarak nanoboyutlu ilag tasiyici
sistemler gelistirilmistir. Caligmamizda polimerik ve protein bazli nanopartikiiler
sistemler ile lipit kapli nanopartikiiller sistemler gelistirildigi i¢in bu sistemler ayrintili

olarak incelenmistir.

1.6.1.Polimerik Nanopartikiiller

Nanopartikiiler ilag tastyict sistemler biiyiikliikleri, ¢esitlilik sunan bilesimleri,
yiizeylerinin fonksiyonellestirilebilmesi, stabiliteleri ve tiimoér mikrogevresine
hedeflendirilebilmeleri ve hiicrelerle etkilesebilmeleri ile kanser tedavisi i¢in umut
vaat etmektedirler (Steichen ve ark., 2013). Polimerik nanopartikiiller, etkin
maddelerin polimerik bir matris icerisine enkapsiile edilebildigi, matris i¢erisine ya da
yiizeyine konjuge edilebildigi nanoboyutlu kiiresel partikiillerdir. Diger nano boyutlu

ilag tasiyici sistemler gibi saglikli hiicrelerle etkilesimi en aza indirerek toksisiteyi
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azaltirlar, dolasim siiresini uzatirlar, kanser hiicreleri tarafindan hiicresel alimi
artirirlar. Bunun yaninda diger sistemlerden daha yiiksek bir stabiliteye, homojen bir
partikiil bilytikligli dagilimina, daha kontrol edilebilir fizikokimyasal 6zelliklere,
yiiksek enkapsiilasyon etkinligine, polimerik matristen difiizyonla ya da matrisin
erozyonuyla daha kontrol edilebilir salim 6zelliklerine sahiptirler (Perez-Herrero ve
Fernandez-Medarde, 2015). Poli(d,I-laktit-ko-glikolik) asit (PLGA) (Hascicek ve ark.,
2017; Sengel-Turk ve ark., 2012), polikaprolakton (PCL) gibi Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (Food and Drug Administration-FDA) onayli biyouyumlu ve biyopargalanir
sentetik polimerler kullanilabilecegi gibi kitozan (Nogueira ve ark., 2013), aljinat,
jelatin, dekstran, albiimin (Dubey ve ark., 2015) gibi dogal polimerler de nanopartikiil
tiretimi i¢in kullanilabilmektedir (Palazzolo ve ark., 2018; Perez-Herrero ve
Fernandez-Medarde, 2015). Kullanilacak polimerin se¢imi ise elde edilmek istenen
nanopartikiil buytikligi, yilizey oOzellikleri ve islevselligine, etkin maddenin
coziinlirlik, stabilite gibi 06zelliklerine, biyopargalanabilirlik 6zelliklerine ve
hedeflenen etkin madde salim 6zelliklerine gore belirlenmektedir (Palazzolo ve ark.,
2018). Nanopartikiiller 6nceden olusturulmus polimerlerin dispersiyonu ya da
monomerlerin  polimerizasyonu gibi farkli  yaklasimlarla hazirlanmaktadir
(Gurunathan ve ark., 2018).

1.6.2.Protein Bazh Nanopartikiiller

Nanopartikiiler sistemler metaller, sentetik polimerler, lipitler, polisakkaritler
gibi pek cok farkli materyal kullanilarak hazirlanabilmektedir (Jain ve ark., 2018;
Lohcharoenkal ve ark., 2014). Kullanilan tiim materyaller bazi iistiinliik ve sakincalar
tasimaktadir. Ornegin metalik nanopartikiiller, 6zellikle kanser kemoterapisinde farkl
yapidaki etkin maddelerin farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerini gelistirmek
ve hiicre i¢i etkin madde konsantrasyonunu artirmak ig¢in arastirilmaktadir; ancak,
partikiiller yiiksek toksisiteye sahiptir ve modifikasyonlar1 oldukga giictiir. Sentetik
polimerler; tahmin edilebilir parcalanma siireleri, modifiye edilebilir ila¢ salim

profilleri ve kinetik &zellikleri goz 6niine alindiginda sik¢a kullanilmaktadir (Jain ve
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ark., 2018). Ancak, iiretimlerinde kullanilan toksik etki yaratabilecek organik

coziiciiler dezavantaj yaratmaktadir.

Proteinler gibi dogal biyomolekiiller ise sagladiklar1 yiiksek giivenilirlikle
sentetik materyaller i¢in iyi birer alternatif olusturmaktadir (Lohcharoenkal ve ark.,
2014). Protein bazli nanopartikiiller, toksik kimyasallar ve organik ¢oziiciiler
kullanilmadan gerceklesen iiretimleri ve biyouyumlu ve biyopargalanir 6zellikleri ile

biiyiik avantaj olusturmaktadir (Verma ve ark., 2018).

Protein bazli ilag tastyict sistemler Onilag, ilag konjugati, nanopartikiil,
mikrokapsiil, hidrojel ve ii¢ boyutlu iskele formunda hazirlanabilmektedir. Protein
nanopartikiiller toksik olmayan, biyopargalanir, kolay metabolize olan, biyouyumlu
sistemlerdir ve insan viicudunda bulunan enzimlerce parcalanirlar. Ayrica immiin
yanit olusturmazlar ya da Onemsenmeyecek diizeyde olustururlar. Proteinlerin
amfifilik yapist hidrofilik ve hidrofobik etkin maddeler ve ¢oziiciilerle etkilesimlerini
saglamaktadir. Yapilarindaki hidroksil, amino ve karboksil gruplari proteinleri
kimyasal modifikasyona ve etkin maddeler ya da ligandlarla kovalan ya da kovalan
olmayan baglanmaya uygun hale getirirler (Jain ve ark., 2018). Jelatin, ipek fibroini,
albiimin, gliadin, keratin, kolajen, elastin, kazein, fibrinojen, hemoglobin, gluten ve
farkli yollarla elde edilen diger proteinler ilag tasiyici sistem olarak g¢alisilmaktadir

(DeFrates ve ark., 2018; Jain ve ark., 2018).

Protein nanopartikiiller; tuzla ¢oktiirme, emiilsiyon-¢oziicii ekstraksiyonu,
desolvasyon (koaservasyon), polielektrolit komplekslestirme ve elektropiiskiirtme
yontemiyle basariyla iiretilebilmekte ve partikiil biiyiiklikleri pH, iyonik gii¢ ve
sicaklik gibi ¢evresel faktorler degistirilerek kolayca ayarlanabilmektedir (Jain ve ark.,
2018).

Protein bazli nanopartikiillerin bir¢ok avantajimin yaninda bazi sakincalari da
bulunmaktadir. Genis bir partikiil biiylikligii dagilim araliginda elde edilebilmeleri,
rekombinant proteinlerin bakteriyel ekspresyon sistemlerinden elde edildiklerinde

endotoksin igerme olasiliklari, tiretim verimlerinin diisiik olmasi, protamin gibi bazi
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proteinlerin hizla par¢alanmasi ve genelde bifazik etkin madde salimi gostermeleri

sakincalar1 arasinda sayilmaktadir (Jain ve ark., 2018).

1.6.3. Lipit Kaph Nanopartikiiller

Lipit-bazli ilag tasiyici nanosistemler kanser tedavisinde birgok biyolojik engeli
asabilen, biyouyumlu, biyopargalanir ve glivenli sistemler olarak ortaya ¢ikmislardir.
Uretim yontemleri ve kullanilan bilesenler nedeniyle basta lipozomlar olmak {izere
nanoemiilsiyonlar (Ganta ve ark., 2016), kati lipit nanopartikiiller (Oliveira ve ark.,
2016), lipit-yapili nano tasiyicilar (Wang ve ark., 2016), ¢ekirdek kabuk tipi sistemler
(Sengel-Turk ve Hascicek, 2017), lipit-polimer hibrit sistemler (Wong ve ark., 2006),
biyomimetik lipit-bazli sistemler (Chen ve ark., 2016) gibi pek ¢ok lipit bazli ilag
tasiyict sistem kanser tedavisi i¢in yaygin olarak arastirilmaktadir. Bu sistemler, ¢ok
islevli uygulamalar i¢in basit modifikasyon olanagi, ayni1 anda farkli 6zelliklere sahip
birden fazla terapétik ajan yiiklemek igin yeterli kapasite, partikiil biyiikliigiini
kontrol etme imkani ve tasiyict kaynakli toksisiteyi minimuma indirme gibi gesitli

faydalar saglamaktadir (Kim ve ark., 2018).

1,2-dioleoil-sn-glisero-3-fosfokolin  (DOPC), 1-palmitoil-2-oleoil-glisero-3-
fosfokolin (POPC), 1,2-miristoil-sn-glisero-3-fosfokolin (DMPC), 1,2-dioleoil-sn-
glisero-3-fosfoserin (DOPS), 1,2-dioleoil-3-trimetilamonyum-propan (DOTAP) gibi
farkli 6zellikteki fosfolipitler nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerin iiretilmesinde

sik¢a kullanilmaktadirlar (Li ve ark., 2015).

En ¢ok arastirilan lipit bazli ilag tasiyict sistem olan lipozomlar bir ya da daha
fazla fosfolipit ve kolesterol iceren, i¢ sulu kompartimaninda hidrofilik, lipit tabaka
igcerisinde ise hidrofobik etkin maddeleri tagiyan vezikiiler ilag tasiyict sistemlerdir
(Kroon ve ark., 2014). Lipozomlar, FDA tarafindan onaylanan ilk nanoteknoloji bazli
ilag tastyici sistemlerdir. 1995 yilinda Doxil®’in over kanseri ve AIDS’e bagli Kaposi
sarkoma tedavisi i¢in onay almasindan sonra giiniimiizde pek cok lipozomal

formiilasyon klinik olarak kullanilmaktadir. Ancak lipozomlarin en biiyiik dezavantaji
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yasanan stabilite sorunudur. Lipozom formiilasyonunda bulunan doymamis agil
zincirlerinin oksidasyonu ya da ester baglarinin hidrolizi partikiil biiyiikliigliniin ve
lipozomun tabaka gegcirgenliginin artmasina neden olmaktadir. Boylece lipozomun
tasidigr etkin madde hedef dokuya ulasmadan ya da depolama sirasinda sizmakta ve
aynt zamanda vezikiill biyiikliigliniin artmast lipozomun RES tarafindan hizla
taninarak dolagimdan temizlenmesine neden olmaktadir (Olusanya ve ark., 2018).
Lipozomlarin diger dezavantajlar1 ise sterilizasyonlarinin giigliigli, enkapsiile ettigi
etkin maddenin patlama etkisi ile salim1 ve genis partikiil biiytikliigti dagilimidir (Date
ve ark., 2018). Diger yandan lipit bazli bu tastyict sistemler daha iyi enkapsiilasyon
etkinligine, maliyet-etkin bir iretim silirecine ve yiliksek biyouyumluluga

sahiptir(Olusanya ve ark., 2018; Tan ve ark., 2013).

Literatiirde kanser kemoterapisi i¢in en ¢ok arastirilan nanoboyutlu ilag tasiyict
sistemler olan polimerik nanopartikiiller ve lipozomlarin {stiinliiklerinden
yararlanabilmek amaciyla c¢ekirdek-kabuk yapili yeni bir nanoboyutlu ilag tasiyici

sistem olan lipit-kapli nanopartikiiler sistemler gelistirilmistir.

o  Etkin madde

Nanopartikiiler
cekirdek

@
/ Lipitler
y

A

PEG-zincirleri

Hedefleme
ligandlar1

Sekil 1.5. Lipit kapli nanopartikiiler sistemlerin gematik gosterimi.

Lipit kapli polimerik nanopartikiiller lipit yapili bir kabuk tarafindan sarilmig
polimerik ¢ekirdekten olusan nanoboyutlu partikiiler ilag tastyici sistemlerdir (Tan ve
ark., 2013). Bu ilag tasiyici sistemler, lipozomlar ve nanopartikiillerin yapisal
iistlinliiklerini bir araya toplamakta ve dezavantajlarini ortadan kaldirmaktadirlar
(Hadinoto ve ark., 2013; Tan ve ark., 2013; Zhang ve Zhang, 2010). Yapisal olarak
etkin maddeyi tastyan bir gekirdek ve gekirdegi saran lipidik kabuk olmak iizere iki
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temel boliimden olusmaktadirlar (Mukherjee ve ark., 2019) (Sekil 1.5). Birbirinden
farkli 6zelliklere sahip iki kisimdan olusan bu yapilar1 nedeniyle pek ¢ok farkli
ozellikte madde ile yiiklenebilmektedirler (De Miguel ve ark., 2000). Kat1 ¢ekirdek
yapisal bir ¢erceve gorevi goriir ve nanopartikiillere mekanik stabilite, sekil kontrolii,
biyolojik pargalanabilirlik, dar partikiil biiylikligi dagilimi ve genis bir ylizey alan
saglarken, lipit kabuk ise hiicre zarina benzer yapisi nedeniyle biyouyumluluga katkida
bulunmakta, molekiiler bir bariyer olusturarak suyun i¢ ¢ekirdek kismina difiizyonunu,
enkapsiile edilmis etkin maddenin sizmasini ve g¢ekirdek yapisinin pargalanmasini
engellemektedir (Gong ve Winnik, 2012; Li ve ark., 2017; Mukherjee ve ark., 2019).
Lipit kapli nanopartikiiller = geleneksel lipozomlar ve nanopartikiillerle
karsilastirildiklarinda yapisal ayrigsma, sinirli dolagim siiresi ve igerik sizintist gibi
dezavantajlarmin iistesinden gelmektedir. Yiiksek enkapsiilasyon etkinligi, hiicrelerle
etkilesimin ve hiicresel alimin artisi, hedefe uygun bir salim kinetigi, ¢ekirdek ve
kabuk kisimlarina suda ¢oziiniirlik gibi farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahip etkin
maddeleri ylikleme olanagi yani kombinasyon terapisi, doku, hiicresel ve molekiiler
hedefleme Ozellikleri sunmaktadirlar (Hadinoto ve ark., 2013; Li ve ark., 2017;
Mukherjee ve ark., 2019; Tan ve ark., 2013; Zhang ve Zhang, 2010).

1.6.3.1. Lipit Kaph Polimerik Nanopartikiiler Sistemlerin Uretim Yéntemleri

Lipit kapli polimerik nanopartikiiller oncelikle c¢ift basamakli yontem ile
hazirlanmis, daha sonra ise tek basamakli yontemler gelistirilmistir (Yingchoncharoen
ve ark., 2016).

1- Cift basamakli yontem (Geleneksel yontem)

Cift basamakli yontemin esas1 lipit kabuk ile ¢ekirdek boliimlerinin ayr1 ayri
hazirlanmas1 ve daha sonra gesitli yontemlerle istenilen oranlarda bir araya
getirilmesine dayanmaktadir. Polimerik ¢ekirdek nanopartikiiller, kullanilan etkin
maddelerin fizikokimyasal o©zellikleri ve istenilen partikiil biiyiikliigline gore

belirlenen emiilsiyon olusturma, yiiksek basingli homojenizasyon ya da
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nanopresipitasyon gibi yontemler kullanilarak hazirlanmaktadir. Lipitlerin polimerik
cekirdek iizerinde bir tabaka olusturmasi, lipidin faz gegis sicakliginin tizerindeki bir
sicaklikta lipit filmin ¢ekirdegin sulu siispansiyonu ile dogrudan hidrasyon,
sonikasyon, vorteks ya da ekstriizyon gibi yontemlerle hidrate edilmesi ya da dnceden
olusturulan lipozomlar ile nanopartikiillerin inkiibasyonu gibi yontemlerle
saglanabilmektedir (Sekil 1.6). Lipitlerin faz gecis sicakligi agil zincirlerinin kristal
formdan si1vi forma gectigi sicakliktir. Faz geg¢is sicaklifinda acil zincirinin etkinligi
tyilesmekte ve lipit membranin gecirgenligi artmaktadir. Her iki yontemde de lipit
molekiillerinin ¢ekirdek tizerinde bir film olusturmasi vorteks ve/veya ultrasonikasyon
gibi disaridan uygulanan bir enerjinin tetiklemesi ile ger¢ceklesmektedir (Hadinoto ve
ark., 2013; Krishnamurthy ve ark., 2015; Li ve ark., 2017; Mandal ve ark., 2013;
Mukherjee ve ark., 2019; Zhang ve Zhang, 2010). Nanopartikiillerin 6nceden
Olusturulan vezikiillerle kaplanma mekanizmasi temel olarak {i¢ basamaktan
olusmaktadir. Oncelikle vezikiiller, nanopartikiil yiizeyine adsorbe olmakta daha sonra
deforme olmaya baslayan vezikiillerin nanopartikiil ile temas ylizey alan1 artmaktadir.
Son olarak vezikiiller pargalanarak partikiil yiizeyinde pargalar halinde lipit tabakay1
olusturmaktadir (Luchini ve Vitiello, 2019; Richter ve ark., 2006).

Lipit membran nanopartikiil ylizeyinde elektrostatik etkilesimler aracilig: ile
olugmaktadir (Li ve ark., 2017). Zit yiiklii polimerik gekirdek ile lipit kabuk materyali
arasindaki elektrostatik etkilesimler, lipitlerin yeniden organize olarak polimerik
cekirdegi kaplamasim tetiklerken, DPPC gibi notral fosfolipitler sistemin serbest
enerjisini dislirmek iizere hidrofobik etkilesimler yoluyla hidrofobik nanopartikiil
ylizeyine adsorplanmakta ve kendiliginden olusmaktadir. Lipitlerin hidrofobik
kuyruklar1 nanopartikiil yiizeyine tutunurken, hidrofilik bas gruplari ¢evredeki sulu
ortama uzanarak nanopartikiillerin sulu ortamda stabil kalmalarin1 saglamakta ve lipit
tek tabaka ile kaplanmis nanopartikiilleri olusturmaktadirlar. Eklenen lipit miktari
arttik¢a kaplama tabakasinin yani sira vezikiiller de olusmakta ve olusan bu vezikiiller
ilerleyen donemde van der Waals etkilesimleri ile lipit tabaka ile kaplanmis

nanopartikiiller iizerinde toplanmaktadir (Gong ve Winnik, 2012).
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Sekil 1.6. Lipit kapli nanopartikiiler sistemlerin ¢ift basamakli yontemle iiretiminin sematik gosterimi.

Cift basamakli yontemle tiretilen lipit kapli polimerik nanopartikiillerin fiziksel

ozellikleri asagida yer alan parametrelere bagli olarak degismektedir

- Lipit vezikiillerin tiretim yontemi (Mandal ve ark., 2013),

- Onceden olusturulan lipit vezikiiller ve polimerik nanopartikiillerin partikiil
biyiikligi ve dagilimi (Hadinoto ve ark., 2013; Mukherjee ve ark., 2019),

- Yiizey yiikleri (Hadinoto ve ark., 2013; Mukherjee ve ark., 2019),

- Sulu fazin iyon siddeti (Hadinoto ve ark., 2013; Mukherjee ve ark., 2019),

- Lipit/polimerik nanopartikiil orani (Hadinoto ve ark., 2013; Mukherjee ve ark.,
2019),

- Lipit vezikiiller ile polimerik nanopartikiillerin birlestirilme yontemleri
(Mandal ve ark., 2013; Mukherjee ve ark., 2019),

- Lipit vezikiiller ile polimerik nanopartikiillerin inkiibasyon sicakligi (Mandal
ve ark., 2013)

Cizelge 1.4°te cift basamakli yontemle hazirlanan lipit kapli nanopartikiil
ornekleri bulunmaktadir. Ornegin Zhao ve ark.’lar1 (2015) ¢ift basamakli yontemle
gemsitabin ve HIFla siRNA yiikli lipit kapli polimerik nanopartikiiller
gelistirmiglerdir. Gemsitabin yikli ¢ekirdek mMPEG-PLGA nanopartikiilleri ¢ift
emiilsiyon ~ ¢Oziicii  buharlagtirma  yOntemiyle  iretilmis, lesitin:DSPE-

PEG2o00:kolesterolden olusan lipit filmi bu g¢ekirdek nanopartikiil dispersiyonu ile
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sonikasyon yardimiyla hidrate etmislerdir. Lipit film tabakasi gemsitabin sizintisini
Oonemli 6l¢iide dnlemis ve partikiillerin serum stabilitesini ve dolasimda kalis siiresini
artirmigtir. Panc-1 insan pankreatik duktal adenokarsinom hiicre hatt1 tizerinde yapilan
etkinlik ¢alismalarinda ise HIF1a ekspresyonunun onemli olgiide azaldigi in vivo
caligmalarda ise kaplanmamis partikiillerle kiyaslandiginda daha iyi bir sinerjistik

antitimor etki ve timor metastazinin inhibisyonu goriilmiistiir.

Cizelge 1.4. Cift basamakli yontemle iiretilmis lipit kapli polimerik nanopartikiiler sistemler.

Cekirdek . . o )
) Kabuk materyali Etkin madde Birlestirme yontemi Kaynak
materyali
PEG-oktadesil-kuaternize
o _ o (Zhao ve
PLGA lizin modifiye kitosan Paklitaksel Direkt hidrasyon
ark., 2012)
(PEG-OQLCS)
Fosfatidil kolin, kolesterol, Doksorubisin (Sengupta ve
PLGA . Ekstriizyon
DSPE-PEG Kombretastatin ark., 2005)
5- florourasil,
DSPE-PEG2000 . . . .
mMPEG- Irinotekan, Direkt hidrasyon (Li ve ark.,
DSPE-PEG3400-Mal o .
PLA Oksaliplatin, Sonikasyon 2015)
Kolesterol .
Folinik asit
PEG-oktadesil-kuaternize . . .
o o Doksorubisin Direkt hidrasyon (Wang ve
PLGA lizin modifiye kitosan .
pEGFP DNA Sonikasyon ark., 2010)
(PEG-OQLCS)
HIFla
mMPEG- Lesitin, DSPE-PEG . ) ) (Zhao ve
SIRNA Direkt hidrasyon
PLGA Kolesterol o ark., 2015)
Gemsitabin
PLGA Lesitin:Kolesterol/18:0 Dosetaksel Lipit film hidrasyonu (Wang ve
PEG2000 PE FTY720 ekstriizyon ark., 2017)
Onceden olusturulan (B v
PLGA DSPE-PEG2000 Dosetaksel lipozomlarla
- ark., 2016)
nanoprespitasyon

2- Tek basamakli yOntem

Tek basamakli tiretim yonteminde polimerik ¢ekirdek ve lipidik kabuk ayr1 ayri
degil; ayn1 anda ayn1 liretim basamaginda hazirlanmaktadir. Bu iiretim yonteminde

organik c¢oziicii igerisindeki polimer lipit(leri) igceren sulu ortama eklendiginde
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¢okmekte ve lipit(ler) kendiliginden c¢ekirdegi cevreleyen bir tek tabaka halinde
toplanmaktadir (Mukherjee ve ark., 2019; Zhang ve Zhang, 2010).

Cift basamakli yontem daha c¢ok ¢ift ya da ¢oklu lipit tabaka olusturmak icin
kullanilirken, tek basamakli yontemler tipik olarak lipit tek tabaka ile kaplanmig
polimerik nanopartikiillerin tiretimi i¢in kullanilmaktadir (Zhang ve Zhang, 2010). Tek
basamakli lretim yontemi kendi iginde kullanilan etkin madde ve polimerin
Ozelliklerine gore nanopresipitasyona dayali ve emiilsiyon-¢6ziicii buharlastirmaya
dayali yontemler olmak tiizere iki gruba ayrilmaktadir (Hadinoto ve ark., 2013;
Krishnamurthy ve ark., 2015; Mandal ve ark., 2013; Mukherjee ve ark., 2019; Zhang
ve Zhang, 2010). Cizelge 1.5’te tek basamakta farkli yontemlerle hazirlanan lipit kapli

nanopartikiil 6rnekleri bulunmaktadir.

Nanopresipitasyon yonteminde etkin madde ve polimer suyla karisabilen alkol,
aseton gibi bir organik ¢oziiciide, lipitler sulu fazda disperse edilmektedir. Lipit
cozeltisi lipitlerin faz gecis sicakliginin iistiinde bir sicakliga kadar 1sitildiktan sonra
polimer ¢ozeltisi sicak lipit ¢Ozeltisine damla damla eklenmektedir. Sulu fazin
eklenmesiyle birlikte organik c¢oziicii sulu faza hizla diflize olarak polimerin
nanopartikiiller halinde ¢6kmesine neden olmaktadir. Bu sirada lipitlerin hidrofobik
kuyruklar1 polimerik c¢ekirdekle etkileserek sistemin serbest enerjisini diisiiriirken
hidrofilik bas gruplart sulu faza yonelmektedir (Sekil 1.7) (Mukherjee ve ark., 2019;
Zhang ve Zhang, 2010).

[
e W <o
Etkin madde ve Lipitlerin sulu
polimerin suyla karisan dispersiyonu
bir organik c¢oziiciideki l
cozeltisi

Sekil 1.7. Nanopresipitasyon yontemi ile lipit kapli polimerik nanopartikiil iiretiminin sematik gosterimi.

34



Emiilsiyon-¢oziici buharlagtirma yontemi ise kullanilan etkin maddenin
ozelligine gore tekli ya da ¢ift emiilsiyon sistemi ile uygulanabilmektedir. Tekli
emiilsiyon yonteminde organik ¢6ziiciide ¢6ziinen etkin maddeler polimer ile birlikte
suyla karigmayan bir organik ¢oziiciide ¢oziildiikten sonra lipitleri igeren sulu fazla
karistirtlmaktadir (Sekil 1.8a). Cift emiilsiyon yonteminde ise suda ¢oziinen etkin
madde polimer ve lipitleri igeren organik ¢dziicii ile karistirtlir ve s/y emiilsiyonu
olusturulmaktadir. Olusan primer emiilsiyon dis su fazi ile karistirilarak ise s/y/s ¢ift
emiilsiyonu olusturulmaktadir (Sekil 1.8b). Her iki yontemde de olusan emiilsiyonlarin
organik fazlari ugurularak lipit kapli polimerik nanopartikiiller elde edilmektedir
(Mukherjee ve ark., 2019).

a Emiilsifikasyon Emiilsifikasyon Emiilsifikasyon

< Y

Etkin madde ve Etkin maddenin Polimer ve PEG-lipitlerin sulu
polimerin suyla sulu ¢ozeltisi lipitlerin suyla dispersiyonu
karismayan bir organik l karismayan bir
coziiciideki cozeltisi organik ¢éziiciideki l
cozeltisi
e o0 o o0
00 4 00 o

Sekil 1.8. Emilsiyon ¢oziicii buharlagtirma yontemi ile lipit kapli polimerik nanopartikiil {iretiminin sematik
gsterimi.

Shi ve ark.’lar1 (2014) ¢ekirdek olarak PLGA ve kabuk olarak katyonik lipit
benzeri bilesen (G0-C14) kullanarak ¢ift emiilsiyon ¢6ziicli buharlastirma yontemiyle
cekirdeginde siRNA yiikli lipit kapli polimerik nanopartikiiller sentezlemislerdir.
Sentezlenen lipit kapli polimerik nanopartikiiller bir aydan daha uzun siire boyunca
uzatilmis siRNA salimi gostermis, siRNA yar1 Omrii yaklagitk 9 giline kadar
uzatilmigtir. Uzatilmis siRNA salimi LucHeLa hiicrelerinde Lipofectaminezooo ile

karsilastirildiginda daha uzun bir gen susturma siiresi saglamaistir.
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Cizelge 1.5. Tek basamakli yontemle hazirlanan lipit kapli nanopartikiiler sistemler.

Cekirdek

materyali Kabuk materyali Etkin madde Birlestirme yontemi Kaynak
L Gt e et (o

(Mandal

PCL HSPC/ DSPE-PEG2000 Erlotinib Nanopresipitasyon v;oirg).,
PLOA ool MALPEGDSPE  Tewannn  Nenopresitaon 80
PLGA mPE(Igios:;i-rE)SPE Doksorubisin Nanopresipitasyon ar(lf }Jgo\ﬁ.))
FLE DSPE-PLEeéi:(iago -MAL D%E?ﬁ?ﬁﬁiiﬁm MRS R eﬁha gglvg)
PLGA Lipoid S100 Metotreksat Nanopresipitasyon a(rlfhziz)\{?e)
PLGA DOPA Sorafenib Nanopresipitasyon ar(kc.; ’agovles)
PLGA RGD-PEG-DSPE i%garf:eq:ﬁ Nanopresipitasyon ;X(‘{?’;%i’g)
PHER DSPLEe-sljgrézooo Doiggrs-ggijst;:i:(:| NG ST a(rEhziro\llg)
olestorl P Arsonii bl E??iiﬁ’ﬁﬁfiﬁi‘;‘i?n?a arfz\,lg(;lf?)
PLGA Lipit benzeri bilesen GO-Cua, SIRNA E‘:;iiﬁ’gﬁgﬁigﬂfa ar(k?h;(‘)’f A
o Enndee e
oA DlsC/DwEREGme  Ppsmin  Eniendwime (e
. o, R
FEES DA ASEE(RES) hidroksil%e?rgwptotesin ]é?;izlg/gﬁgﬁsat;?rﬁ?a a(r\lz.?nz%\llg)
PEG-PEI- Compritol888 ATO Dosetaksel Emiilsiyon olusturma- (Dong ve
Oleik asit /Soy Lesitin pDNA Coziicli buharlagtirma  ark., 2016)
Kitosan Lipoid S75 Sisplatin Iyonik jelasyon a(rE?Z%\llg)

Wu ve ark.’lar1 (2017) myelodisplastik sendrom tedavisi igin sinerjik etkisi

oldugu bilinen desitabin ile arsenik trioksitin bir arada neden olduklar1 ciddi yan

etkileri azaltmak amaciyla ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlagtirma yontemini kullanarak

alendronat konjugasyonu ile kemige hedeflendirilmis DSPE-PEG2000-COOH kapli

PLGA nanopartikiiller gelistirmislerdir. Farelerde yiiriitillen in vivo galigsmalarda

gelistirilen bu nanopartikiillerin dolasimda kalis siiresi 3 giine kadar uzatilmas,

hedeflendirilmemis nanopartikiillere oranla kemikteki

desitabin birikimi 6,7,

arseniktrioksit birikimi 7,9 kat artirilmis, ortalama yasam siiresi onemli Olciide

uzatilmistir.
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Literatiirde yer alan lipit kapli polimerik nanopartikiillerin biiyiik bir cogunlugu
tek basamakli yontemle hazirlanmistir. Cift basamakli liretim yontemlerinin;
- Polimerik nanopartikiilleri ve lipit vezikiillerin ayr1 ayr1 hazirlanmasi nedeniyle
daha zor ve uzun siireli olmasi1 (Hadinoto ve ark., 2013),
- Uretilen lipit kapli polimerik nanopartikiillerin fiziksel 6zelliklerinin pek ¢ok
degiskene bagli olmasi,
gibi nedenler iiretim icin tek basamakli yontemlerin tercih edilmesine neden olmustur
(Li ve ark., 2017). Ancak ¢alismamizda kullandigimiz geleneksel antikanser etkin
madde olan karboplatin ve karboplatine karsi olusan direnci modiile etmek amaciyla
formiilasyonumuzda yer alan epigenetik etkin maddemiz desitabin arasindaki sinerjik
orani koruyarak formiilasyon gelistirmek amaciyla c¢ift basamakli yOntemin
kullanilmasina karar verilmistir. Bu kapsamda onceden hazirlanan karboplatin yiiklii
nanopartikiiller ile desitabin yiiklii lipit filmin 6nceden hazirlanarak daha sonra bir

araya getirilmesi planlanmistir.

1.6.4. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

[lag tasima amaciyla nano boyutlu sistemlerin kullanilmasindaki temel neden
belirlenmis olan hedeflere ulasabilmek icin partikiil bliylikligii, ylizey 6zellikleri ve
etkin maddenin saliminin kontrol edilebilmesidir. Nano boyutlu ilag tasiyici
sistemlerin karakterizasyonu hem in vitro hem de in vivo davraniglarinin kontrol
edilebilmesi agisindan 6nemlidir. Bu sistemler partikiil biiylikligi ve sekli, ylizey
yapist, yikii ve Ozellikleri, etkin maddenin salim ozellikleri agisindan pek ¢ok

karmasik yontem ile karakterize edilmektedir (Jain ve Thareja, 2019).

1.6.4.1. Partikiil Biiyiikliigii ve Partikiil Bilyiikliigii Dagilim
Nanosistemlerin boyutlar1 onlart diger farmasétik dozaj formlarindan ayiran

temel ozellikleridir (Jain ve Thareja, 2019). Partikiil biytikligii, nanosistemlerin etkin

madde yliklemesini ve ¢Oziinme ortamina salim Ozelliklerini, biyodagilimlarini,
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hiicrelerle etkilesimlerini ve stabilitelerini etkilemektedir. Bu nedenle partikiil
biiyiikliigiiniin dogru sekilde analiz edilmesi hem nanoboyutlu ilag tastyici sistemlerin
tasarim asamasinda hem de kalite kontrol basamaginda 6nem tagimaktadir.
Nanosistemlerin biiyiikliiklerini belirlemek icin en sik kullanilan yontemler 1s1k
sacilimina dayali olan dinamik 151k sa¢ilimi1 (dynamic light scattering-DLS) ya da diger
ismiyle foton korelasyon spektroskopisi (photon correlation spectroscopy-PCS), lazer
difraksiyon spektroskopisi, nanopartikiil izleme analizi (hanoparticle tracking analysis
—NTA) ve akim taramasina dayali olan Coulter-Counter’dir (Kastner ve Perrie, 2016).
Bu tekniklerden DLS, mikrometre aralifinin altindaki partikiil siispansiyonlarinin
partikiil biiytikligiinii 6l¢gmek i¢in en ¢ok kullanilan yontemdir (Clayton ve ark., 2016;
Kastner ve Perrie, 2016). DLS yonteminde kiiglik numune hacimleri hizla analiz
edilebilmektedir. Analiz sirasinda dispersiyon ortaminda Brown hareketleri ile hareket
eden partikiillere monokromatik bir 151k demeti yollanmaktadir. Dispersiyon i¢indeki
partikiillere garparak sacgilan 151k yogunlugu cihaz igerisindeki dedektor tarafindan
algilanmaktadir. Sacgilan 151k yogunlugu partikiillerin ~ biiytlikliigline gore
degismektedir. Daha hizli hareket eden kiigiik partikiiller, daha yavas hareket eden
biiyiik partikiillere gore zaman i¢inde daha hizli bir 151k yogunlugu dalgalanmasina
neden olmaktadir (Kastner ve Perrie, 2016).

1.6.4.2. Zeta Potansiyel

Nano-boyutlu ilag tasiyici sistemlerin kolloidal stabilitesi, yeniden disperse
olabilmesi, uzun siireli depolama kosullari ve in vivo performanslari zeta potansiyelleri
ile yakindan iliskilidir (Bhattacharjee, 2016; Jain ve Thareja, 2019; Manaia ve ark.,
2017). Yikli bir partikiil dispersiyon ortamina girdiginde kendi yiikiiniin tersi yikli
iyonlar adsorbe etmekte ve gevresinde hareket etmeyen, sabit tek tabakali bir yap1 olan
Stern tabakasi olugsmaktadir. Bu tabakanin etrafinda ise partikiile bagli olmayan,
hareketli ikinci bir iyon tabakasi meydana gelmektedir. Bu tabakalara difiize cifte
tabaka adi verilmektedir. Partikiiliin yiizeyine yapismis olan elektriksel tabakanin
potansiyeline Nerst potansiyeli denmektedir. Cift tabakanin disinda ise nétral bir alan

bulunmaktadir. Partikiil yiizeyi ile ndtral alan arasindaki potansiyel farkina zeta
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potansiyel adi verilmektedir (Celebi, 2004). Zeta potansiyel genelde doppler kaymasi
prensibine gore calisan lazer doppler anemometresi ile dlgiilmektedir. Bu yontemde
seyreltik nanopartikiil dispersiyonuna uygulanan zayif elektriksel alan sonucunda
partikiiller yiizey yiiklerinin tersi olan elektroda dogru hareket etmektedirler. Zeta
potansiyel degeri partikiillerin bu hareketlerinin hizindan yararlanilarak
hesaplanmaktadir. Partikiillerin hiz1 ise elektroforetik 151k sag¢ilimi yontemi ile
ol¢iilmektedir. Bu yonteme gore partikiillerin tizerine lazer 151k demeti gonderilmekte
ve partikiillerden sa¢ilan 15181in olusturdugu frekans kaymasindan yola c¢ikilarak

partikiiliin elektrik alandaki hiz1 belirlenmektedir (Jain ve Thareja, 2019).

Genel olarak +30 mV’tan biiyilk zeta potansiyel degerine sahip olan
nanopartikiiller yiiksek oranda stabil kabul edilirken £25 mV’tan daha kiigiik zeta
potansiyel degerine sahip nanopartikiiller ise zamana bagli olarak Van der Waals
etkilesimler, hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglarin sebep oldugu partikiiller aras1

etkilesimler nedeniyle aglomere olurlar (Kumar ve Dixit, 2017).

1.6.4.3. Etkin Madde Enkapsiilasyon Etkinligi

Enkapsiilasyon etkinligi ve yiikleme kapasitesi, nanopartikiillerin in vivo
farmakokinetik ve farmakodinamik Ozelliklerini etkileyebilecek kritik kalite
ozelliklerinden biridir (Yamamoto ve ark., 2018). Birim matriks kiitlesi basina
enkapsiile edilen etkin madde miktarina yiikleme etkinligi adi1 verilmektedir (Jain ve
Thareja, 2019). Literatiirde yiikleme kapasitesi ve enkapsiilasyon etkinliginin
belirlenmesi i¢in dogrudan yontem ve dolayli yontem olmak {izere en ¢ok kullanilan
iki yontem bulunmaktadir. Dolayli yontemde enkapsiile edilememis etkin madde
konsantrasyonu hesaplanirken, dogrudan yontemde partikiiller icerisinde enkapsiile
edilmis olan etkin madde konsantrasyonu hesaplanmaktadir (Daneshmand ve ark.,
2018). Dolayli yontemde serbest etkin maddenin ayrilmasi ultrasantrifiij, diyaliz,
ultrafiltrasyon, jel filtrasyon, boyut dislama kromatografisi, kat1 faz ekstraksiyonu gibi
yontemlerle gergeklestirilmektedir (Jain ve Thareja, 2019; Yamamoto ve ark., 2018).

Dogrudan yontemde ise enkapsiile etkin madde miktari nanotasiyict uygun bir
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¢oziiclide ¢oziilerek ya da etkin madde uygun bir ¢oziicliye ekstrakte edilerek

belirlenmektedir (Jain ve Thareja, 2019).

1.6.4.4. In Vitro Etkin Madde Coziinme Hiz1

Nanopartikiiler sistemlerden in vitro etkin madde ¢6ziinme hizi ¢alismalari; {irtin
performansini ve kalitesini saglamak, in vivo performansi tahmin etmek ve kalite
kontrol amaciyla gerceklestirilmektedir (Shen ve Burgess, 2013). In vitro ¢dziinme
hiz1 ¢aligmalar1 ayn1 zamanda etkin maddenin salim mekanizmasi hakkinda da bilgi
vererek formiilasyonun hedeflenen salim profiline ve mekanizmasina uygun olacak
sekilde optimize edilmesine imkan tanimaktadir. Enkapsiile edilen etkin maddenin
yapisinin yani sira gelistirilen nanosistemin polimer tipi, etkin madde yiikleme
kapasitesi, porozitesi, partikiil biiyiikliigii, tasiyici sistemin tipi gibi 6zellikleri etkin
maddenin ¢6ziinme hizim1 etkileyen temel faktorlerdir. Nano boyutlu ilag tasiyic
sistemlerde in vitro ¢6ziinme hizi galigmalar1 daha ¢ok diyaliz yontemiyle yapilmakla
birlikte, santrifiij, siirekli akis, dinamik dissoliisyon, mikrodiyaliz gibi yontemler de

kullanilmaktadir (Savaser ve ark., 2018).

1.6.4.5.Morfolojik Ozellikler

Nanoboyutlu ila¢ tasiyict sistemlerin yapilarinin anlagilmasi, viicuttaki
davraniglarint hem molekiiler hem de sistemik seviyelerde biiyiik 6lciide etkileyen
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin aydinlatilmasi icin 6nem tasimaktadir. Gegirimli
elektron mikroskopisi (TEM-Transmission electron microscopy) ve taramali elektron
mikroskopisi (SEM-Scanning electron microscopy), nano tastyicilarin partikiil
biiyiikliigii ve morfolojileri gibi 6zellikleri agisindan yapilarint aydinlatmakta yaygin
olarak kullanilan tekniklerdendir. TEM ve SEM, atomik seviyeden mikrometre
seviyesine kadar nanomalzemelerin goriintillenmesinde kullanilan en etkili araglardir
(Manaia ve ark., 2017). SEM yonteminde nanotastyicilarin gériintiilemesi i¢in numune

yiizeyinden yayilan elektronlar kullanilirken, TEM i¢in numune yiizeyine iletilen
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elektronlar kullanilmaktadir (Jain ve Thareja, 2019). Goriintii olusumu i¢in numuneye
penetre olan elektronlar objektif lens tarafindan odaklanmaktadir ve kamera tarafindan
dedekte edilmektedir. TEM goriintiilemesinde SEM’e gore daha giiglii elektron 1sinlart
kullanilmakta ve daha yiiksek ¢oziiniirliik elde edilmektedir (Manaia ve ark., 2017);
bu nedenle TEM, nanopartikiillerin morfolojik yapilarini incelemek i¢in daha ¢ok
kullanilmaktadir. Ancak, TEM’de elektron 1sinlarinin numuneye penetre olabilmesi
icin yiiksek seviyede vakuma ve ince numune kesitlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Numunenin hazirlanmast  ve kurutulmast nanomalzemelerin  fizikokimyasal
durumlarimi degistirebilmektedir (Jain ve Thareja, 2019). Ayrica, lipit kapli polimerik
nanopartikiillerin goriintiilemesi sirasinda gekirdek-kabuk yapisinin aydinlatilmasi ve
iki tabaka arasindaki kontrastin artirilmasi icin fosfotungstik asit, uranil asetat,

osmiyum tetraoksit gibi negatif boyama ¢ozeltileri ile boyama islemi yapilmaktadir

(Mandal ve ark., 2013).

1.6.4.6.Termal Ozellikler

Maddelerin erime sirasindaki 1s1 yiikselmesi ya da kristalizasyon sirasindaki 1s1
yayilmasi gibi yapisal degisiklikleri, 1s1 degisimleri ile birlikte ger¢eklesmektedir.
Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC), kontrollii 1s1 programlari ile bu 1s1
degisimlerini 6lgerek numunelerin yapisal 6zellikleri ile ilgili bilgi vermektedir. DSC
arastirmalarinda numune ve referans madde kontrollii bir hizda 1sitilmas: ya da
sogutulmasi sirasinda numunenin i¢ine giren ya da digina ¢ikan 1s1 kantitatif olarak
olgtilmektedir. Uygulanan 1s1 sirasinda numunede herhangi bir yapisal degisiklik
olmadig siirece numune ve referansin 1sis1 ayni oranda artmaktadir. Numune erime
gegisi (melting transition) gibi bir yapisal degisiklige ugradiginda ise sistemden enerji
yani 1s1 alirken numune 1s1s1 sabit kalmaktadir. Bu durum, numune ile referans arasinda
1s1 farki olugsmasina neden olmakta ve bu fark cihaz tarafindan Slgiiliip bir sinyale
dontstiirilmektedir. Elde edilen sinyal zaman veya sicakligin bir fonksiyonu olarak 1s1
akisidir. Erime, kristalizasyon veya polimorfik gegisler gibi birinci dereceden gecisler

ile pik benzeri sinyaller gozlenmektedir (Bunjes ve Unruh, 2007).
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1.6.5. Sterilizasyon

Sterilizasyon, bir iirlindeki tiim mikroorganizmalarin vejetatif ve spor sekilleri
ile viriislerin uzaklastirilmasi ya da 6ldiiriilmesidir. Farmakopelerde belirtilen sterilite
giivence siir1 (Sterilite assurance level — SAL) 10 dir (Dortung, 2004; Vetten ve ark.,
2014). Steril trtinler, Avrupa Farmakopesi’ne gore basingli buhar ile sterilizasyon,
kuru hava sterilizasyonu, iyonize edici radyasyon ile sterilizasyon, gaz sterilizasyonu,
steril filtrasyon olmak iizere bes farkli terminal sterilizasyon yontemiyle ya da aseptik
tretim yontemiyle hazirlanmaktadir (EMA, 2019). Ancak, bu tekniklerin
nanosistemlerin fizikokimyasal ozellikleri iizerine olumsuz etkileri olabilir. Nano
boyutlu ilag¢ tasiyict sistemlerin fizikokimyasal 6zelliklerindeki herhangi bir degisiklik
ise bu sistemlerin hem toksisitesini hem de etkinligini énemli 6lciide etkileyebilir

(Vetten ve ark., 2014).

Steril filtrasyon yonteminde tiriin 0,22 um gozenek genisligine sahip filtrelerden
stiziilerek mikroorganizmalar uzaklastiriimaktadir. Ancak, partikiil biytkligi 0,22
um’ye yakin ya da biiyiik sistemler i¢in uygun degildir. Is1 ile sterilizasyon
yontemlerinde ise yiiksek sicaklik nanopartikiiler sistemin partikiil bityiikligiinde ve
dagiliminda 6nemli oranda artig, agregasyon, enkapsiilasyon etkinliginde azalma,
partikiill morfolojisinde degisme gibi stabilite sorunlarina yol agabilmektedir.
Formaldehit ve etilen oksit gibi gazlarla sterilizasyon yonteminde ise sterilizasyon
sonrasinda iiriinde kalabilecek olan gaz toksik etkilere yol acabilmektedir. Iyonize
edici radyasyon ile sterilizasyon yonteminde en ¢ok Kobalt-60 ya da Cesium-137’nin
kendi kendine bozunmas: ile ortaya ¢ikan gama radyasyon kullanilmaktadir. Gama
radyasyon, yiiksek penetrasyon kapasitesi nedeniyle sik¢a tercih edilmektedir.
Radyasyonla sterilizasyon yontemi sicaklik ya da kimyasallardan bagimsizdir ve
sterilizasyon sonrasinda arttk kalmaz. Ancak yapilan bazi ¢alismalarda
nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigi ve morfolojisinde degisiklige yol actig1
goriilmiistiir (Vetten ve ark., 2014).

Yukarida tartisilan sterilizasyon yontemlerinden gama radyasyon ile

sterilizasyonun nano boyutlu ilag tasiyict sistemlerin sterilizasyonu i¢in en uygun
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yontem oldugu oOne siiriilmektedir. Ancak gama radyasyonun da nanosistemler
tizerinde olumsuz etkileri olabilecegi goriilmektedir ve bu nedenle uygulanan
sterilizasyon yonteminin nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri {izerinde anlaml

degisikliklere yol agmadig1 her sistem i¢in ayr1 ayr1 dogrulanmalidir.

1.7.Deney Tasarim

Deney tasarimi, bir siireci etkileyen faktorler ve bu siirecin ¢iktilar1 arasindaki
iligkileri belirlemek icin yapilandirilmig, organize bir yontem olarak tanimlanmaktadir
(Politis ve ark., 2017). Deney tasariminin amaci en ¢ok bilginin en verimli bi¢imde
elde edilebilmesi i¢in yapilacak denemelerin planlanmasidir (Aksu, 2013). Bagka bir
deyisle, siire¢ girdileri ve ¢iktilar1 arasinda matematiksel iliskiler kurarak, siire¢ ile
ilgili en fazla bilgiye ulagsma yoludur. Deney tasarimi, prosesin kontrollii girdi
faktorlerinin cevaplar iizerindeki etkilerini belirlemek icin sistematik olarak degistigi
bir yaklasim ve kritik islem parametreleri ile kritik kalite 6zelliklerinin matematiksel
baglantisidir. Bu baglantilar; yararli pek c¢ok faktor icerisinde en etkili olanin
bulunmasina, gelistirilmis {iriin performansini saglayacak optimum formiilasyonun
belirlenmesine, faktorler arasindaki etkilesimlerin  ac¢iklanmasina  olanak

saglamaktadir (Politis ve ark., 2017).

Yanit yiizey yontemi (Response Surface Methodology — RSM), pek c¢ok
degiskenin sistem Ozelliklerini etkileyebilecegi durumlarda verilen cevaplar ile
bagimsiz degigkenler, diger adiyla faktorler, arasindaki iligkiyi tanimlayan bir
tekniktir. RSM, her seferinde bir parametre (One Factor at a Time — OFAT)
yaklasimina gore daha kullamigli bir yaklasimdir (Vozza ve ark., 2018). RSM,
degiskenlerin degiskenlerle etkilesimleri ve her bir degiskenin optimum seviyesi
hakkinda 6nemli bilgiler vererek proses ve formiilasyonun optimizasyonunu saglayan
bir yontemdir. RSM, degiskenler arasindaki etkilesimi goz ardi etmeden deney
sayisinin azaltilmasina, istatistiksel yorumlarin gelistirilmesine, pek ¢ok etkili faktoriin
onem sirasinin degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (Li ve ark., 2011). RSM

yaklasimi ile deney sayist azaltilabilir, OFAT deneyleri sirasinda tipik olarak

43



tanimlanamayacak olan degiskenlerin bagimliliklar1 tespit edilebilir, toplanan
bilgilerin daha biiyilk bir parametre alaninda kullanilmasiyla yanit tahminini
gelistirebilmektedir (Vozza ve ark., 2018). Merkezi birlesik tasarim, Box-Behnken

tasarimi, D-optimal tasarimu1 gibi farkli tasarim sekilleri RSM altinda incelenmektedir.

Calismamizda Demir ve ark.’nin tiim faktorlerin nicel oldugu 2-5 faktorlii
optimizasyon ¢alismalarinda kullanilmak tizere 6nerdigi Box-Behnken (BBD) modeli
kullanilarak  karboplatin ~ yiiklii  albiimin  nanopartikiillerin  optimizasyonu
gerceklestirilmigtir (Demir ve ark., 2017). BBD tasariminda tasarim noktalar1 bir
kiirenin yiizeyine yerlestirilmistir ve bir kiipiin kenarlarinin orta noktalarinda
bulunmaktadir (Sekil 1.9). BBD tasariminin kullanilabilmesi i¢in en az ii¢ faktor nicel
olmalidir. Merkezi birlesik tasarim ile karsilastirildiginda ayni sayida faktor soz
konusu iken daha az sayida deney igerdigi icin daha ekonomiktir ve faktor

seviyelerinin alt ve st limitlerinin digina ¢ikilamaz.

Sekil 1.9. Box-Behnken modelinin tasarim noktalari.

1.8. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Hiicre kiiltiirii, bir hayvan veya bitkiden alinan hiicrelerin uygun bir yapay
ortamda, uygun sicaklik ve nem kosullarinda iiretilmesi, yasatilmasi ve bilyiitiilmesi
olarak ifade edilmektedir (Allen ve ark., 2005; Zucco ve ark., 1998). Hiicre kiiltiiri,
pek ¢ok farkli amagla calismalar yapilabilmesi ve nispeten daha kisa siirelerde
gerceklestirilebilmesi nedeniyle en yaygin kullanilan yaklasimlar arasindadir
(Ghanemi, 2015). Hiicre kiiltiirli g¢alismalari, yeni potansiyel ila¢ hedefleri

Onerebilecek hiicresel mekanizmalarin kolay incelenmesi icin olanak saglar ve
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patolojik dokular kullanilan durumlarda patolojinin tedavisinde kullanilabilecek
terapotik maddeler ve ilag tasiyict sistemlerin etkinliklerinin, sitotoksisitelerinin ve
permeabilitelerinin degerlendirilmesinde kullanilabilmektedir (Allen ve ark., 2005;
Tekarslan Sahin ve ark., 2017).

Calismamizda etkin maddeler ve gelistirilen ilag tasiyici sistemler

sitotoksisiteleri ve etkinlikleri hiicre kiiltiirii ¢alismalari ile incelenmistir.

1.8.1.Sitotoksisite Deneyleri

Sitotoksisite deneyleri, in vitro terapotik madde ve ilag tasiyici sistemlerin
farmakolojik ve toksikolojik degerlendirmeleri i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Hiicre kiiltiirii yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi uygulama kolayligi ve in vivo
calismalarla olan uyumu ve bu caligmalar i¢in yol gostericiligi nedeniyle sikca tercih
edilir hale gelmistir. Sitotoksisite ve hiicre canliligi temel olarak kolorimetrik,
liminometrik ve enzimatik yontemler olmak iizere ii¢c farkli yontem ile
incelenebilmektedir. Kolorimetrik yontemlerde kullanilan tetrazolyum tuzlar
nedeniyle gerceklesen renk degisikligi ya da 6zel olarak boyanan hiicrelerin dl¢timii
yapilirken liiminometrik yontemlerde floresan maddeler ya da lusiferaz adli enzimler
araciligiyla 6lii ya da canli hiicrelerin tespiti gergeklestirilmektedir. Enzimatik
yontemler ise hiicrelerin Oliimiinden sonra hiicre kiiltlirli ortamimna gegen laktat
dehidrogenaz (LDH) gibi enzimlerin tespitine dayanmaktadir (Riss ve Moravec,
2004).

Tez calismamizda etkin maddelerimiz ve gelistirilen ilag tasiyici sistemlerin
sitotoksisitelerinin  belirlenmesi amaciyla MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir) testi kullanilmistir. MTT testi, tetrazolyum tuzlarinin
tasidiklar tetrazolyum halkasinin yalnizca canli hiicrelerin mitokondrisindeki siiksinat
dehidrogenazlar tarafindan kirilmasi ve olusan renkli ¢6ziinmeyen formazan

kristallerinin  saglikli  hiicrelerin  hiicre membranlarinda birikmesi esasina
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dayanmaktadir. Renkli formazanlarin olusturdugu renk siddeti ise kolorimetrik olarak

tespit edilmektedir (Tekarslan Sahin ve ark., 2017).

1.8.2. Western Blot

Western blot, hiicre biyolojisi ve molekiiler biyolojide kullanilan 6nemli bir tekniktir.
Western blot kullanilarak hiicrelerden ekstrakte edilen protein karisimlarindan spesifik
proteinler kalitatif ve kantitatif olarak belirlenebilmektedir. Western Blot yontemi
temel olarak 3 basamaktan olusmaktadir: (1) proteinlerin jel elektroforez ile molekiil
agirliklarina gore ayirilmasi, (2) ayrilan proteinlerin kati bir destege aktarilarak her
proteinin bir bant olusturmasi ve (3) hedef proteinin uygun birer birincil ve ikincil
antikor kullanilarak isaretlenmesi. Isaretlenen proteinin olusturdugu bantin kalinlig

ise var olan protein miktarini yansitmaktadir (Mahmood ve Yang, 2012).

Tez ¢alismamizda apoptotik yolak proteinleri olan kaspaz 3, kaspaz 7, kaspaz 9 ve
PARRP ile platin direnci sirasinda susturulan tiimor baskilayict hMLH1 geni aracilig
ile eksprese edilen MLH1 proteinlerinin ekspresyonundaki degisiklikler Western Blot

yontemi kullanilarak tayin edilmistir.

1.8.3. Akim Sitometrisi

Akim sitometrisi, belirli hizda akan bir s1v1 igerisindeki hiicrelerin 6zelliklerinin
tanimlanmasi olarak ifade edilebilir. Akim sitometrisi kullanilarak hiicrelerin yaklagik
blytikligl, graniilliigii ve floresan miktar1 hakkinda bilgi elde edilebilir. Uygulanan
hava basinci, akis hiicresi ismi verilen boliimiin sekli ve akan sivinin laminar akisi
hiicrelerin tek sira halinde lazer kaynagi Oniinden ge¢mesini saglar. Kisa siire
icerisinde ¢ok sayida hiicre incelenerek sonug alinabilir (Kanev ve Gokalp Muranli,

2015).
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Tez calismamizda gelistirilen floresan madde yiiklii ila¢ tasiyici sistemlerin

hiicresel alimlar1 akim sitometrisi yontemi kullanilarak incelenmistir.

1.9. Calismada Kullanilan Etkin ve Yardimc1 Maddelerle Tlgili Bilgiler

1.9.1.Karboplatin

O
0 NH,
\ /
Pt
O/ \NH
// 3
@)

Sekil 1.10. Karboplatinin kimyasal formiilii.

Molekiil agirligi: 371,25 g/mol

IUPAC isimlendirmesi: cis-diamin(1,1-siklobiitandikarboksilato) platin(II)
Kapali formiilii: CeH12N2O4Pt

Endikasyonlari: Platin bilesikleri yiiksiiz, sis-konfigilirasyonlu antikanser etkin
maddelerdir (Oberoi ve ark., 2013). Platin bilesikleri over ve akciger kanserleri gibi
kat1 tiimorlerin tedavisinde kullanilmaktadirlar (Ruiz ve ark., 2014). Platin bazli
kemoterapi [Sisplatin (Platinex®), Karboplatin (Carboplat®) ve Oksaliplatin
(Eloxatin®)], over kanserinin ilk basamak tedavisinde genelde taksanlar ile
kombinasyon halinde kullanimaktadir (Eckstein, 2011).

Etki mekanizmasi: Sisplatin ve karboplatinin kemoterapotik aktivitesi DNA
tirtinleri ve 1,2-d (GpG) zincir i¢i ¢apraz bag olusturmalarina baghdir. Karboplatin,
hiicrelerde ¢ok az tamir edilebildigi bilinen DNA zincirindeki komsu guanozinlerin N7

atomlarini koordine etmektedir (Zeller ve Brown, 2010). Bu reaksiyon primer olarak
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1,2- ve 13-zincir i¢i c¢apraz baglarin ve DNA fdriinlerinin olusumu ile
sonuglanmaktadir. Bu olusumlar DNA zincirinde katlanmalara ve DNA’nin ¢esitli
proteinlere baglanmasina neden olmaktadir. Olusan protein-DNA iirtinleri pek ¢ok
hiicresel cevap baslatmaktadir (Liu ve ark., 2013). Bu firiinlerin yanlis eslesme tamir
sistemi tarafindan taninmas1 apoptotik yolaklar1 aktive etmekte; lezyonun devamliligi
sonucunda replikasyon ve transkripsiyon inhibe olmaktadir. Bu DNA hasari, DNA
yanlis eslesme enzimleri araciligiyla apoptoz ve hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir

(Balch ve ark., 2004; Zeller ve Brown, 2010).

Yan etkileri:  Sisplatin  (cis-diamindikloroplatin(Il))  klasik  platin
komplekslerinin ilk iiyesidir (Oberoi ve ark., 2013). Sisplatin mide bulantisi, bas
donmesi, renal disfonksiyon, norotoksisite ve ototoksisite ile karakterize bir toksisite
profiline sahiptir (Lokich ve Anderson, 1998). ikinci jenerasyon platin bilesikleri,
sisplatinin doza bagli toksisitesini azaltmak iizere gelistirilmislerdir (Oberoi ve ark.,
2013). Bu grubun bir iiyesi olan karboplatin, sisplatin ile aynm1 etki mekanizmasina
sahip olmasina ragmen sisplatinden daha farkli bir farmakokinetige ve yan etki
spektrumuna sahiptir. Karboplatinin nefrotoksik etkisi, gastrointestinal yan etkileri ve
norotoksisitesi sisplatinden daha azdir; ancak doza baglhh olarak kemik iligi
depresyonuna neden olmaktadir (Eckstein, 2011; Lokich ve Anderson, 1998).
Karboplatinin, sisplatinden daha az olan toksisitesi, daha agresif yiiksek dozlu bir
kemoterapi uygulanmasina imkan tanimaktadir (Oberoi ve ark., 2013). Sisplatin
siilthidril gruplariyla inaktive olurken karboplatin 6nemli oranda metabolize
olmamaktadir (Lokich ve Anderson, 1998). Ancak karboplatinin hiicre i¢ine aliminin
zay1f olmasi1 pek ¢ok siklus boyunca yiiksek doz gereksinimine ve sinirl terapotik
etkinlige yol agmaktadir (Karanam ve ark., 2015; Sadhukha ve Prabha, 2014). Bu
nedenle doza bagli myelosupresyon, trombositopeni, 16kopeni gibi hematolojik ve
yash ya da daha once kemoterapi gormiis olan hastalarda renal sorunlar gibi toksik

etkiler gostermektedir (Karanam ve ark., 2015; Nanjwade ve ark., 2010).
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1.9.2.Desitabin

Sekil 1.11. Desitabinin kimyasal formiilii.

Molekiil agirligi: 228,21 g/mol
IUPAC isimlendirmesi: 5-aza-2'-deoksisitidin
4-amino-1-(2-deoksi-p-D-eritro-pentofuranozil)-
1,3,5triazin 2 (1H)-on)
Kapal1 formiilii: CgH12N4O4

Endikasyonlari: Substrat analoglari 5-azasitidin (Vidaza®) ve 5-aza-2-
deoksisitidin (desitabin) (Dacogen®) giiniimiizde kullanimda olan ve FDA tarafindan
onaylanmis DNMT inhibitorleridir (Brueckner ve Lyko, 2004). Desitabin in vitro
demetilasyon ajani olarak kullanilirken, akut myeloid 16semi ve myelodisplastik

sendrom tedavilerinde klinik olarak kullanilmaktadir (Fojo ve Bates, 2003).

Etki mekanizmasi: DNMT inhibitorleri niikleosit analoglari ve niikleosit analogu
olmayanlar olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadir. DNMT niikleosit analogu inhibitorleri
5-karbon atomunda farkli substitiisyonlar tasir ve DNA’ya katilarak DNMT leri
kovalan-DNA iiriinleri halinde inaktive etmektedirler (Matei ve Nephew, 2010;
Nguyen ve ark., 2014). Niikleosit analogu olmayan DNMT inhibitorleri ise enzimleri
kovalan baglanmadan, geri doniissiiz olarak dogrudan inhibe etmektedirler (Nguyen
ve ark., 2014). Desitabin DNA, azasitidin ise RNA ile birleserek ve DNMT ile kovalan
bagli tirtinler olusturup enzimi inhibe ederek etki gostermektedir (Stresemann ve Lyko,
2008). Azasitidin; sitotoksisitesi, stabil olmamasi ve sinirli etkisi nedeniyle yerini

daha c¢ok deoksiriboz analogu olan desitabine birakmistir. Desitabin, azasitidinden
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daha potent bir DNMT inhibitoriidiir, mikromolar konsantrasyonlarin altinda bile
etkilidir ve over kanseri hiicre hatlar1 da dahil pek cok hiicre hatti lizerinde etkili
oldugu, 6zellikle hAMLH1 olmak iizere pek ¢ok tiimor baskilayici genin ekspresyonunu
devam ettirdigi, boylece sitotoksik etkin maddelere duyarlilig1 artirdigi gosterilmistir
(Balch ve ark., 2004; Zeller ve Brown, 2010). Azasitidinin aksine spesifik olarak
DNA’ya baglandig1 i¢in daha az sitotoksiktir (Balch ve ark., 2004). Desitabin
proteozomal degredasyon ile DNMT1 miktarini1 azaltmaktadir; ayn1 zamanda DNA
hipometilasyonu ve DNA hasarmin indiiklenmesi konusunda azasitidinden daha fazla
etkiye sahiptir (Hollenbach ve ark., 2010). Ayrica 4°C’de azasitidinin yar1 omrii
desitabinden daha fazla iken 20 ve 37 °C’ lerde desitabinin yar1 dmrii azasitidinden

belirgin olarak daha uzundur (Stresemann ve Lyko, 2008).

Yan etkileri: Myeloid 16semi ve myelodisplastik sendrom tedavilerinde desitabin
kullanimi ile goriilen en 6nemli yan etki myelosiipresyon ve buna bagl etkilerdir.
Bunun yaninda nadiren karsilasilan diger yan etkiler ise halsizlik, mide bulantisi,

kusma, diyare olarak siralanabilmektedir (Aribi ve ark., 2007)

1.9.3. Albiimin

Memelilerde plazma da en ¢ok bulunan protein olan alblimin karacigerde giinde
10-15 g sentezlenmektedir. Ozmotik basincin saglanmasinda ve diizenlenmesinde,
plazmada tasiyici olarak ¢esitli hidrofobik steroit hormonlarin baglanmasinda, hemin
ve yag asitleri gibi besinlerin tasinmasinda, ekzojenik ya da endojenik ligandlarin
dolagim sisteminde dagitilmas1 ve metabolize edilmesinde, ekstraseliiler bir
antioksidan olarak serbest radikaller ve zararli kimyasallardan korunmanin

indiiklenmesinde gorev yapmaktadir (Loureiro ve ark., 2016).

Plazmada en ¢ok bulunan protein olan alblimin asidik, pH 7,4’te suda
¢Oziiniirliigl yiiksek (%40 a/h’ e kadar), %40’lik etanolde ¢oziinebilen, 10 saate kadar
60°C’de 1sitmaya dayanikli bir proteindir. Bunun yaninda kolay elde edilebilirligi,

biyouyumlulugu, biyoparcgalanabilirligi, toksik ve immiinojenik olmamasi nedeniyle
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ilag tastyici sistem olarak uygun bir adaydir. Ticari olarak dnemli miktarlarda albiimin
yumurta akindan, sigir serumundan, insan serumundan ve ayni zamanda soya
fasulyesi, siit ve bugdaydan elde edilmektedir (Loureiro ve ark., 2016; Palazzolo ve
ark., 2018).

Bovin serum albiimin (BSA) ise yaklasik 69 kDa molekiil agirligina ve 4,7
izoelektrik noktasina sahip globiiler yapili bir proteindir ve kolay elde edilebilirligi,
disiik maliyeti, kolay saflastirilabilmesi, yliksek ligand baglama kapasitesi,
biyouyumlulugu, biyopargalanabilirligi, toksik ve immiinojenik olmamasi nedeniyle
farmasoétik endiistride kabul gormiis ve ilag tasiyict sistem olarak tercih edilmistir
(Elzoghby ve ark., 2012; Karimi ve ark., 2016; Loureiro ve ark., 2016). Fizyolojik
kosullarda %67’si a-heliks yapisinda 585 aminoasitten olugsmaktadir (Loureiro ve ark.,
2016). BSA’nin onilaglarin suda ¢Oziiniirliigiinii artirabilmesi ve uygun tasima
Ozellikleri de ilag tasiyici sistem olarak diistiniilmesine katkida bulunmustur (Karimi

ve ark., 2016).

pH 4-9 gibi genis bir pH araligina ve 1s1ya, etanol gibi denatiire edici organik
¢oziiciilere dayanikli olmasi albiimini mikro ve nano- ilag tasiyict sistemlerin
hazirlanmasi ve kimyasal modifikasyonlar i¢in uygun kilan 6zellikler olmustur (Kratz,
2008). Ayrica albiiminin dogal kaynakli endojen bir madde olusu, onun giivenilir ve
iyi tolere edilebilir oldugunu diisiindiirmektedir (Karimi ve ark., 2016; Lee ve Youn,
2016). Bunun yaninda albiiminin sahip oldugu amin ve karboksilik asit kalintilari
fonksiyonel gruplar ile modifikasyona olanak saglamaktadir (Lee ve Youn, 2016).
Molekiiler yapisindaki pek ¢ok ilag baglayici bolge nedeniyle albiimin yiiksek baglama
ve farkli yapidaki pek ¢ok molekiilii tasima kapasitesine sahiptir (Karimi ve ark.,
2016).

Albiimin 6zellikle tiimorler ve enflamasyonlu dokular olmak {izere hedeflenme
konusunda avantajlara sahiptir. 20. ylizyilin ortalarinda kanser hiicrelerinin plazma
proteinlerinin pargalanma iiriinlerini kendi proliferasyonlarinda kullandiklarina dair
caligmalar yapilmistir (Kratz, 2008). Ayrica albiimin EPR etkisinden yararlanarak 100-

600 nm por aciligina sahip kapiller damarlar ve yetersiz lenfatik drenaj nedeniyle
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timor dokusunda birikebilmekte, ayrica albiimin nanopartikiilleri EPR etkisiyle daha
etkin sekilde tiimor igerisine alinabilmektedir. Ayrica albiimin ya da albiimin
nanopartikiiller timor dokusu c¢evresindeki endotelyal hiicrelerin yilizeyinde asir1
eksprese edilen 60 kDa glikoproteine (gp60, albondin) baglanarak transitoz ile tiimor
interstisyumuna girebilirler (Kratz, 2008; Lee ve Youn, 2016).

1.9.3.1.Albiimin Nanopartikiil Uretim Y6ntemleri

- Emiilsifikasyon

Sulu albiimin ¢dzeltisinin susuz ortamda emiilsifiye edilmesine dayanan bir
yontemdir. Bu emiilsiyonlar yliksek ya da diisiik enerjili yontemlerle
olusturulmaktadir. Yiksek enerjili sistemlerde Oncelikle mekanik cihazlarla
makrometre boyutundaki damlaciklar pargalanarak ara yiizeyde siirfaktan
adsorpsiyonu ile sterik stabilizasyon saglanmaktadir. Diisiik enerjili sistemler ise
nanoboyutlu  damlaciklarin  olusumu i¢cin  formiilasyondaki siirfaktanlarin,
kosiirfaktanlarin ve yardimci maddelerin fizikokimyasal o6zelliklerini, sistemin
kimyasal enerjisini kullanmaktadir (Loureiro ve ark., 2016). Emiilsifikasyon
yonteminde, alblimin damlaciklarini igeren yag fazi yliksek hizda homojenize
edildikten sonra olusan alblimin nanopartikiilleri iki temel yontemle, termal (fiziksel)
ya da kimyasal, stabilize edilmektedir. Termal yontemde nanopartikiiller yiiksek
sicaklikta belirli siire 1sitilip sogutulduktan sonra yag fazinin viskozitesini diistirmek
icin etil eterle seyreltilerek santrifiijle ayrilmasi saglanirken kimyasal yontemde yag
faz1 i¢indeki albiimin nanopartikiilleri ¢apraz baglayici (glutaraldehit, formaldehit
gibi) igeren eter ile resiispande edilerek denatiire edilmektedir (Elzoghby ve ark., 2012;
Loureiro ve ark., 2016). Emiilsiyon yonteminde albiimin nanopartikiilleri ¢apraz
baglayic1 konsantrasyonu, ¢apraz baglama siiresi ve sicakligr (Vural ve ark., 1991),
alblimin konsantrasyonu, emiilsifikasyon siiresi ve giicii, karistirma hizi ve sulu
olmayan fazin tipi gibi farkli kosullarda gergeklestirilebilir. Ancak kullanilan organik
¢oziicli ve stirfaktanlarin olasi sakincalarindan dolay1r desolvasyon yontemi albiimin

nanopartikiillerinin hazirlanmasi i¢in sik¢a tercih edilmistir (Liu ve ark., 2015).
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- Desolvasyon (Koaservasyon)

Desolvasyon, albiimin nanopartikiillerin hazirlanmast ic¢in gelistirilen ilk
yontemdir (E. S. Lee ve Youn, 2016). Termodinamik olarak gelisen bir kendiliginden
olusum mekanizmast olan desolvasyon isleminde nanopartikiiller, sulu albiimin
¢ozeltisine ¢ozelti bulanik hale gelene kadar devamli damla damla etanol ya da aseton
gibi bir desolvasyon ajaninin eklenmesi ile elde edilmektedir (Loureiro ve ark., 2016).
Etanol eklemesiyle birlikte konformasyon degisikliginden dolay: albiiminin sudaki
¢cOzlinirligiiniin diismesine bagli olarak faz ayrigsmasi goriilmektedir. Morfolojik
olarak kendiliginden olusan albiimin partikiilleri yeterince stabil degildirler ve suda
dagitildiklarinda tekrar ¢oziinebilirler. Bu nedenle olusan koaservatlar glutaraldehit
gibi bir ¢apraz baglayici ile ¢apraz baglanarak sertlestirilmektedir. Capraz baglanma
sirasinda lizin kalintilarindaki amino gruplart ve guanidin yan zincirindeki arjinin
gruplar1 glutaraldehitin aldehit grubu ile kondensasyon reaksiyonuna girmektedir
(Elzoghby ve ark., 2012; Liu ve ark., 2015; Loureiro ve ark., 2016).

Olusan nanopartikiillerin 6zellikleri baslangigtaki protein konsantrasyonu, pH,
iyonik gii¢, ¢apraz baglayici ajanin konsantrasyonu, karistirma hizi, desolvasyon
ajaninin orani gibi parametrelere bagl olarak degisiklik gostermektedir (Loureiro ve
ark., 2016).

Capraz baglayic1 kullanimi desolvasyon yonteminin en biiylik sakincasidir.
Albiimin nanopartikiilleri sadece fiziksel ve gecici olarak bir araya geldiklerinde
santrifiij ve rekonstitiisyon sonrasinda kolayca alblimin molekiillerine doniisebilirler.
Bu nedenle olusan alblimin nanopartikiillerin sertlestirilmesi ve morfolojik yapilarini
koruyabilmeleri i¢in ¢apraz baglayicilarin kullanimi kag¢inilmazdir. En ¢ok kullanilan
capraz baglayici ise glutaraldehittir (Lee ve Youn, 2016). Glutaraldehit iyi bilinen bir
karsinojen olmasi1 nedeniyle ortamda kalan fazla glutaraldehit tamamen

uzaklastirilmalidir (Loureiro ve ark., 2016).
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- Termal jelasyon

Termal jelasyon yontemi, bazi peptit segmentlerinin 1s1 ile tetiklenmis
acilmasinin ardindan hidrojen bagi, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler ve disiilfit-
silfidril degistirme reaksiyonlarindan olusan protein-protein etkilesimlerini

icermektedir (Elzoghby ve ark., 2012; Loureiro ve ark., 2016).

- Nano-piiskiirterek kurutma

Bu yontem, protein ve etkin madde ¢Ozeltisinin damlaciklar seklinde
puskiirtiilmesi esasina dayanir ve farmasdtik endiistride sikg¢a kullanilir. Tipik bir
puskiirterek kurutma; ¢ozelti piiskiirtiilmesi, damlaciklarin akigkan hava ile etkilesimi,
damlaciklarin kurumasi ve kuru partikiillerin kuru havadan ayrilmasindan

olusmaktadir (Loureiro ve ark., 2016).

- Kendiliginden olusma

Albiiminin distilfit baglarinin kirilmas1 ya da protein iizerindeki primer amino
gruplarinin  azaltilmasiyla hidrofobik ozelliginin artirilmasina  dayanmaktadir
(Loureiro ve ark., 2016). Bu yontemde albiimin, kovalan ya da non-kovalan olarak
hidrofobik modifikasyona ugratilarak nanoboyutlu hidrofobik cekirdek ve hidrofilik
kabuktan olusan misel benzeri yapilar olusturmaktadir. Nanopartikiil olusumu
sirasinda hidrofobik etkin maddeler gekirdekte tutunmaktadir. Bu yontemle yapilan bir
calismada albliminin primer amino gruplart oktil aldehit ile modifiye edilerek
hidrofobik 6zellik artiritlmis ve kendiliginden olusum saglanmistir (Lee ve Youn,
2016).
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1.9.4. Caismada Kullanlan Lipitler ile Tlgili Genel Bilgiler

1.9.4.1 Lesitin

Lesitin soya ya da yumurta sarist gibi dogal kaynaklardan elde edilen bir
fosfolipittir (Eloy ve ark., 2014). Ticari olarak soya lesitini, trigliseritler ve az miktarda
karbonhidrat, pigment, sterol ve sterol glikozit ile birlikte %65-75 fosfolipit igeren
kompleks bir karisimdan olusmaktadir. Icerigindeki temel fosfolipitler fosfatidilkolin,
fosfatidiletanolamin, fosfatidilinositoldiir. Rengi saflastirilma ve beyazlatma iglemine

gore degiskenlik gostermektedir (Scholfield, 1981).

1.9.4.2.Kolesterol

Memeli hiicrelerinin membranlarinda %29 mol/mol konsantrasyonda bulunan
kolesterol, lipit membranlarin gegirgenligi 6zellikle hidrofilik etkin maddelerin
enkapsiilasyonu i¢in Onemli bir role sahiptir (Cagdas ve ark., 2011).
Biyomembranlarin en Onemli bilesenlerinden olan kolesterol ~membran
organizasyonunu, dinamiklerini ve iglevini 6nemli orandan etkilemektedir. Kolesterol,
fosfolipitlerin hidrokarbon zincirlerinin serbestce doniigiinii  azaltma yoluyla
membrant stabilize ederek ve hidrofilik etkin maddelerin kaybini azaltmaktadir.
Kolesterol, ayn1 zamanda, lipit membrandaki hidrokarbon fazina su penetrasyonunu
azaltirken lipitlerin polar bas kisimlarina su penetrasyonunu artirarak hidrofobik
karakteri azaltir ve hidrofilik etkin maddelerin birikimini artirmaktadir (Eloy ve ark.,
2014).

1.9.4.3.Distearoil Fosfatidilkolin, Dipalmitoil Fosfatidilkolin ve Dimiristoil
Fosfatidilkolin

Distearoil fosfatidilkolin (DSPC), dipalmitoil fosfatidilkolin (DPPC) ve
dimiristoil fosfatidilkolin (DMPC), doymus fosfolipitlerdir ve o6zellikle lipozom
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yapilarinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Anderson ve Omri, 2004). Birbirinden
farkli zincir uzunluklar1 ve faz gegis sicakliklarina sahiptirler (Cizelge 1.6.) (Sakdiset
ve ark., 2018). Lipit tabaka icerisinde yer alan lipitlerin doygunluk orani ve zincir
uzunlugu arttikca elde edilen tabakanin stabilitesinin arttigi gézlenmistir (Anderson ve
Omri, 2004).

Cizelge 1.6. Lipit kaplama formiilasyonlarinda kullanilan fosfolipit tiirevleri ve zellikleri

Fosfolipit Zincir uzunlugu Faz gecis sicakligi (°C)
DMPC 14:0 23
DPPC 16:0 41
DSPC 18:0 55

1.9.4.4.0leik asit

Oleik asit, doymamis yag asitlerinin bir 6rnegidir ve zeytin ve susamdan elde
edilen bitkisel yaglarin 6nemli bir bilesenidir. Oleik asit gibi serbest yag asitleri, lipit
membran  yapilarina  katilarak membranlarin  fizikokimyasal ~ &zelliklerini
degistirebilmektedir. Ozellikle cis-konfigiirasyonlu ¢ift bag yapisindan dolay1, doygun
fosfolipit tabakalarinin yapisini, akiskanligimi  ve gegirgenligini degistirdigi
gosterilmistir (Kurniawan ve ark., 2017). Farmasétik tirtinlerde emiilsifiye edici veya
¢ozinlrligl artirmak amaciyla ve cilt penetrasyonunu arttirict olarak kullanilmaktadir
(Srisuk ve ark., 2012).

Bu proje kapsaminda, over kanseri tedavisinde c¢ok sik karsilagilan ilag
direncinin modiilasyonu ve over kanseri tedavisinin basariyla saglanabilmesi amaciyla
yeni bir tedavi segenegi olarak karboplatin ve platin direncini modiile ederek
karboplatinin etkinligini artiracak bir epigenetik etkin madde olan desitabin ile
kombinasyonunu tasiyan, saglikli dokulara zarar vermeden tiimorlii dokulara
hedeflendirilebilen nanopartikiiler ila¢ tasiyicit bir sistemin hazirlanmasi1 ve over

kanserinde kullanim olanaklarinin arastirilmasi planlanmaistir.

Bu amag dogrultusunda desitabin ve karboplatin ila¢g kombinasyonunu igeren

lipit kapli polimerik nanopartikiiler ilag¢ tasiyict sistemleri hazirlanmig ve in vitro
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ozellikleri degerlendirilmis, gelistirilen formiilasyonlarin MTT testi ile sitotoksik
etkileri, Western blot (kaspaz 3, kaspaz 9 ve PARP tayini) ile apoptotik yolak
proteinleri ve MLHI1 proteini ekspresyonundaki degisiklik, floresan madde yiiklii
nanopartikiillerin konfokal lazer mikroskop ile goriintiilenmesi ve akim sitometri
yontemi ile hiicrede tutulum diizeyleri platine duyarli A2780 ve platine direngli

A2780cis hiicre dizileri iizerinde degerlendirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

A2780 hiicre hatti

A2780cis hiicre hatt1

Bovin serum albiimin

Desitabin

Diklorometan

Disodyum hidrojen fosfat

Diyaliz membran (12000-14000 Da)
DMPC

DPPC

DSPC

Enjektor ucu filtre (0,45 pm, 0,22 pm)
Etanol

FBS (Fotal Dana Serumu)

Fosforik asit

Glutaraldehit

Hiicre kiiltiirii plaklar1 (alt1 kuyulu)
Hiicre kiiltiirii plaklar1 (sekiz kuyulu)

Karboplatin

Kitozan (diisiikk molekiil agirlikli, 20-300cP)
Kloroform

Kolesterol

L-glutamin

Membran filtre (0,22 ve 0,45 um)

Metanol

Mikropipet

Oleik asit

Sigma

Sigma

Amresco

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Merck

Sigma-Aldrich

Avanti Polar Lipids, Inc.
Avanti Polar Lipids, Inc.
Avanti Polar Lipids, Inc.
Isolab

J.T. Baker

Lonza

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Costar®, Corning
Lab-Tek™, Nunc™, Thermo
Scientific™
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biochrom

Isolab

Merck

Boeco

Sigma-Aldrich
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PBS (Fosfat salin tamponu)
Penisilin/Streptomisin
Polikaprolakton (MA: 45000 Da)

Polilaktik-ko-glikolik asit (MA:30000-60000

Da, 50:50)

Potasyum dihidrojen fosfat

Rodamin B

RPMI 1640

Sodyum hidroksit

Sodyum kloriir

Soya lesitini

Tween 80

X Bridge C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 um)
X Select® CSH C18 (250 x 4.6 mm; Sum)
X Terra RP18 (250 mm x 4,6 mm; 5 um)

Sigma-Aldrich
Biochrom
Aldrich
Aldrich

Carlo Erba

Sigma

Biological Industries
Merck

Molchem
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Waters Corporation
Waters Corporation

Waters Corporation
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2.2 Kullanilan Cihazlar

Akim sitometri cihazi

Atomik kuvvet mikroskopu
Calkalayic1 inkiibator

Coklu magnetik karistirict
Diferansiyel taramali kalorimetre
Dikey akiml1 hava kabini
Elektroforez tanki

Etiv

Gecirimli elektron mikroskopu
Hassas terazi

HPLC

Jel yiiriitme Tanki

Konfokal mikroskop
Liyofilizator

Partikiil boyutu ve zeta potansiyel
Olc¢lim cihazi

pH metre

Rotaevaporator

Sivi azot tanki (-196°C)
Sogutmali santrifiij

Ultrasonik banyo

Ultrasonik prob

Vorteks

FacsAria™ |1, BD Biosciences
Veeco MultiMode V

Jeio Tech SI-300

Daihan MS-MP8

Shimadzu

Thermo-Electron

Thermo Scientific

Heraeus

FEI Tecnai G2

Mettler Toledo

Agilent 1100

Thermo Scientific

Zeiss LSM 880, AxioObserver
Zirbus, VaCo 5

Malvern, Zetasizer Nano ZS

Mettler Toledo
Biichi RII
Taylor Wharton

Sigma Laboratory Centrifuge 3KS30

Jeio Tech SI-300
Bandelin Sonoplus
IKA
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2.3 Karboplatin ve Desitabinin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Karboplatin ve desitabinin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla
etkin maddelerin UV ve FT-IR spektrumlari, XRD desenleri ve DSC termogramlari

incelenmistir.

2.3.1.Karboplatin ve Desitabinin Ultraviyole (UV) Spektrumunun Alinmasi

Karboplatin ve desitabinin ayr1 ayr1 200 pg.mL? konsantrasyonda stok sulu

cozeltileri hazirlanmis ve bu c¢ozeltiler uygun sekilde seyreltilerek elde edilen 10

ng.mL? cozeltilerin 200-400 nm dalga boylar1 arasinda spektrumlari alinmistir.

2.3.2.Karboplatin ve Desitabinin Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi
(Fouirer Transform Infrared - FT-IR) Spektrumunun Alinmasi

Karboplatin ve desitabinin kimyasal yapilarinin aydinlatilmasi igin potasyum
bromiir teknigi kullanilarak 400-4000 cm™ dalga sayis1 araliginda 4 cm™ araliklarla
FT-IR (Perkin Elmer, Spectrum Two, ABD) spektrumlari alinmistir.
2.3.3.Karboplatin ve Desitabinin X-Isim Toz Difraktometrisi

Karboplatin ve desitabin bakir kaynakli X 1sin1 tiipiine sahip X-151m1 Toz

Difraktometresi ile 3-80°C araliginda 2 60 difraksiyon agis1 ile analiz edilerek x-1gin toz

difraktogramlar1 alinmistir.
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2.3.4.Karboplatin ve Desitabinin Diferansiyel Taramal Kalorimetre (DSC) ile

Analizi

Karboplatin ve desitabinin termal analizleri diferansiyel taramali kalorimetre
(DSC) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu amagla cihazinin analiz bélmesine iginde 2
mg numune bulunan aliiminyum numune kabi yerlestirilerek, numuneler 25°C’den
300°C’ye dakikada 10°C sicaklik artis1 ile 1sitilarak bu sicaklik araliginda

termogramlar1 alinmastir.

2.4 Karboplatin ve Desitabinin Aym1 Anda Miktar Tayini I¢in Analitik Yontem

Gelistirilmesi

Karboplatin, desitabin ve desitabinin olasi par¢alanma {irinlerinin varhiginda
uygun pik sekilleri ile uygun analiz siiresi igerisinde ayn1 anda tayin edilebilmesi i¢in
bir HPLC miktar tayini yontemi gelistirilmesi amaglanmistir. Bu nedenle sabit faz,
hareketli faz bilesimi, konsantrasyonu, akis hizi ve kolon firmi sicakligi gibi
parametreler degistirilerek her iki etkin maddeyi ve bunlarin pargalanma iiriinlerini

birbirinden yeterli segicilikle ayirabilecek bir HPLC yontemi gelistirilmistir.

2.4.1. Karboplatin ve Desitabinin Kalibrasyon Dogrularinin Hazirlanmasi

Etkin maddelerin kalibrasyon dogrularinin ¢izilebilmesi i¢in karboplatin ve
desitabinin 200 pg.mL? konsantrasyonda stok sulu ¢ozeltileri hazirlanmis ve bu
¢ozelti uygun sekilde seyreltilerek 0,5-100 pg.mL™? konsantrasyon araligindaki
cozeltiler gelistirilen HPLC yontemi ile analiz edilerek her bir konsantrasyona karsilik
gelen egri altinda kalan alan saptanmistir (n=6). Konsantrasyona kars1 egri altinda
kalan alan degerleri grafige gecirilerek her bir etkin madde i¢in kalibrasyon dogrulari

cizilip dogru denklemleri olusturulmustur.
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2.4.2.Karboplatin ve Desitabinin HPLC ile Miktar Tayini Yonteminin Analitik
Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, miktar tayin yonteminin, amaglanan uygulama
bakimindan giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini kanitlamak amaciyla uygulanir.
Calismamizda etkin maddelerimizin formiilasyonlar i¢erisindeki miktarinin ve in vitro
¢Oziinme hiz1 ¢aligmalarinda ¢6ziinme ortamindaki miktarinin belirlenmesi amaciyla
gelistirilen analitik yontemin validasyonu ICH Q2R1 (2005) kilavuzu geregi asagida

belirtilen parametreler degerlendirilerek yapilmistir.

- Dogrusallik ve araligi

- Dogruluk ve geri elde

- Kesinlik

- Ozgiinliik (Segicilik)

- Teshis (LOD) ve tayin (LOQ) sinirlari

2.4.2.1. Dogrusallik ve Arahg:

Analizi yapilacak olan etkin maddeye ait cevap pik alaninin, etkin maddenin

kullanilan konsantrasyonlar1 ile dogrudan orantili olmasidir.

Karboplatin ve desitabinin  0,5-100 pgmL? arahgindaki 8 farkh
konsantrasyondaki ¢ozeltileri gelistirilen HPLC yontemi ile analiz edilerek
konsantrasyona kars1 elde edilen egri altinda kalan alan degerler ile grafik ¢izilmistir.
2.4.2.2. Dogruluk ve Geri Elde

Bir analitik yontemin dogrulugu, o yontem kullanilarak elde edilen sonuglarin

gercek degerlere olan yakinligidir ve yiizde geri elde degerleri ile ifade edilir. En az ii¢

farkl1 konsantrasyonda ve en az liger defa hazirlanan numunelerin yilizde geri
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eldelerinin ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart sapmasi ve % bagil standart

sapmasi ile hesaplanmaktadir.

Karboplatin ve desitabinin 10, 40 ve 80 pg.mL™* konsantrasyondaki 3 farkli
¢ozeltisinin analizi yapilmis ve yilizde geri eldeleri, standart sapmalar1 ve % bagil
standart sapmasi hesaplanmistir. Bu sekilde elde edilen % bagil standart sapmasi

degerinin %?2’den kii¢lik olmasi analitik yontemin dogrulugunu gostermektedir.

2.4.2.3. Kesinlik

Belirlenen kosullarda ayni stoktan hazirlanan birden fazla 6rnegin bir seri
Olclimiiniin birbirine yakinligini ifade etmektedir. Tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve

tekrar elde edilebilirlik seklinde degerlendirilir.

- Tekrarlanabilirlik: Ayni1 kosullarda, ayni kisi tarafindan ve kisa zaman
araliklarindaki yapilan oOlgiimlerin kesinligini ifade eder. HPLC ile analizler
yapildiktan sonra, kalibrasyon dogrusu kullanilarak her bir analizdeki pik alaninin
karsilik geldigi konsantrasyon degeri bulunur. Bulunan konsantrasyon degerlerinin
ortalama (X), standart sapma (SS), bagil standart sapma (BSS) ve % BSS degerleri
hesaplanir. Yontemin tekrarlanabilir olmasi i¢in elde edilen pik alanlarina karsilik
hesaplanan konsantrasyon degerlerinin % bagil standart sapmasi degeri %2’den kiigiik

olmasi1 gerekmektedir.

Tekrarlanabilirlik tayinleri igin karboplatin ve desitabinin 10, 40 ve 80 pg.mL™*

olmak iizere 3 farkli konsantrasyonu 3 tekrarli olarak analiz edilmistir.

- Ara Kesinlik: Ara kesinlik; farkli giin, farkli analist ve farkli ekipman gibi
cesitli degiskenliklerin incelenmesini ifade eder. Her bir analizdeki pik alaninin
karsilik geldigi konsantrasyon degerlerinden yola ¢ikilarak ortalama (X), standart
sapma (SS), bagil standart sapma (BSS) ve %BSS hesaplanir.
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Ara kesinlik tayinleri icin 3 farkli giinde 10, 40 ve 80 pg.mL? olmak iizere 3

farkli konsantrasyonunun analizi gergeklestirilmistir.

2.4.2.4. Ozgiinliik (Secicilik)

Analizi yapilacak olan etkin maddenin belirlenen analiz sartlarinda ¢alismada
kullanilacak diger maddelerden ayirt edilebilme yeteneginin gdsterilmesi icin
Ozglnlik c¢alismast yapilmigtir. Ayrica yontemin segiciligini gostermek icin
hizlandirilmis  bozunma ¢alismalart  gerceklestirilmigtir. Bozunma ¢alismalart
yapilirken standart karboplatin ve desitabin karisimi hizlandirilmis bozunma
kosullarina (0.1 M HCl ile asit hidrolizi, 0.1 M NaOH ile baz hidrolizi, %3’liik H202
ile oksidasyonu, kati maddelerin 24 saat 254 nm UV ve etiiv icerisinde 80°C’de

sicakliga maruz birakilmasi) tabi tutulmustur.

2.4.2.5. Teshis (LOD) ve Tayin Simirlarinin (LOQ) Belirlenmesi

Teshis smir1 analiz edilen maddenin teshis edilebilen fakat tam olarak tayin
edilemeyen en kiiglik miktarini, tayin sinir1 ise analizi yapilan maddenin kabul
edilebilir dogruluk ve kesinlik ile kantitatif olarak tayin edilebilen en diisiik miktarini

ifade etmektedir ve asagidaki esitlikler ile hesaplanmaktadir.

LOD = 3,3 x (9/s) Esitlik 2.1.
LOD = 10 x (/) Esitlik 2.2.

o : Glin ici tekrar edilebilirligi % bagil standart sapmasi

S : Kalibrasyon dogrusunun egimi

Hassasiyet caligmalar i¢in 8 farkli konsantrasyondaki karboplatin ve desitabin

¢ozeltisi analiz edilmis (n=6) ve elde edilen egri altinda kalan alanlardan yola ¢ikilarak
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kalibrasyon denklemleri olusturulmustur. Bu kalibrasyon denklemlerine gore

yukaridaki esitlikler kullanilarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmustir.

2.5. Formiilasyon Gelistirme Calismalari

Calismamizda karboplatin ve desitabin yiiklii lipit kapli nanopartikiiller
hazirlanmas1  hedeflenmistir. Formiilasyon c¢alismalar1 iki asamali olarak
yirltilmistir. Calismanin  ilk basamaginda karboplatin iceren ¢ekirdek
nanopartikiiller tiretilmis ve daha sonra bu nanopartikiiller desitabin igeren lipit tabaka

ile kaplanmustir.

Onformiilasyon  c¢alismalarinda  karboplatin  iceren  nanopartikiillerin
hazirlanabilmesi i¢in etkin maddelerin fiziksel 6zellikleri ve secilecek polimer baz
alinarak literatiirde yer alan {iretim yontemleri arastirilmistir. Calismanin amacina
yonelik olarak nanopartikiillerin hedeflenen boyutlarda tiretilebilmesi, yiiksek etkin
madde yiikleme kapasitesinin saglanabilmesi amaciyla formiilasyonda kullanilacak
polimerler ve yardimci maddeler belirlenmistir. Calismamizda polikaprolakton (PCL),
poli(laktik asit-ko-glikolik asit) (PLGA), kitozan ve albiimin polimerik materyal

olarak kullanilmustir.

Hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlarinin in vitro 6zelliklerinin
degerlendirilmesi icin elde edilen nanopartikiillerde etkin madde yiikleme etkinligi,
partikiil biiyiikligli ve polidispersite indeksi, zeta potansiyeli gibi cesitli 6zellikleri
incelenmis ve optimum nanopartikiil formiilasyonlarmin belirlenmesine yonelik

degerlendirmeler yapilmistir.
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2.5.1.Karboplatin Yiikli PCL ve PLGA Nanopartikiil Formiilasyonlarimin

Hazirlanmasi

Suda ¢oziiniirliigii yiiksek olan karboplatin (>15 mg/ml) [National Center for
Biotechnology Information. PubChem Compound Database; CID=498142,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/498142 (Son erigim tarihi: June 21,
2018)] i¢in yiiksek iiretim verimine, yaklasik 200-400 nm boyutunda dar bir partikiil
buytikligl dagilimina ve yiliksek enkapsiilasyon etkinligine sahip formiilasyonlarin
elde edilmesine yonelik en uygun hazirlama yonteminin ¢ift emiilsiyon ¢oziici
buharlastirma yontemi olduguna karar verilmistir. Bu dogrultuda, Alex ve ark.(2016)
tarafindan yapilan c¢alismada yer alan yontem modifiye edilerek kullanilmigtir
Calismamizda PCL (45000 Da) ve PLGA (30000-60000 Da, 50:50) polimerik
materyal olarak kullanilmis ve ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi ile
polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasina yonelik dnformiilasyon

calismalar1 yapilmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Karboplatin yiiklii PCL ve PLGA bazli polimerik nanopartikiil formiilasyonlari

NP1 NP2 NP3 NP4 NP5
i¢ faz (Su) 0,5 ml 0,5ml 0,5 ml 0,5ml 0,5ml
KRB (mg) 5 5 5 5 5
PEG 2000 (mg)

Yag faz1 (DCM) 5ml 5ml 5ml 5mi 5ml
PCL (mg) 75 75 75 75
PLGA (mg) - - - 75 -

Dis faz (Su) 15 ml 15 ml 15 ml 15 ml 15 ml
PVA 300 300 300 300
CTAB 300
pH 6,0 6,0 10,0 10,0 10,0

NP1-NP4 kodlu formiilasyonlar i¢in; polimer organik ¢oziiclide ¢oziilerek yag
fazi, karboplatin saf su igerisinde ¢oziilerek su fazi olusturulmustur. Su fazi buz
banyosunda yiiksek hizli homojenizator (UltraTurrax T25 IKA Labortechnik, Staufen,
Almanya) kullanilarak yag fazinda 13500 rpm’de 15 dakika homojenize edilmistir.
Olusan primer emiilsiyon buz banyosunda yiiksek hizli homojenizatérle 13500

rpm’de, dis su fazi olan 15 mL %2 (a/h) polivinil alkol (PVA) ¢ozeltisi icerisinde
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dagitilmis ve ultrasonik prob (Bandelin Sonoplus HD 2070, Bandelin Elec., Almanya)
ile %80 genlikte 8 dakika sonike edilmistir. Olusan S/Y/S emiilsiyonu oda sicakliginda
4 saat 800 rpm’de manyetik karistiricida karistirilarak organik ¢oziiciiniin uzaklagsmasi
saglanmistir. 4 saat sonunda olusan nanopartikiiller 30 dakika 20000 rpm’de
santrifiijlenmis (Sigma Laboratory Centrifuge 3KS30, Almanya) ve saf su ile
yikanmistir. Daha sonra saf suda disperse edilerek 1 gece boyunca -20°C’de
dondurulan nanopartikiiller liyofilize edilmistir (Zirbus, VaCo 5 Lyophilizer,
Almanya) (Sekil 2.1). Hazirlanan tiim formiilasyonlarda organik ¢oziiclii olarak
diklorometan (DCM) kullanilmistir. Etkin maddenin enkapsiilasyon miktar1 {izerine
etkisi olabilecegi diisliniilerek NP2 formiilasyonunda PVA yerine farkli bir siirfaktan
setil trimetil amonyum bromiir (CTAB) kullanilmistir. NP5 kodlu formiilasyonda

primer emiilsiyon stabilitesini artirmak amactyla i¢ su fazina PEG 2000 eklenmistir.

Su fazi Primer
N + emiilsiyon
karboplatin ~
/"
Organik
¢ozici Sekonder
Dis su fazi .

+ emiilsiyon

polimer
yuksek hizli homojenizasyon Prob sonikasyon M: izitiitkalggr:ptr:am
13500 rpm’de 15 dk %80 genlikte 8 dk sonikasyon 9 s
Organik fazin ugurulmasi

Sekil 2.1. Karboplatin yiiklii PCL ve PLGA nanopartikiillerin iiretiminin sematik gosterimi

2.5.2.Karboplatin  Yiiklii = Kitozan  Nanopartikiil Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi

Elde edilen bulgular dogrultusunda ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi
kullanilarak hazirlanan karboplatin yiiklii PCL ve PLGA nanopartikiillerin hedeflenen
enkapsiilasyon etkinligine ulasamamasi, tiretim yonteminin valide edilmemesi ve

tekrarlanabilir sonuglar alinamamasi géz 6niine alinarak ¢aligmalara farkli bir polimer
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ve nanopartikiil hazirlama yontemi kullanilarak devam edilmistir. Calismamizda,
hidrofilik karakterli etkin maddelerin enkapsiilasyonu igin uygun bir polimer olan
kitozan kullanilarak (Wang ve ark., 2011) yine hidrofilik etkin maddeler igin
uygulamasi olduk¢a yaygin olan iyonik jelasyon yontemi ile karboplatin yiikli
nanopartikiiler sistemler elde edilmeye calisitimistir (Li ve ark., 2011). Iyonik jelasyon
yontemi, kitozanin pozitif yiiklii primer amino gruplar ile ¢apraz baglayici olarak
gorev yapan negatif yliklii polianyon gruplar1 arasindaki iyonik etkilesmelere dayanir

(Ergin ve ark., 2019; Fan ve ark., 2012; Grenha, 2012; Tilkan ve Ozdemir, 2017).

Iyonik jelasyon yonteminde diisiik molekiil agirlikl1 kitozan %1 (h/h) asetik asit
cozeltisi icerisinde 1 gece magnetik karistiricida karistirilarak ¢oziilmiis ve 0,45 um
por acikligina sahip seliiloz asetat filtreden siizlilmiistiir. Ultra saf su i¢erisinde ¢oziilen
capraz baglayici, buz banyosunda ultrasonik prob (Bandelin Sonoplus HD 2070,
Bandelin Elec., Almanya) ile %80 genlikte 3 dakika sonike edilerek, pH’s1 5’e
ayarlanmis 10 mL kitozan ¢ozeltisi ile karistirilmistir (Cizelge 2.2). Kitozanin pozitif
yiiklii gruplar ile capraz baglayicinin negatif gruplari arasinda meydana gelen iyonik
etkilesmeler sonucu olusan nanopartikiiller 30 dakika 20000 rpm’de santrifiijlenmis
(Sigma Laboratory Centrifuge 3KS30, Almanya) ve saf su ile yikanmigtir. Daha sonra
saf suda disperse edilerek 1 gece boyunca -20°C’de dondurulan nanopartikiiller
liyofilize edilmistir (Zirbus, VaCo 5 Lyophilizer, Almanya) (Sekil 2.2).

Capraz
baglayici
¢ozeltisi

Kitozan ¢ozeltisi

C:j 0:03

Sekil 2.2 Karboplatin yiiklii kitozan nanopartikiil iiretiminin sematik gosterimi
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Cizelge 2.2 Karboplatin yiiklii kitozan nanopartikiil formiilasyonlarinin bilegimi

Clbos  C2bos c1 c2 c3 ca c5 C6
KRB - - 10 10 5 5 5 5
Polimer Cﬁze(”rﬁ; 10 10 10 10 10 10 10 10
Kitozan (mg) 10 10 10 10 10 10 20 10
Capraz baglayic | g 5 5 5 5 5 10 10
cozeltisi (ml)
Arap zamk 33 33 33 33 33 33
(mg/ml)
TPP (mg/ml) - - - - - - 1 1

2.5.3.Karboplatin  Yiiklii = Albiimin  Nanopartikiil Formiilasyonlarimin

Hazirlanmasi

PCL, PLGA ve kitozan gibi farkli polimerler ile ¢ok sayida formiilasyon
calismas1 yapilmis; ancak karboplatinin enkapsiilasyon etkinligi hedeflenen diizeye
getirilememis ve iiretimlerde tekrarlanabilirlik saglanamamistir. Bu durum
calismamizda kullanabilecegimiz polimerik materyale bir kisitlama getirmistir.
Yapilan literatiir aragtirmalar1 sonucunda, albiiminin suda ¢6zlinen etkin maddelerin
nanosistemlere yiiklenmesi i¢in uygun bir materyal oldugu tespit edilmis ve
calismamizin ¢ekirdek kismini olusturacak nanopartikiillerin hazirlanmasi ig¢in
desolvasyon yontemi ile albiimin nanopartikiillerin {iretilmesine ¢alisilmistir (Dubey

ve ark., 2015; Li ve ark., 2009; Merodio ve ark., 2001; Shome ve ark., 2009).

Calismamizda oncelikle bovin serum albliminin (BSA) sudaki ¢oziiniirliigii
magnetik karistiricida siirekli karistirilarak 1 ml/dk sabit hizda damla damla etanol
eklenmesiyle azaltilmis ve alblimin agregatlar1 olusturulmustur. Olusan agregatlar ise
181 ya da glutaraldehit uygulamasi ile ¢capraz baglanarak stabilize edilmistir. Elde edilen
nanopartikiil dispersiyonu 30 dk 4°C’de 30000 rpm’de santrifiijlenerek (Sigma
Laboratory Centrifuge 3KS30, Almanya) saflastirilmig ardindan -20°C’de dondurulan
nanopartikiiller 24 saat boyunca liyofilize edilmistir (Zirbus, VaCo 5 Lyophilizer,
Almanya) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Albiimin nanopartikiilleri hazirlanmasinin sematik gosterimi

Albiimin  nanopartikiill ~ formiilasyonlarinin  hazirlanmasinda  albiimin
nanopartikiillerin olusumu sirasinda anahtar rolleri oynayan formiilasyon ve islem
degiskenleri ayr1 ayr1 incelenerek sonuclar degerlendirilmistir. 47,04 ng/mg, 18,80
pg/mg ve 940 pg/mg glutaraldehit:BSA orant kullanilarak elde edilen
nanopartikiillerin partikiil bliytlikliigii ve karboplatinin enkapsiilasyon etkinligi tizerine
etkileri incelenmistir (Cizelge 2.3). Literatiirde yer alan protein nanopartikiillerin in
vitro o6zelliklerinin kullanilan dispersiyon ortamindan onemli oranda etkilendigi
belirtilmistir. Bu sebeple ¢alismamizda dispersiyon ortami olarak su ve sodyum kloriir
¢ozeltisi kullanilarak karboplatin yiiklii albiimin nanopartikiiller hazirlanmis ve elde
edilen nanopartikiiler sistemler degerlendirilmistir (Cizelge 2.3). Tiim matris yapili
ilag tastyici sistemlerin hazirlanmasinda kullanilan tasiyict materyalin konsantrasyonu
basta partikiil biiyiikliigii ve enkapsiilasyon etkinligi olmak iizere elde edilen
nanopartikiiler sistemlerin 6zelliklerini etkilemektedir. Bu nedenle calismamiz
kapsaminda %2, %2,5 ve %5 olmak iizere farkli konsantrasyonlarda BSA ¢ozeltisi
kullanilarak BSA konsantrasyonun hazirlanan nanopartikiiller {izerindeki etkisi
arastirilmistir (Cizelge 2.4). Desolvasyon isleminde albiimin molekiillerinin ¢éziinme
ortamindaki ¢Ozlniirliigli bir desolvasyon ajan1 kullanilarak azaltilmakta ve
nanopartikiillerin olusumu saglanmaktadir. Bu islem basamaginda 2:1, 3:1 ve 4:1
olmak ftizere ii¢ farkli oranda etanol kullanilarak kullanilan desolvasyon ajani

miktarmin etkileri incelenmistir (Cizelge 2.5). Albiimin molekiilleri desolvasyon
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islemi ile albiimin agregatlari olusturduktan sonra cesitli yontemlerle stabilize
edilmelidir. Calismamizda stabilizasyon islemi 70°C’de 30 dk boyunca 1s1 uygulamasi
ya da glutaraldehit ile capraz baglama seklinde gergeklestirilerek bu iki farkli yontemin
elde edilen nanopartikiiller iizerine etkisi incelenmistir (Cizelge 2.6). Protein
molekiillerinin ¢oziiniirliigiinii ve yiizey yiikiinii etkileyen temel degiskenlerden biri
cozeltilerinin pH’sidir. Bu bilgiye dayanarak ¢aligmamizda farkli pH’larda (pH 5,0,
pH 7,2 ve pH 11,0) BSA ¢ozeltisi kullanilarak albiimin nanopartikiiller hazirlanmis ve
in vitro 6zellikleri incelenmistir (Cizelge 2.7). Yiizey etkin madde varligi matris yapili
sistemlere etkin madde yiiklenmesini ve ¢oziinme hizimi etkileyen parametrelerden
biridir. Calismamizda farkli konsantrasyonlarda poloksamer 188 kullanilarak albimin
nanopartikiiller hazirlanmis ve kullanilan bu ylizey etkin maddenin karboplatin
enkapsiilasyonu ve ¢oziinme hizina etkisi degerlendirilmistir (Cizelge 2.8). Kanser
tedavisinde kullanilan nanopartikiiler ilag¢ tasiyici sistemlerin partikiil biiytiklikleri
hedef dokuda birikimlerini saglayan en 6nemli 6zelliklerinden biridir. Calismamizda
albiimin nanopartikiillerin hazirlandig1 karistirma hiz1 degistirilerek partikiil

biiyiikliikleri (Cizelge 2.9) incelenmis ve sonuglar degerlendirilmistir.

Cizelge 2.3. Farkli Glutaraldehit:BSA oranlar1 ve dispersiyon ortamlar1 kullanilarak hazirlanan nanopartikiil
formiilasyonlari.

Dispersiyon BSA BSA Glutaraldehit: Desolvasyon ajani:

Kod persty konsantrasyonu  ¢ozeltisi ) pH yon aj -

ortami o BSA orani sulu faz orani (h:h)

(%) (ml)

Ar1 (IR 2,5 2 4704 pg/mg 11 4:1
AFp | Suluortam 25 2 1880 pg/mg 11 4:1
Ars [ 2,5 2 9,40 pgmg 11 41
AF4 | NaCl ¢ozeltisi 2,5 2 47,04 ng/mg 11 4:1
AF5 | NaCl ¢ozeltisi 2,5 2 18,80 pg/mg 11 4:1
AF6 | NaCl ¢ozeltisi 2,5 2 9,40 pg/mg 11 4:1

Cizelge 2.4. Farkli BSA konsantrasyonlarinda hazirlanan albiimin nanopartikiil formiilasyonlari.

BSA BSA Desolvasyon Capraz baglama
Kod  Kkonsantrasyonu  ¢ozeltisi pH ajani:sulu faz orani p on ter%li

(%) (mh) (hch) Y
AF7 5 2 11 41 1,56 pg/mg BSA
AF8 25 2 11 4:1 1,56 pg/mg BSA
AF9 2 2 11 4:1 1,56 ng/mg BSA
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Cizelge 2.5. Farkli desolvasyon ajani:sulu faz orani ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlari.
Desolvasyon BSA BSA Capraz baglama
Kod ajant:sulu faz oran1 konsantrasyonu  ¢ozeltisi pH P Snte r%li
(h:h) (%) (mh) Y
AF10 2:1 2 2 11 1,56 ng/mg BSA
AF11 31 2 2 11 1,56 pg/mg BSA
AF9 4:1 2 2 11 1,56 pg/mg BSA

Cizelge 2.6. Farkli capraz baglama yontemleri ile hazirlan nanopartikiil formiilasyonlari.

Capraz baglama BSA BSA Desolvasyon
Kod P 6nteng1i konsantrasyonu ¢ozeltisi pH ajant:sulu faz orani
’ (%) (mh) (hch)
AF11 1,56 pg/mg BSA 2 2 11,0 31
AF12 70°C 2 2 11,0 31
AF13 1,56 pg/mg BSA 2 2 7,2 2:1
AF14 70°C 2 2 7,2 2:1

Cizelge 2.7. Farkli pH’larda BSA ¢ozeltisi ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlari.

_BSA BSA BSA " GlutaraldenitBsa | Desolvasyon
Kod ¢Ozeltisinin konsantrasyonu ¢Ozeltisi oran ajant:sulu faz orant
pH’s1 (%) (ml) (h:h)
AF15 5,0 2 2 1,56 pg/mg BSA 2:1
AF13 7.2 2 2 1,56 ng/mg BSA 2:1
AF10 11,0 2 2 1,56 pg/mg BSA 2:1

Cizelge 2.8. Farkli konsantrasyonda ylizey etkin maddeler ile nanopartikiil formiilasyonlari.

.. . BSA - .
Kod Yiizey etkin konsantrasyonu pH Capra}; bagl‘ama Desolvasyon aJa.m.sulu
madde (%) yontemi faz orani1 (h:h)
AF13 - 2 72 1,56 ng/mg BSA 2:1
%0,2 .
AF16 Poloksamer 188 2 7,2 1,56 pg/mg BSA 2:1
AF17 0,5 2 7,2 1,56 pg/mg BSA 2:1
Poloksamer 188 ' 20 HEME ’
)
AF1g | %1 Pol'ggsamer 2 7,2 1,56 pg/mg BSA 2:1

Cizelge 2.9. Farkli iki karigtirma hizinda hazirlanan albiimin nanopartikiil formiilasyonlari.

Karistirma BSA BSA Capraz baglama Desolvasyon
Kod h$m konsantrasyonu  ¢dzeltisi pH P 6nteng11 ajant:sulu faz oran
(%) (mi) Y (h:h)
AF13 600 rpm 2 7,2 1,56 ng/mg BSA 2:1
AF19 | 1200 rpm 2 72 1,56 ng/mg BSA 2:1




2.5.4.Optimum Karboplatin Yiiklii Albiimin Nanopartikiil Formiilasyonunun

Belirlenmesi

Calismamizda karboplatin yiiklii alblimin nanopartikiil formiilasyonlarinin
optimizasyonu i¢in daha az deney sayisi ile sonug alabilmek amaciyla Box-Behnken
tasarim1  (BBD) kullanilmistir. Deneysel tasarim, Design Expert 7.0 yazilimi
kullanilarak gerceklestirilmistir. BBD, bagimsiz degisken kombinasyonlariin {i¢
seviyede ele alindigi, islem alan1 ve merkez kenarlarinin orta noktalari, bagimsiz bir
ikinci dereceden tasarimdir (Vozza ve ark., 2018). Bagimsiz degisken olarak
calismamizda albiimin nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerini 6nemli oranda
etkiledigini belirledigimiz ve Zu ve ark. (2009) tarafindan da uygulanan BSA
konsantrasyonu (X1), desolvasyon ajani:su fazi orani (X2) ve BSA:Glutaraldehit orani
(X3) segilerek 1i¢ degiskenin ¢ seviyesi kullanilmak {izere 12 deney
gerceklestirilmistir (Cizelge 2.10 ve Cizelge 2.12). Partikiil biiytikliigii (Y1) ve partikiil
biiyiikliigii dagiliminin (Y2) en diisiik, enkapsiilasyon etkinliginin (Y3) ise en yiiksek
seviyede olmasi hedeflenmistir (Cizelge 2.11). Matematiksel modellerin uygunlugu p
degerler1 ve determinasyon katsayilar1 esas alinarak belirlenmistir. Optimizasyon
istenilen hedefe ulasma (desirability) fonksiyonu kullanilarak 6nceden belirlenen

sinirlar goz oniine alinarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 2.10. Box-Behnken tasarimindaki bagimsiz degiskenler ve seviyeleri

Seviyeler
Bagimsiz degiskenler
Diisiik Orta Yiiksek
BSA konsantrasyonu (%) X1 2 3 4
Desolvasyon ajant:su fazi orant X2 2:1 3:1 4:1
BSA:Glutaraldehit oran1 (ug.mg™) X3 1,56 4,68 7,80

Cizelge 2.11. Box-Behnken tasarimindaki bagimli degiskenler ve hedeflenen degerler

Bagiml degiskenler Hedeflenen degerler
Partikiil biiyiikliigii (nm) Y1 En diisiik
Partikdil bliytikliigi dagilimi Y2 En diisiik
Enkapsiilasyon etkinligi (%) | Ys En yiiksek
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Cizelge 2.12. Box-Behnken tasarimi

X1 X2 X3
4 3 1,56
2 4 4,68
3 4 1,56
3 4 7,80
4 2 4,68
4 4 4,68
3 2 1,56
2 3 1,56
4 3 7,80
3 2 7,80
2 3 7,80
2 2 4,68

2.5.5.Karboplatin Yiikli Albiimin Nanopartikiillerin Lipit Tabaka ile

Kaplanmas

Projemizde {iretilen ¢ekirdek albiimin nanopartikiillerin; hiicrelerle etkilesimini
artirmak, hiicre membranina benzer yapisi nedeniyle biyouyumlulugunu artirmak,
dolasimda kalis siiresini uzatmak, suda ¢oziiniirliigli yiiksek olan etkin maddelerin
disar1 sizmasinm engellemek gibi avantajlara sahip olmalar1 nedeniyle lipit yapili bir
kabuk tabakasiyla kaplanmalari planlanmistir (Hadinoto ve ark., 2013). Bu amagla
farkli formiilasyon ve proses parametrelerinin degistirilmesiyle elde edilen optimum
karboplatin yiiklii alblimin nanopartikiil formiilasyonunun, farkli lipit bilesenlerden
olusan bir kabuk materyali ile kaplanmasina ¢alisilmis, ikinci etkin maddemiz olan
desitabin bu tabakaya ytiklenmistir. Lipit kaplama islemi lipit film hidrasyonu yontemi
ile gerceklestirilmistir (Li ve ark., 2015; Meng ve ark., 2015; Sengupta ve ark., 2005;
Wang ve ark., 2010; Zhao ve ark., 2015) (Sekil 2.4).
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Cekirdek
nanopartikiiller

Sonikasyon
Lipit film

Sekil 2.4. Lipit kapli albiimin nanopartikiil iretiminin sematik gosterimi.

Bu yonteme gore kullanilacak lipitler 2 ml kloroformda ¢6ziilmiis ve 50 ml’lik
bir balona alinmistir. Balon ¢eperinde diizgiin bir lipit film elde edebilmek amaciyla
organik ¢oziicii rotavaporda (Buchi Rotavapor RII) 40°C’de 60 rpm’lik sabit donii
hizinda ugurulmustur. Elde edilen lipit film, 30 mg karboplatin yiiklii albliimin
nanopartikiil ve PBS pH 7.4 icerisindeki desitabin ¢ozeltisi ile ultrasonik banyoda
kullanilan lipitlerin faz gegis sicakliklarinin 5°C tizerinde 10 dk sonike edilerek hidrate
edilmigtir. Lipit filmin ultrason yardimiyla nanopartikiillerin yiizeyinde yeniden
olusumu saglandiktan sonra olusan lipit kapli albiimin nanopartikiiller 1 saat boyunca
30000 rpm’de 4°C’de santrifiijlenerek ayrilmistir. Ayrilan partikiiller saf su igerisinde
disperse edilip -20 °C’de dondurulmus ve 24 saat boyunca liyofilize edilmistir. Lipit
kaplama yapilirken farkli lipit:nanopartikiil oran1 ve farkl lesitin:kolesterol oranlar
kullanilarak lipit kaplama islemi optimize edilmeye ¢alisilmistir (Cizelge 2.13). Lipit
kaplama isleminin basarili sekilde gerceklestirildigi oranlar belirlendikten sonra farkli
dispersiyon ortami hacimleri (Cizelge 2.14) ve farkli lipit bilesimleri (Cizelge 2.15)
kullanilarak ¢ekirdek albiimin nanopartikiillerden dispersiyon ortamina sizan
karboplatin orani azaltilmaya, lipit kaplamaya yiiklenen desitabin miktar1 artirilmaya
ve optimum partikiil biiyiikliigi, partikiil biiyiikliigii dagilim1 ve zeta potansiyele sahip

lipit kapl1 albiimin nanopartikiillerin hazirlanmas1 amaglanmistir.
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Cizelge 2.13. Farkl lipit:nanopartikiil orami ve farkli lipit oranlarinin lipit

formiilasyonlar iizerine etkisi.

Lipit: Lipit bilegimi Dispersiyon DES

Kod nanopartikiill ~ (Lesitin:Kolesterol) hacmi (ma)
orani (a/a) (a:a) (ml) 9
LAl 1:1 1:1 10 X
LA2 1:1 1:0,5 10 X
LA3 0.5:1 1:1 10 X
LA4 0.5:1 1:0,5 10 X

kapli albiimin nanopartikiil

Cizelge 2.14. Lipit kaplama iglemi sirasinda dispersiyon ortamina sizan karboplatin miktarini azaltmaya yonelik

caligmalar.
Lipit: Lipit bilesimi Dispersiyon
Kod nanopartikiill  (Lesitin:Kolesterol) hacmi }(<n$E)I’ I(?:S)
orani (a/a) (a:a) (ml) 9 9
LAS5 1:1 1:0,5 5 5 1
LAG 1:1 1:.0,5 2 5 1
Cizelge 2.15. Farkli lipit bilesimlerinin lipit kapli albiimin nanopartikiiller iizerine etkisi.
Lipit: Lipit bilesimi Dispersiyon
Kod nanopartikiil ~ (Fosfolipit:Kolesterol hacmi I(TE? (DmES)
orant (a:a) Oleik asit) (a:a:a) (ml) g g
LA6 1:1 1(Lesitin):0,5 2 5 1
LA7 1:1 1(Lesitin):0,5:0,4 2 5 1
5 mg ¢ekirdek
LA7-D 1:1 1(Lesitin):0,5:0,4 2 5
1 mg kabuk
LA8 1:1 1(Lesitin):0,5:0,4 2 20 1 mg kabuk
5 mg ¢ekirdek
LA8-D 1:1 1(Lesitin):0,5:0,4 2 20
1 mg kabuk
5 mg ¢ekirdek
LA9 1:1 1(Lesitin):0,5:0,4 2 1
20 mg kabuk
LA10 1:1 1(DPPC):0,5 2 5 1
LA11 1:1 1(DPPC):0,5:0,4 2 5 1
LA12 1:1 1(DSPC):0,5 2 5 1
LA13 1:1 1(DSPC):0,5:0,4 2 5 1
LA14 1:1 1(DMPC):0,5 2 5 1
LA15 11 1(DMPC):0,5:0,4 2 5 1
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2.5.6. Hazirlanan Nanopartikiiler Sistemlerin Karakterizasyonu

2.5.6.1.Partikiil Biiyiikliigii ve Partikiil Biiyiikligii Dagilim

Hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biiyiikligi ve partikiil biytikligi
dagilimmi tanmimlayan polidispersite indeksleri Malvern Mastersizer ZS (Malvern

Instruments, Ingiltere) cihaz ile gerceklestirilmistir.

Liyofilize toz halindeki nanopartikiiller ultrasaf su ile disperse edildikten sonra

Olciimler oda sicakliginda ve ardisik alt1 6l¢iim seklinde gergeklestirilmistir.

2.5.6.2.Zeta Potansiyeli Ol¢iimii

Nanopartikiiler sistemlerin ylizey yiikleri hakkinda bilgi veren zeta potansiyel
degerinin 6l¢iimii igin Malvern Mastersizer ZS (Malvern Instruments, Ingiltere) cihazi

kullanilmigtir. Deneysel ¢alisma Boliim 2.5.6.1°de anlatilan sekilde yiiriitilmiistiir.

2.5.6.3. Formiilasyonlara Yiiklenen Etkin Madde ve Enkapsiilasyon Etkinligi
Tayini

Polimerik nanopartikiillerin etkin madde miktar tayinleri indirekt yontem ile
stipernatandan yapilmistir. Nanopartikiillerin iiretimi sirasinda elde edilen siipernatan
0,22 um por agikligina sahip seliiloz asetat filtreden stiziiliip saf su ile seyreltilerek
gelistirilen HPLC miktar tayini yontemi ile analiz edilmistir. Nanopartikiillere
yiiklenen etkin madde miktar1 (YK) ile enkapsiilasyon etkinligi (EE) asagidaki
esitlikler ile hesaplanmistir (n=6).

Nanopartikiile yliklenen etkin madde miktarl/

%YK = ( Nanopartikiul miktart

)x1oo

Esitlik 2.3.
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Toplam etkin madde miktar: — Serbest etkin madde miktarl/
Toplam em miktart

Esitlik 2.4.

%EE = x100
( )

2.5.6.4. In Vitro Coziinme Hiz1 Cahismalari

Etkin maddelerin nanopartikiil formiilasyonlarindan in vitro ¢oziinme hizi
calismalar1 diyaliz membran ydntemi kullanilarak yapilmustir. fn Vitro ¢dziinme hizi
caligmalar1 karboplatin igeren ¢ekirdek nanopartikiiller ile karboplatin ve desitabin
iceren lipit kapli nanopartikiil formiilasyonlarinda gerceklestirilmistir. Hazirlanan
nanopartikiiller 2 ml ¢6ziinme ortaminda (%0,1 Tween 80 igeren pH 5,5 fosfat
tamponu) disperse edilerek diyaliz membrana (Sigma, 12000 Da MWCO)
yerlestirilmistir. Membranlar 10 mL %0,1 Tween 80 igeren pH 5,5 fosfat tamponu
¢oziinme ortamina konulmus, 37+0,5°C’de, yatay c¢alkalayicili su banyosunda (Jeio
Tech SI-300 (Jeio Tech Co. Ltd, Giiney Kore)) 100 rpm ¢alkalama hizinda
calisilmistir. Belirli zaman araliklarinda ¢6ziinme ortami esit hacimde taze ¢Oziinme
ortami ile degistirilmistir. Alinan 6rnekler 0,22 pm seliiloz asetat filtreden siiziiliip
HPLC’de analiz edilmistir. Deneysel ¢alisma her bir nanopartikiil formiilasyonu i¢in
lic paralel olarak gergeklestirilmis ve formiilasyonlardan agiga ¢ikan karboplatin ve
desitabinin ylizde miktarlar1 zamana kars1 grafige gegirilerek salim profilleri elde

edilmistir.

pH 5.5 Fosfat Tamponu (Avrupa Farmakopesi 6) hazirlanmasi

Cozelti A:

Potasyum dihidrojen fosfat R 13,61 ¢
Distile su R y.m. 1000,0 mL
Cozelti B:

Disodyum hidrojen fosfat R 35.81¢g
Distile su R y.m. 1000.0 mL

*Cozelti A ve Cozelti B Avrupa Farmaskopesi 6,0’da yer alan yukaridaki formiile
hazirlanarak 96,4 mL Cozelti A ve 3,6 mL Cozelti B karistirilmis ve pH 5,5°¢

ayarlanmistir.
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2.5.6.5. Gec¢irimli Elektron Mikroskop (TEM) Analizi

Kaplanmamis ve lipit kaplanmis albiimin nanopartikiillerin morfolojik
Ozelliklerinin tayini i¢in partikiillerin TEM (FEI Tecnai G2 TEM) ile goriintiilemesi
yaptlmistir. Calisma Li ve ark.’nin c¢alismasinda belirtilen prosediir uygulanarak
gerceklestirilmistir (F. Li ve ark., 2015). Nanopartikiiller saf su igerisinde disperse
edildikten sonra karbon kapl grid {izerine damlatilmis ve oda sicakliginda kurumasi
saglanmistir. Gorlintiillemenin daha net yapilabilmesi ve kaplama tabakasinin
goriilebilmesi i¢in nanopartikiiller %2 (a/h) uranil asetat ¢ozeltisi ile 2 dakika boyunca
negatif boyandiktan sonra tekrar oda sicakliginda kurutulmus ve TEM cihazi ile

goriintliilenmistir.

2.5.6.6.Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM) Analizi

Gelistirilen karboplatin yiliklii albliimin nanopartikiiller ile karboplatin ve
desitabin yiikli lipit kapli alblimin nanopartikiillerin yapisal sekillerinin ve yiizey
morfolojileri ile {i¢ boyutlu goriintiilerinin tayin edilebilmesi i¢in AFM analizleri
yaptlmistir. AFM analizinde yiizeyin atomik boyutlara kadar sivriltilmis bir igne
ucunun ornek ylizeyi tizerindeki hareketleri yardimiyla, yiiksek c¢oziintirliikte, ii¢
boyutlu goriintiilenmesini saglanmaktadir. Goriintiileme, igne ucu ile 6rnek yiizeyi
arasindaki itme-¢ekme kuvvetleri seklindeki etkilesiminin incelenmesi sonucunda
gergeklestirilir. Analiz; ignenin 6rnek ylizeyine temas ettigi temas yontemi, ignenin
ornek yiizeyine temas etmedigi temassiz yontem ve ignenin 6rnek yiizeyine vuruslar

yaptig1 vurma yontemi olmak tizere ii¢ farkl sekilde yiiriitiilebilir.

Calismamizda Veeco MultiMode V markali AFM cihazi kullanilmistir. Analizi
icin seyreltik sulu dispersiyonu hazirlanan 6rnekler 1 cm x 1 cm boyutlarinda kesilen
lamlar {izerine damlatilmis, diisiik bir elektrik akimi ile yiiksek hizda dondiiriilen
lamlarin iizerindeki suyun merkezkag kuvveti etkisiyle savrularak kurumasi saglanmas,

ardindan vurma yontemi kullanilarak analiz ger¢eklestirilmistir.
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2.5.6.7. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizleri

BSA, karboplatin yiiklii albiimin ve lipit kapl karboplatin ve desitabin yiiklii
alblimin nanopartikiiller ile ¢alismamizda kullanilan lipitlerin diferansiyel taramali
kalorimetre (DSC) (Shimadzu DSC-60, Japan) analizi yapilarak formiilasyonda
herhangi bir gecimsizlik olup olmadig1 ve enkapsiile edilen etkin maddenin ilag tasiyict
sistem igerisindeki fizikokimyasal durumu degerlendirilmistir. Bu amacgla DSC
cihazinin analiz bolmesine i¢inde toz halde yaklasik 2 mg numune bulunan aliiminyum
numune kabi yerlestirilerek, numuneler 25°C’den 300°C’ye dakikada 10°C sicaklik

artig1 ile 1sitilarak bu sicaklik araliginda termogramlart alinmigtir.

2.5.6.8. X-151m1 Kirinimi (XRD) Analizi

Etkin maddelerimiz olan karboplatin ve desitabinin formiilasyon bilesenleri ile
gecimsizligi olup olmadigi karboplatin ve desitabinin yaninda secilen lipit kapl
alblimin  nanopartikiil  formiilasyonun X 1s1m1  difraktogrami  alinarak
degerlendirilmistir. Bu amagla LA7 kodlu lipit kapli albiimin Nanopartikiil
formiilasyonu bakir kaynakli X 1s1n1 tiiptine sahip X-151n1 Toz Difraktometresi ile 3-
80°C araliginda 2 6 difraksiyon agisi ile analiz edilerek x-151n toz difraktogrami

alinmustir.

2.6.Stabilite Calismalari

LA7 kodlu karboplatin ve desitabin kombinasyonu ytiklii lipit kapli alblimin
nanopartikiil formiilasyonunun stabiliteleri farkli sicaklik degerlerinde incelenmek
lizere teste tabi tutulmus ve saklama sicaklifinin nanopartikiil formiilasyonlarmin
partikiil biiytikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerleri iizerine etkisi
incelenmis ve nanopartikiil formiilasyonlarindaki olas1 degisimler DSC termogramlari

ve TEM goriintiileri ile degerlendirilmistir.
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Bu amagla hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlar1 liyofilize halde 5°C’de ve
25°C’de %60 bagil nem varhiginda bekletilmistir. Uciincii ay sonunda belirtilen
analizler yapilarak nanopartikiil formiilasyonlarinin stabilitesi incelenmistir. Stabilite

calismalar1 halen devam etmektedir.

2.7.Nanopartikiillerin Sterilizasyonu

2.7.1.Nanopartikiillerin Sterilizasyon Yoéntemi

Hazirlanan ¢ekirdek albiimin nanopartikiilleri ve lipit kapli albiimin
nanopartikiillerin sterilizasyonu, Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu’nda Sekil 2.5’te
goriilen Cobalt-60 kaynagi kullanilarak 25 kGy gama radyasyon uygulamasi ile
gerceklestirilmistir.

2.7.2.Sterilizasyon Sonrasinda Yapilan Kontroller
Gama radyasyon ile sterilize edilen ¢ekirdek albiimin nanopartikiil ve lipit kapl
alblimin nanopartikiil formiilasyonlarinda sterilizasyon isleminin formiilasyonlarin in

vitro ozellikleri {izerine etkisinin arastirllmasi amaciyla partikiil biyikligi ve

dagilimi, zeta potansiyel dl¢iimleri ile TEM analizleri gergeklestirilmistir.
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Sekil 2.5. TAEK 'te sterilizasyon igleminin gergeklestirildigi Cobalt-60 kaynagi Gama-Cell cihaz1.

2.8.In vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Caligmamizda saf etkin maddeler ile gelistirilen nanopartikiil formiialsyonlarinin
sitotoksik etkileri, hiicresel alimlari, apoptoz ve direncin modiilasyonu ile ilgili
caligmalar platin bazli kemoterapiye duyarlt A2780 ve direngli A2780cis hiicre dizileri

izerinde yapilan hiicre kiiltiirii calismalar ile degerlendirilmistir.

2.8.1. Hiicre Dizisi ve Hiicre Kiiltiirii Kosullari

Calisma kapsaminda, A2780 insan over kanseri ve A2780cis sisplatin direngli
insan over kanseri hiicre dizileri kullanilmistir. Hiicreler 25 ¢cm? hiicre kiiltiirii flaski
icerisinde, %10’ luk fotal dana serumu (FBS), antibiyotik (Penisilin/Streptomisin) ve
%1 L-glutamin igeren RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) tam besiyeri
ortaminda 37°C’de %5 CO2’lik etiivde ¢ogaltilmistir. Her 3 giinde bir besi yeri
degistirilerek tek tabaka halinde bliyiiyen hiicreler haftada bir defa tripsinizasyon
islemi ile pasajlanmigtir. A2780 hiicre dizileri 70 saatlik inkiibasyon sonucu %80-85

yogunluga ulasarak deneye hazir hale getirilmistir.
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2.8.2. Sitotoksisite calismalar:

Serbest karboplatin ve desitabin, bos nanopartikiil formiilasyonu ve
nanopartikiiler sistemlere yiiklenmis etkin maddelerin sitotoksisite ¢calismalart MTT
(3-(4,5-dimethiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir.  MTT yOntemi, canli hiicrelerin mitokondriyal siiksinat
dehidrogenazlar: aracilifiyla ¢6ziiniir metil-tiyazol-tetrazolyum tuzunu, ¢dziinmeyen
formazana doniistiirmesi ve ¢6ziinmeyen bu kristallerin sodyumdodesil siilfat (SDS)
ile suda ¢ozliniir hale getirilmesi ile olusan renk siddetinin kolorimetrik olarak 6l¢iimii

esasina dayanan bir sitotoksisite testidir.

Sitotoksisite ¢alismalari saf etkin maddeler i¢in Cizelge 2.16’da gosterilen deney
gruplarinda belirtilen tedavi protokolii ile ve gelistirilen karboplatin ve desitabin yiiklii

lipit kapl1 albiimin nanopartikiil formiilasyonlar iizerinde gerceklestirilmistir.

Cizelge 2.16. Deney gruplari

Grup Uygulanan tedavi (Toplam 72 saat)

l. Grup Desitabin (24 saat) >
I1. Grup - Karboplatin (48 saat) >
11. Grup Desitabin (24 saat) Karboplatin (48 saat) >
V. Grup - Desitabin + Karboplatin (48 saat) —
V. Grup Desitabin (24 saat) Desitabin + Karboplatin (48 saat) —
V1. Grup Bos Nanopartikiil >
VII. Grup LA7 >
VIII. Grup LA7D >
IX. Grup LA8 >
X. Grup LA8D >
XI. Grup LA9 >

MTT deneyi protokolii dogrultusunda hiicreler plak kuyularina kuyu bagina 4000
hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelerin kuyu tabanina yapismalart i¢in 24 saatlik
inkiibasyondan sonra belirlenen dozlarda ve tedavi protokoliine gore serbest etkin
maddeler, bos nanopartikiil formiilasyonu ya da etkin madde yiiklii nanopartikiil
formiilasyonlar1 kuyulara eklenmistir. Her bir doz i¢in 4 bagimsiz deneme yapilmistir
(n=4). Hiicre canlilig1 analizi i¢in sadece besiyeri eklenen kontrol ornekleri ile 8

bagimsiz deneme yapilmistir (n=8). Belirlenmis olan siirelerin sonunda ise kuyulara 5
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mg.mL" konsantrasyonda hazirlanan 50 uL. MTT eklenmis ve 4 saat inkiibe edilmistir.
4 saat sonunda %45 DMF (Dimetilformamid) iginde ¢6ziilmiis %23 SDS ¢ozeltisi (pH
4,7) eklenerek bir gece etiivde bekletilmis ve olusan renk degisimleri plak okuyuculu
spektrofotmetre cihazindan 570 nm dalga boyunda okunmustur (Sekil 2.6). Analiz
sonucunda elde edilen absorbans (OD) degerleri sonuglarindan yola ¢ikilarak Esitlik
2.5 ile % hiicre canliligi hesaplanmistir. Buna gore, %50 ve {izerinde hiicre Sliimii

goriilmesi ilaca duyarli cevap olarak degerlendirilmistir.

Ortalama OD (etkin madde ya da etkin madde yikli formilasyon) . o
1- x100 = %Hiicre olimi

Ortalama 0D (kontrol kuyusu)
Esitlik 2.5.

Seri Diltisyon ve

) ilag ile Muamele
Kuyu basina 4000 hiicre

‘000000000000 \Cv\m

Hicre Kultlra

N\
NS

72 saat
£ iy
£ S
e A
2 §
u N
MTT
Spektrofotometre
ile Analiz

Sekil 2.6. MTT sitotoksisite testi deney protokolii

2.8.3. Hiicresel Almin Konfokal Goriintiilleme ile Belirlenmesi

Cekirdek albiimin nanopartikiiller ile lipit kapli albiimin nanopartikiillerin
A2780 ve A2780cis hiicrelerine alimi1 konfokal mikroskop goriintiilemesi ile
degerlendirilmistir. Bu amacla nanopartikiiler sistemlere etkin maddeler yerine
floresan 6zellik gosteren rodamin B yiiklenmistir. A2780 hiicreleri 10000 hiicre/kuyu
A2780cis hiicreleri ise 15000 hiicre/kuyu olacak sekilde 8-kuyulu plaklara (Lab-

Tek™, Nunc™, Thermo Scientific™) ekilmis ve hiicrelerin kuyu tabanina yapigmast
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icin RPMI-1640 (Biological Industries) besiyeri igerisinde etiivde 24 saat inkiibe
edilmistir. 24 saatlik siirenin sonunda rodamin B yiiklii lipit kapli albiimin
nanopartikiiller plaklara eklenmis, ardindan 8 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda
kuyulardaki besiyeri ¢ekilmistir. Her bir kuyu 3 kez 300 uL soguk PBS ile yikanmuistir.
Bu asamadan sonra kuyu tabanindaki hiicreler %4 parafolmaldehit ile oda sicakliginda
20 dakika fikse edilmistir. Fiksasyon asamasindan sonra kuyular 3 kez soguk PBS ile
yikanmis ve 5 pg/ml konsantrasyonda DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) ile 5
dakika inkiibe edilmistir. Plaklar 3 defa daha soguk PBS ile yikandiktan sonra lam
tizerine %70 gliserol damlatilarak lamel ile kapatilmistir. Rodamin B yiiklii lipit kapl
albiimin nanopartikiillerin 8 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda gerceklesen hiicresel
alimlar1 konfokal mikroskop (Zeiss LSM 880, AxioObserver) ile goriintiilenmesi ile
degerlendirilmistir. Ornekler 40x objektifte goriintiilenmis (Rodamin B Eksitasyon
dalga boyu/Emisyon dalga boyu= 543/626, DAPI Eksitasyon dalga boyu/Emisyon
dalga boyu = 405/476) ve elde edilen mikroskop goriintiileri ImageJ ve Zen Blue (ver

3.1) programlar1 kullanilarak islenmistir.

2.8.4.Hiicresel Albmin Akim Sitometrisi ile Belirlenmesi

Rodamin B yiiklii lipit kapli albiimin nanopartikiillerin A2780 ve A2780cis
hiicrelerine alimi1 konfokal mikroskop goriintiilemesinin yani sira akim sitometrisi

yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.

A2780 hiicreleri 365000 hiicre/kuyu A2780cis hiicreleri ise 470000 hiicre/kuyu
olacak sekilde 6-kuyulu plaklara (Costar®, Corning) ekilmistir. Hiicrelerin kuyu
tabanina yapismasi icin RPMI-1640 (Biological Industries) besiyeri igerisinde etiivde
24 saat inkiibe edilmistir. 24 saatlik siirenin sonunda rodamin B yiiklii lipit kapl
albiimin nanopartikiiller plaklara eklenmis, ardindan 8 saatlik inkiibasyon siirelerinin
sonunda kuyulardaki besiyeri ¢ekilmistir. 8 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda
hiicreler tripsin ile kuyu tabanindan kaldirilmistir. Besiyeri ile enzim aktivitesi inhibe
edilen 6rnekler 15 ml’lik tiiplere aktarilarak 2000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij

edilmistir. Elde edilen silipernatan atilmig, tiip tabaninda pellet halinde bulunan
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hiicreler 5 ml hacimde PBS ile reslispande edilerek, akim sitometri cihazinda
[FacsAria™II (BD Biosciences)] FSC:310, SSC:340, PE:437 voltaj degerleri
kullanilarak analiz edilmistir. Alinan veriler FlowJo™ (ver 10.6.1) programi ile analiz
edilmistir. Istatistiksel analizi GraphPad Prism 7 programi ile gerceklestirildi (n=3,
p<0,05).

2.8.5.Apoptoz ve Direncin Modiilasyonunun Western Blot Yontemi ile

Degerlendirilmesi

A2780 insan over kanseri hiicrelerinde ve platin direngli A2780/cis hiicrelerinde
apoptotik yolak proteinlerinin ekspresyonlart Western Blot yontemi kullanilarak

incelenmistir.

Hiicrelerin kiiltlir ortaminda ¢ogaltilmas1 asamasindan sonra 6 kuyulu plaklarin
her birine 2x10° hiicre eklenmis ve hiicrelerin kuyu zeminlerine yapismasi i¢in 37
°C’de %5 CO2’lik etiivde 24 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir. 24 saat sonra kuyu
icerisinde bulunan tam besiyerleri ¢ekilmis ve serumsuz besiyeri eklenmistir. 37 °C’de
%5 CO2’lik etiivde 24 saat inkiibasyon ile hiicrelerin ayn1 fazda (GO fazi) kalmalar
saglanmistir. Serum starvasyon islemi sonrasinda serumsuz besiyeri kuyulardan
uzaklastirilmistir. Kuyudaki hiicrelere, farkli deney gruplarina gore tedavi uygulanarak
inkiibasyonlar1 gerceklestirilmistir. Belirlenen siireler sonunda besiyeri kuyulardan
uzaklastirilmis ve lizis tamponu ile plak icerisinde bulunan hiicreler pargalanip hiicre

lizatlar1 elde edilmistir.

Western Blot deneyinde kullanilan protein lizatlarinin, protein miktarlarinin
tayini amaciyla protein kantitasyonu yapilmistir. Kantitasyonda kullanilan ve i¢erdigi
protein miktarlar1 bilinen protein standartlar1 sayesinde, 1 ml lizat i¢erisinde bulunan
proteinin mg cinsinden miktar1 belirlenmistir. Protein kantitasyonu ile belirlenen
protein miktarlari, %10'luk SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi) jelin her kuyusuna esit miktarda protein i¢in eklenen hacmin

hesaplanmasinda kullanilmistir. Protein kantitasyonundan sonra lizatlar 95 °C’ye
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getirilmis olan kuru 1sitma blogu igerisinde 5 dakika bekletilerek proteinlerin
denatlirasyonu saglanmistir.  Protein denatiirasyonu asamasindan sonra, lizat
icerisinde bulunan farkli agirliga (kDa) sahip proteinlerin SDS poliakrilamid jel
elektroforezi ile yiiriitillerek ayrismasi saglanmistir. Ornekler 100 voltta 2 saat
yiriitiilmiistir. Bu asama tamamlandiktan sonra, jel igerisinde agirliklarina gore
ayrisan proteinler, jelden PVDF membrana transfer edilmistir. Kuru transfer sistemi
ile 20 volt akimda 7 dakikada transfer islemi gergeklestirilmistir. Transfer asamasindan
sonra membranin, yagsiz siit tozu soliisyonu igerisinde 1-1,5 saat siiresince, oda
sicakliginda ve 100 rpm hiza ayarlanmis calkalayicit iizerinde blokasyonu
gerceklestirilmistir. Siit tozunda bulunan kazein, proteinlerin epitoplarina tutunarak
blokasyon asamasindan sonra uygulanacak antikor inkiibasyonunun spesifitesini
arttirmasini saglamaktadir. Blokasyon islemi bittikten sonra 1X PBS-T ile membran 3
defa 10’ar dakika 100 rpm hizda ¢alkalayicida yikanarak siit tozu kalintilart membran
yiizeyinden temizlenmistir. Bu agamadan sonra, membran primer antikor ile muamele
edilmistir. Denatlire olmus proteinlerin tek bir determinantin1 yiliksek afinite ve
Ozgiillikte tantyan monoklonal antikorlar hedefledigimiz proteinlerin tayini igin

kullanilmistir.

Apoptozisin degerlendirilmesi agisindan her gruptan hazirlanan lizatlari kesilmis
kaspaz protein komponentini tantyan kirpilmis kaspaz 3 (Asp175), kirpilmis kaspaz 7
(Asp 197), kirpilmis kaspaz 9 (Asp330), kirpilmis PARP (Asp214) ve total
(kesilmistkesilmemis=total) hedef proteinlere baglanan kaspaz 3, kaspaz 7, kaspaz 9
ve PARP primer antikorlari; platin direncinin degerlendirilmesi i¢in ise direng
olusumu durumunda metilenmis olan hMLHI geninin susuturulmasi nedeniyle
ekspresyonu azalan MLHI1 proteinini taniyan primer antihuman fare monoklonal
antikoru (Clone G168-15, Pharmingen, San Diego, CA) ile inkiibasyonu saglanmistir.
Kontrol proteini olarak B-aktin kullanilmistir. Primer antikor inkiibasyonundan sonra
primer antikorun goriintiilenebilmesi icin HRP (Horseradish Peroksidaz) konjuge
primer antikorun iretildigi organizmaya kars1 iretilmis sekonder antikor ile
inkiibasyon agamasina gec¢ilmistir. Sekonder antikor olarak Polyclonal Goat Anti-
rabbit immunoglobulins/HRP kullanilamistir. Son olarak sekonder antikorun

baglanmis oldugu proteinlerin kemoluminesans 1sima yapabilmesi i¢in, sekonder

88



antikora konjuge HRP’de bulunan peroksidaz enziminin substrati olan luminol igeren

ECL (Enhanced chemiluminescence) soliisyonu kullanilmistir.

2.9.istatistiksel Veri Analizi

Tim analizlerde veriler ortalamatstandart hata seklinde gosterilmistir. Tiim
calismada hazirlanan nanopartikiiler sistemlerin enkapsiilasyon etkinligi, ylikleme
kapasitesi, partikiil biiyiikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel gibi in vitro
ozellikleri ile sterilizasyon ve stabilite testlerinin nanopartikiil formiilasyonlari
tizerindeki etkileri ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda yer alan sitotoksisite, hiicresel alim
ve protein ekspresyon verilerinin istatistiksel analizleri GraphPad Prism 6.0 yazilim1

kullanilarak ANOVA testi ile gergeklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1.Karboplatin ve Desitabinin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Karboplatin ve desitabinin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla
etkin maddelerin UV ve FT-IR spektrumlari, XRD desenleri ve DSC termogramlari

incelenmistir.

3.1.1. Karboplatin ve Desitabinin Ultraviyole (UV) Spektrumunun Alinmasi

Karboplatin ve desitabinin ayr1 ayr1 200 pg.mL? konsantrasyonda stok

¢ozeltilerinden hareketle 10 pg.mL™ konsantrasyonda ¢ozeltilerinin 200-400 nm dalga

boylar1 arasinda alinan spektrumlar1 Sekil 3.1°de goriilmektedir.

T T T T T T T T T
220 240 250 280 300 320 340 360 380

Sekil 3.1. Karboplatin (a) ve desitabinin (b) 200-400 nm arasinda alian UV spektrumlari.
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3.1.2.Karboplatin ve Desitabinin Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi

(Fouirer Transform Infrared - FT-IR) Spektrumunun Alinmasi

Karboplatin ve desitabinin IR spektrumundaki fonksiyonel gruplarina ait bantlar

Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Karboplatin (a) ve desitabine ait (b) FT-IR spektrumlari.
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3.1.3.Karboplatin ve Desitabinin X-Isin1 Toz Difraktometrisi

Karboplatin ve desitabin 3-80°C araliginda 20 difraksiyon agis1 ile analiz

edilerek alinan x-151n1 toz difraktogramlari Sekil 3.3°te gosterilmektedir.

Counts

@33
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0
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Sekil 3.3. Karboplatin (a) ve desitabine ait (b) XRD difraktogramlari
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3.1.4.Karboplatin ve Desitabinin Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) ile

Analizi

Karboplatin ve desitabine ait DSC termogramlar1 Sekil 3.4’te sunulmustur.

DsC
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Sekil 3.4. Karboplatin (a) ve desitabine (b) ait DSC termogramlari
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3.2.Karboplatin ve Desitabinin Aym1 Anda Miktar Tayini Icin Analitik Yontem

Gelistirilmesi

Karboplatin ve desitabinin, desitabinin olasi par¢alanma iirlinlerinin varliginda
ayn1 anda tayin edilebilmesi i¢in bir analitik yontem gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu
amagla calismalara XSelect (C18 4.6x250 mm; 5um), XBridge ™ C18 (4.6x250 mm;
5 um), XTerra RP18 (4.6x250 mm; 5 um) (Waters Corp., Millford, USA) olmak iizere
3 farkli kolon kullanilarak baslanmistir. Bu {i¢ farkli kolon kullanilarak yapilan

analizlerden elde edilen sistem uygunluk parametreleri Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Farkli sabit fazlar kullanilarak gergeklestirilen analizlere ait sistem uygunluk testi sonuglari

XSelect C1s XBridge Cis XTerra RP1g
(250 mm x 4,6 mm; 5 um) (250 mm x 4,6 mm; 5 um) (250 mm x 4,6 mm; 5 pm)
KRB DES KRB DES KRB DES
tr 5,24 8,11 511 7,02 3,57 4,45
k 1,07 2,15 1,04 1,81 0,41 0,71
o = 1,23 - 1,21 - 1,11
Ty 0,88 0,94 0,69 0,90 0,76 0,86
Rs - 6,88 - 6,27 - 2,00
N 15929 17748 14828 17018 6174 6163

* Alikonma zamani (tr), kapasite faktori (k), segicilik faktort (o), kuyruklanma faktori (Tf), rezoliisyon

(Rs), teorik tabaka sayist (N)

Uygun kolonun se¢iminden sonra hareketli fazda asetonitril (ACN) ve metanol
(MeOH) olmak tizere iki farkli organik ¢oziicii ve bu organik c¢oziiciilerin farkl
konsantrasyonlar1  kullanilarak etkin maddelerin ayriminin iyilestirilmesine
caligilmistir. Farkli hareketli fazlar kullanilarak yapilan analizlerden elde edilen sistem

uygunluk parametreleri Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Farkli hareketli fazlar kullanilarak gerceklestirilen analizlere ait sistem uygunluk testi sonuglari.
Hareketli faz bilesimi (v/v)
ACN:su ACN:su MeOH:su MeOH:su
(%0,1 H3PO4) (%0,1 H3PO4) (%0,1 HsPO4) (%0,1 H3PO4)
(5:95) (3:97) (5:95) (3:97)
KRB DES KRB DES KRB DES KRB DES
tr 4,66 4,91 5,65 6,48 6,17 8,37 6,95 10,63
k 0,80 0,97 0,88 1,16 0,76 1,08 1,01 2,07
o - 1,02 - 1,15 - 1,19 - 1,23
Ts 1,05 0,86 0,50 0,91 0,76 0,93 0,89 0,95
Rs - 0,79 - 4,39 - 6,05 - 7,35
N 15765 17138 13430 19929 17662 19351 19462 20831

Tampon ¢o6zeltisinin konsantrasyonu %0,05, %0,1 ve 0,2 (h/h) H3POa, kolon

firm1 sicaklig1 25, 35 ve 45 °C, hareketli faz akis hiz1 ise 0,75 ve 1 mL.min* olmak

tizere farkli seviyelerde degerlendirilerek etkin maddeler ve bozunma iiriinlerinin etkin

bir sekilde ayrilmasina ¢aligilmistir. Analizlerden elde edilen sistem uygunluk testi

sonuglar1 Cizelge 3.3 ve 3.4’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Hareketli faz konsantrasyonu ve hareketli faz akis hizindaki degisiklikler sonrasinda gergeklestirilen
analizlere ait sistem uygunluk testi sonuglari.

Hareketli faz konsantrasyonu Hareketli faz akis hiz1 (mL.min'!)
%0,05 HsPO4 %0,1 HsPO4 %0,2 H3PO4 0.75 1
KRB DES KRB DES KRB DES KRB DES KRB DES
tr | 521 8,02 5,24 8,11 5,12 7,74 6,95 10,63 511 7,72
k 1,02 1,97 1,07 2,15 1,03 1,97 1,01 2,07 1,05 2,09
o - 1,18 - 1,23 - 1,17 - 1,23 - 1,51
T+ | 0,90 0,96 0,88 0,90 0,78 0,95 0,89 0,95 0,87 0,93
Rs - 4,78 - 6,27 - 4,33 - 7,35 - 13,01
N | 16071 18178 | 15929 17018 | 14922 17353 | 19462 20831 | 15497 17231
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Cizelge 3.4. Farkli kolon firin sicakliklari kullanilarak gerceklestirilen analizlere ait sistem uygunluk testi sonuglart.

Kolon firin1 sicakligi (°C)

25

35 45

KRB DES

tr 511 7,72
k 1,05 2,09

a s 1,51
T¢+ | 0,87 0,93
Rs = 13,01

N | 15497 17231

KRB DES KRB DES

4,92 6,74 4,43 5,34
0,99 1,74 0,84 1,21

= 1,18 = 1,13
0,86 0,91 0,98 0,87
= 5,67 = 4,15

16844 18281 | 16621 19000

Cizelge 3.5. Karboplatin ve desitabinin ayni anda analizi igin belirlenen optimum analiz kosullari.

Analitik Kolon XSelect C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 um)
Mobil faz %0,1 H3PO4:Metanol

Kolon sicakligi 25°C

Akis hiza 1 mL/dk

Enjeksiyon hacmi 10 pL

Dedektor DAD

Dalga boyu 220 nm

Alikonma zamani (dk) (KRB) 5,11 dakika

Alikonma zamani (dk) (DES) 7,72 dakika

Optimizasyon c¢alismalar1 sirasinda belirlenen optimum analiz kosullarinda

(Cizelge 3.5) elde edilen kromatogram Sekil 3.5’te, sistem uygunluk testi sonuglari ile

ilgili FDA ve ICH kilavuzlarinda yer alan kabul edilebilir sinirlar Cizelge 3.6°da yer

almaktadir.

Cizelge 3.6. Optimum kosullarda gergeklestirilen analizlerden elde edilen sistem uygunluk testi sonuglart (FDA,

2000).

KRB DES Kabul edilebilir sinirlar

Alikonma zamani (dk)
Kapasite fakotrii (k)
Cozuniirliik (Rs)
Teorik tabaka sayisi (N)

Segicilik faktorii (o)

Kuyruklanma faktorii (Tr)

5,14 7,77 -
1,07 2,15 >1
= 13,13 >2
15680 17473 >2000
- 2,06 >1
0,93 0,98 <2
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Sekil 3.5. 10, 40 ve 80 pg.mL" konsantrasyonda KRB ve DES kombinasyonunun gelistirilen HPLC ydntemi ile
gerceklestirilen analizinden elde edilen kromatogram.

3.2.1.Kalibrasyon Dogrularinin Hazirlanmasi

0,5-100 pg.mL? konsantrasyon

araliginda

karboplatin  ve desitabin

kombinasyonu igeren ¢ozeltiler analiz edilerek her bir konsantrasyona karsilik gelen

pik alani kullanilarak olusturulan kalibrasyon dogrulart Sekil 3.6 ve 3.7°de verilmistir.

Pik alan1 (mAu)

700.000

600.000

500.000

400.000

300.000

200.000

100.000

0.000

y =5,9366x + 1,448
2=1,000

20 40 60

80 100 120

Konsantrasyon mg.mL1

Sekil 3.6. Karboplatine ait kalibrasyon dogrusu.
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y =16,187x + 4,3433
R2=1,000

Pik alan1 (mA:

0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon mg.mL-1

Sekil 3.7. Desitabine ait kalibrasyon dogrusu

3.2.2.Karboplatin ve Desitabinin HPLC ile Miktar Tayini Yonteminin Analitik
Validasyonu

ICH Q2R1 (2005) kilavuzu geregi dogrusallik ve araligi, dogruluk ve geri elde,

kesinlik, secicilik, teshis ve tayin sinirlari gibi parametreler tek tek degerlendirilmistir.

3.2.2.1. Dogrusallik ve Arahgi

Karboplatin ve desitabinin  0,5-100 pgmL? arahgindaki 8 farkh
konsantrasyondaki ¢ozeltileri gelistirilen HPLC yontemi ile analiz edilerek

konsantrasyona kars1 elde edilen egri altinda kalan alan degerleri Sekil 3.8 ve Cizelge

3.7°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.7. Karboplatin ve desitabinin dogrusallik parametreleri (n=5)

KRB DES
Egim+SS* 5,937+0,013 16,190 + 0,036
Egim giiven sinirlar 5,905 - 5,968 16,100 - 16,270
Egimin standart hatasi 0,046 5,724
Tanimlayicilik (Determinasyon) katsayisi (r2) 1,000 1,000
Tanimlayicilik  Dogrusundan  Sapmalarin
1,314 3,798
Standart Hatasi (Sy.x)
Kesisim (n) + SS 1,448 + 0,626 4,343+1,635
Kesigimin standart hatasi 0,512 1,535
Giin igi tekrar edilebilirlik
1,075 1,874
% BSS*
Gunler arasi tekrar edilebilirlik % BSS* 1,943 3,338
* SS: standart sapma; BSS: bagil standart sapma
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Sekil 3.8. Karboplatin (a) ve desitabinin (b) dogrusallik grafikleri.
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3.2.2.2.Dogruluk ve Geri Elde

Karboplatin ve desitabinin 10, 40 ve 80 pg.mL™* konsantrasyondaki 3 farkli
¢Ozeltisinin analizi yapilmis ve ylizde geri eldeleri, standart sapmalar1 ve bagil standart

sapmalar1 hesaplanarak Cizelge 3.8 ve 3.9°da gdsterilmistir.

Cizelge 3.8. Karboplatinin dogruluk ve geri elde verileri.

10 pg/ml 40 pg/ml 80 pg/ml
Pik C Geri Pik C Geri Pik alan1 Cc Geri
-1 -1 -1
alam  (ug.mL?) elde alam  (pg.mL) elde (mAu)  (ng.mL?) elde
(mAu) (mAu)
(%) (%) (%)

59,5 9,779 97,79 239,1 40,03 100,1 473,4 79,50 99,37
58,7 9,644 96,44 235,7 39,46 98,65 487,2 81,82 102,3
61,9 10,18 101,83 | 236,0 39,51 98,77 479,2 80,48 100,6
60,1 9,880 98,80 2423 40,57 101,4 476,3 79,99 99,98
60,4 9,930 99,30 237,2 39,71 99,28 4778 80,24 100,3
59,7 9,812 98,12 239,9 40,17 100,4 482,5 81,03 101,3
X | 60,05 10,07 100,7 | 238,37 40,72 101,8 479,40 80,51 100,6

SS 1,813 1,073 1,026
BSS 0,018 0,011 0,010
%BSS 1,801 1,054 1,019

* X: ortalama; SS: standart sapma; BSS: bagil standart sapma

Cizelge 3.9. Desitabinin dogruluk ve geri elde verileri.

10 pg/ml 40 pg/ml 80 png/ml
Pik © Geri Pik © Geri Pik © Geri
alam  (pug.mL?) alani  (ug.mL™?) alani  (pg.mL™?)
(MAU) elde (MAU) elde (MAU) elde
(%) (%) (%)

171,9 10,35 103,5 650,2 39,90 99,75 | 12971 79,86 99,83
167,8 10,10 100,1 648,9 39,82 99,55 | 1253,0 77,14 96,42
169,9 10,23 102,3 679,0 41,68 104,2 | 1319,7 81,26 101,6
173,1 10,43 104,3 658,7 40,43 101,1 | 1313,2 80,86 101,1
170,2 10,25 102,5 653,3 40,09 100,3 | 1305,0 80,35 100,4
1773 10,69 106,9 641,5 39,36 98,41 | 1284,2 79,07 98,83
x| 1717 10,34 103,4 655,3 40,21 100,5 | 12954 79,76 99,70

SS 2,031 1,996 1,868
BSS 0,020 0,020 0,019
%BSS 1,965 1,985 1,874
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3.2.2.3. Kesinlik

Karboplatin ve desitabinin boliim 2.4.2.3’te belirtilen analitik yontem ile miktar

tayininin kesinliginin belirlenmesinde tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik parametreleri

incelenmistir.

- Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik tayini 10, 40 ve 80 upgmL?' olmak {izere 3 farkhi

konsantrasyondaki karboplatin ve desitabin kombinasyon ¢ozeltisinin ardarda 6 kez

analizi ile gergeklestirilmis ve analizler sonucunda hesaplanan konsantrasyon

degerlerinin ortalama (X), standart sapma (SS), bagil standart sapma (BSS) ve % BSS

degerleri Cizelge 3.10 ve 3.11°de gosterilmistir.

Cizelge 3.10. Karboplatinin tekrarlanabilirlik verileri.

10 pg.mL™? 40 pg.mL? 80 ug.mL?
Pik alani @ Pik alani @ Pik alam C
(mAu) (ng.mL") (mAu) (ng.mL") (mAu) (ng.mL")
59,5 9,779 239,1 40,03 473,4 79,50
58,7 9,644 235,7 39,46 487,2 81,82
61,9 10,18 236,0 39,51 479,2 80,48
60,1 9,880 2423 40,57 476,3 79,99
60,4 9,930 237,2 39,71 477,8 80,24
59,7 9,812 239,9 40,17 4825 81,03
X 9,871 39,91 80,51
SS 0,181 0,429 0,821
BSS 0,018 0,011 0,010
%BSS 1,837 1,075 1,019
Cizelge 3.11. Desitabinin tekrarlanabilirlik verileri.
10 pg/ml 40 pg/ml 80 pg/ml
Pik alan1 C Pik alan1 C Pik alani C
(mAu) (ngmL™) (mAu) (ngmL™) (mAu) (ngmL™)
1719 10,35 650,2 39,90 1297,1 79,86
167,8 10,10 648,9 39,82 1253,0 77,14
169,9 10,23 679,0 41,68 1319,7 81,26
173,1 10,43 658,7 40,43 1313,2 80,86
170.2 10,25 653,3 40,09 1305,0 80,35
177.3 10,69 641,5 39,36 1284,2 79,07
X 10,34 40,21 79,76
SS 0,203 0,799 1,494
BSS 0,019 0,019 0,019
%BSS 1,965 1,984 1,874
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- Ara Kesinlik

Ara kesinlik tayinleri 10, 40 ve 80 pgmL? olmak iizere 3 farkli
konsantrasyondaki karboplatin ve desitabin kombinasyon ¢6zeltisinin 3 farkli giinde
6’sar kez analizi ile gergeklestirilmis ve analizler sonucunda hesaplanan konsantrasyon
degerlerinin ortalama (X), standart sapma (SS), bagil standart sapma (BSS) ve % BSS
degerleri Cizelge 3.12 ve 3.13’te gosterilmistir.

Cizelge 3.12. Karboplatinin ara kesinlik verileri.

kon:aen(;:!;yon 10 pg/ml 40 pg/ml 80 pg/ml
Pik alan1 C Pik alan1 C Pik alani C
(mAu) (ngmL?) (mAu) (ng-mL?) (mAu) (ngmL™)
59,5 9,779 239,1 40,03 4734 79,50
58,7 9,644 2357 39,46 487,2 81,82
:éo 61,9 10,18 236,0 39,51 479,2 80,48
o 60,1 9,880 2423 40,57 476,3 79,99
60,4 9,930 237,2 39,71 4778 80,24
59,7 9,812 239,9 40,17 482,5 81,03
61,1 10,05 241,0 40,35 500,9 84,13
62,3 10,25 246,8 41,33 501,8 84,28
‘5) 61,7 10,15 251,7 42,15 501,7 84,27
o 62,0 10,20 239,2 40,05 486,9 81,77
61,2 10,07 243,7 40,81 487,3 81,84
59,8 9,829 238,5 39,93 489,1 82,14
59,3 9,745 234,6 39,27 492,1 82,65
59,3 9,745 235,0 39,34 498,3 83,69
‘5) 59,4 9,762 2349 39,32 485,7 81,57
o 59,5 9,779 236,0 39,51 482,6 81,05
59,5 9,779 236,0 39,51 478,4 80,34
58,8 9,661 236,0 39,51 482,5 81,03
X 9,902 40,03 81,77
SS 0,196 0,778 1,510
%BSS 1,978 1,942 1,847
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Cizelge 3.13. Desitabinin ara kesinlik verileri.

kon;i‘i;;tyon 10 pg/ml 40 pg/ml 80 pg/ml
Pik alan1 @ Pik alani C Pik alani C

(mAu) (ngmL™) (mAu) (ngmL?) (mAu) (ngmL?)
1719 10,35 650,2 39,90 1297,1 79,86
167,8 10,10 648,9 39,82 1253,0 77,14
=§D 169,9 10,23 679,0 41,68 1319,7 81,26
) 173,1 10,43 658,7 40,43 1313,2 80,86
- 170.2 10,25 653,3 40,09 1305,0 80,35
177.3 10,69 641,5 39,36 1284,2 79,07
162,1 9,746 618,8 37,96 1206,1 74,24
162,7 9,783 622,7 38,20 12477 76,81
’?0 159,1 9,561 616,6 37,82 1237,9 76,21
o 157,2 9,443 618,8 37,96 1222,8 75,27
155,2 9,320 606,38 37,22 1210,7 74,53
157,2 9,443 604,5 37,08 1211,3 74,56
152,1 9,128 605,3 37,13 1197,2 73,70
151,0 9,060 598,7 36,72 1196,6 73,66
’§D 149,7 8,980 590,8 36,23 1198,3 73,76
o 148,2 8,887 583,6 35,79 1199,6 73,84
146,7 8,795 576,2 35,33 1195,7 73,60
146,1 8,757 568,2 34,83 1199,8 73,85
X 9,617 37,98 76,25
SS 0,633 1,964 2,809
%BSS 6,578 5171 3,684

3.2.2.4. Ozgiinliik (Segicilik)

Karboplatin ve desitabinin analiz sartlarindaki diger maddeler ve etkin

maddelerin bozunma iriinlerinden ayirt edilebilme yeteneginin gosterilmesi icin

yapilan segicilik c¢alismalarindan elde edilen kromatogramlar Sekil

gosterilmistir.

3.9’da
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Sekil 3.9. Segicilik ¢aligmalar1 kapsamnda 50 pg.mL™? KRB ve DES kullamlarak gergeklestirilen bozunma

kosullarinda elde edilen kromatogramlar

(a) 50 ug.mL™ kontrol ¢ozeltileri (b) 0,1 M HCI (2 saat) (c) 0,1 M NaOH (2 saat) (d) %3 H202 (2 saat) (e) 80°C

sicaklik (24 saat) (f) 254 nm UV 151k (24 saat).

3.2.2.5. Teshis (LOD) ve Tayin Simirlarimin (LOQ) Belirlenmesi

Karboplatin ve desitabin i¢in Esitlik 2.1 ve 2.2 ile hesaplanan teshis ve tayin

siurlar Cizelge 3.14’te gosterilmistir.

Cizelge 3.14. Karboplatin ve desitabinin teshis ve tayin sinirlari.

KRB DES
Teshis Smr1 (LOD) (ug.mL?) 0,041 0,125
Tayin smir1 (LOQ) (ng.mL™?) 0,100 0,305
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3.3. Formiilasyon Gelistirme Calismalari

3.3.1. Karboplatin Yiikli PCL ve PLGA Nanopartikiil Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi

Cift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi kullanilarak PCL ve PLGA gibi
sentetik polimerler ile hazirlanan karboplatin yiliklii polimerik nanopartikiillerin

fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 3.15’te verilmistir.

Cizelge 3.15. Karboplatin yiiklii PCL ve PLGA nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyonu

Kod PB (nm) PDI ZP (mV) EE (%) YK (%)
NP1 | 218,249,471  0,106£0,032  -3,53040,703  20,56+0,491 1,918+0,123
NP2 - - - - -

NP3 | 210,643,557  0,112£0,020  -0,426+0,317  48,50+0,380 3,797+0,030
NP4 | 230,141,881  0,096+0,023  -7,49040,264  39,23+0,821 3,326+0,056
NP5 | 1949+0,800  0,074+0,024  -5430+0,401  27,93+0,984 3,554+0,125

*PB: partikiil biiyiikliigii, PDI: polidispersite indeksi, ZP: Zeta Potansiyel, EE: Enkapsiilasyon
etkinligi, YK: Yiikleme kapasitesi
** Sonuglar ortalama+tstandart hata olarak degerlendirilmistir.

3.3.2.Karboplatin  Yiikli = Kitozan Nanopartikiil = Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi
Iyonik jelasyon yontemiyle Béliim 2.5.2°de anlatilan sekilde hazirlanan Kitozan

Nanopartikiil formiilasyonlarinin fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 3.16’da

verilmistir.
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Cizelge 3.16. Karboplatin yiiklii kitozan nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyonu.

Kod PB (nm) PDI ZP (mV) EE (%)
Clbos | 253,4+1,811  0,138+0,011 22,842.83
C2bos | 255,643,350  0,111+0,008 21,5+0,40
Cl | 253,9+1,796  0,148+0,020 25,6+1,61 7,099+0,093
C2 | 255,542,008  0,169+0,014 24,542,05 7,221+0,423
C3 | 267,743,728  0,154+0,011 23,8437 7,530+0,402
C4 | 256,942,185  0,1460,018 19,4+6,84 9,412+0,905
C5 | 228248,559  0,284+0,012 19,1+1,93 8,336+0,205
C6 | 7258+7143  0,75620,191 19,842,51 24,82+0,360

3.3.3.Karboplatin  Yiiklii = Albiimin  Nanopartikiil Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi

3.3.3.1.Farkh Glutaraldehit:BSA Oranlarn ile Farkh Dispersiyon Ortamlarinin
Etkisi

Farkli oranlarda capraz baglanan alblimin nanopartikiillerin fizikokimyasal
ozelliklerini incelemek amaciyla pH 11°de %2,5 (a/h) BSA ¢ozeltisine desolvasyon
ajant:sulu faz orani 4:1 olacak sekilde etanol eklemesiyle olusan albiimin agregatlarina
albliminin icerdigi amino gruplarim1 ¢apraz baglamaya yetecek teorik glutaraldehit
miktarinin %20, %40 ve %100’ oraninda glutaraldehit eklenmis ve elde edilen

nanopartikiillerin in vitro 6zellikleri Cizelge 3.17°de incelenmistir.

Dispersiyon ortaminin iyonik giicliniin elde edilen albiimin nanopartikiiller
tizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla AF1-AF3 kodlu formiilasyonlarda %2,5
(a/h) konsantrasyondaki BSA suda, AF4-AF6 kodlu formiilasyonlarda ise 10 mM
NaCl c¢ozeltisi igerisinde ¢oziindiiriiliip final ¢dzeltinin pH’s1 11°e ayarlanmis 4:1
desolvasyon ajam1 sulu faz orami ile desolve edilen albiimin farkli oranlarda
glutaraldehit ile ¢apraz baglanmistir. Elde edilen albiimin nanopartikiillerin in vitro

ozellikleri Cizelge 3.17°de verilmistir.
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Cizelge 3.17. Farkli glutaraldehit:BSA oranlar1 ve dispersiyon ortaminin nanopartikiillerin in vitro ozelliklerine
etkisi

Dispersi ]
Glutaraldehit
Kod yon PB (nm) PDI ZP (mV) EE (%) YK (%)
:BSA orani
ortami
Sulu
AF1 . 47,04 ng/mg 261,943,155 0,067+0,023  -19,2+2,850 16,58+0,831 2,274+0,114
ortam
Sulu
AF2 . 18,8 ng/mg  269,9+2,846  0,060+0,023  -14,6+0,389  29,75+1,730 4,772+0,278
ortam
Sulu
AF3 . 9,4 ng/mg 368,1+£7,567 0,049+0,034 -11,2+0,405 32,35+0,086 5,976+0,016
ortam
NaCl
AF4 47,04 pg/mg >1000 nm 1,000 -4,84+0,69 30,32+0,374  4,035:+0,050
¢oOzeltisi
NaCl
AF5 o 18,8 ng/mg >1000 nm 1,000 -2,7+0,98 25,89+0,012 3,898+0,002
¢Ozeltisi
NaCl
AF6 A 9,4 ng/mg >1000 nm 1,000 -4,6+0,74 31,51+0,992 6,517+0,205
¢ozeltisi

3.3.3.2.BSA Konsantrasyonunun Incelenmesi

Farkli BSA konsantrasyonlarinin albiimin nanopartikiillerin in vitro ozellikleri
tizerine etkisi, pH11’de %2, %2,5 ve %5 (a/h) konsantrasyonda BSA ¢ozeltileri
kullanilarak 4:1 desolvasyon ajani:sulu faz orani ile hazirlanip 1,56 pg/mg BSA
oraninda glutaraldehit ile ¢apraz baglanan alblimin nanopartikiil formiilasyonlar

tizerinde incelenmis ve bulgular Cizelge 3.18’de gosterilmistir.

Cizelge 3.18. BSA konsantrasyonunun alblimin nanopartikiillerin in vitro dzellikleri {izerine etkisi.

BSA
Kod | konsantrasyonu PB (nm) PDI ZP (mV) EE (%) YK (%)
(%)
AF7 5 - - - - -
AF8 2,5 462,0+8,493  0,124+0,044 -18,3+0,387 29,09+1,391 4,112+0,197
AF9 2 255,4+7,756  0,256+0,058  -15,1+3,54  26,02+0,149 4,893+0,028
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3.3.3.3.Desolvasyon Ajani:Sulu Faz Oraninin Etkisinin incelenmesi

Calismamizda desolvasyon ajani olarak albiimin nanopartikiil iiretimi i¢in en gok
kullanilan desolvasyon ajan1 olan etanol tercih edilmistir. Formiilasyonlar
hazirlanirken pH 11°de %2 (a/h) konsantrasyondaki alblimin ¢ozeltisi {izerine
manyetik karistirict ile siirekli karistirilarak damla damla sabit hizda (1ml/dk) etanol
eklenmis ve elde edilen albiimin agregatlar1 1,56 pg/mg BSA oraninda glutaraldehit
ile capraz baglanmistir. Olusan partikiillerin in vitro 6zellikleri tizerine etkisi Cizelge

3.19’da gosterilmistir.

Cizelge 3.19. Farkli desolvasyon ajanisulu faz orani ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin
karakterizasyonu

Desolvasyon
Kod ajani:sulu faz PB (nm) PDI ZP (mV) EE (%) YK (%)
orani (h:h)
AF10 2:1 363,3+3,570  0,145+0,017 -11,3+2,37 26,35+0,449  3,33410,174
AF11 31 252,744,635  0,214+0,013 -13,1+1,67 25,20£0,898  3,895%0,238
AF9 41 255,447,756 1,000 -15,143,54 26,02+0,149 4,893%0,028

3.3.3.4.Capraz Baglama Yonteminin Etkisi

Alblimin nanopartikiillerinin hazirlanmas1 sirasinda desolvasyon ajaninin
eklenmesiyle olusan albiimin agregatlar1 glutaraldehit gibi bir ¢capraz baglayici ya da
1s1 uygulamasi yardimiyla ¢apraz baglanarak stabilize edilmektedir. Calismamiz
sirasinda bu iki farkli capraz baglama ydnteminin olusan partikiiller tizerindeki etkileri
iki farkli pH degerinde (pH 7,2 ve 11,0) arastirilmistir. %2 (a/h) konsantrasyondaki
BSA ¢ozeltileri etanol eklenmesiyle desolve edilmis, olusan albiimin agregatlar1 1,56
ug/mg BSA oraninda glutaraldehit ya da 30 dk 70°C 1s1 uygulamasiyla capraz
baglanmustir. ki farkli formiilasyon grubuna ait elde edilen veriler Cizelge 3.20°de

sunulmustur.
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Cizelge 3.20. Farkli ¢apraz baglama yontemleri ile hazirlan nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyonu.

Capraz
Kod baglama pH PB (nm) PDI ZP (mV) EE (%) YK (%)
yontemi
1,56 pg/mg
AF11 . 11 252,744,635 0,214+0,013  -13,1+1,67  25,20+0,898 3,895+0,238
AF12 70°C 11 278,444,431 0,138+0,022 -12,840,187 24,80+£1,397 4,174+0,182
1,56 ng/mg
AF13 S 7,2 396,245,743  0,142+0,027  -8,1+0,258  28,22+0,487 2,987+0,052
AF14 70°C 7.2 >1000 nm 1,000 -9,740,284  29,48+1,197  6,030+0,245

3.3.3.5.BSA Cozeltisi pH’sinin Etkisi

BSA ¢ozeltisinin pH’sinin nanopartikiiller tizerindeki etkilerinin incelenmesi
amaciylapH 5, 7,2 ve 11°de %2 (a’h) BSA ¢o6zeltisine desolvasyon ajani:sulu faz orani
2:1 olacak sekilde etanol eklenmis, olusan albliimin agregatlart 1,56 pg/mg BSA
oraninda glutaraldehit ile ¢apraz baglanmistir. Elde edilen nanopartikiillerin
fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 3.21°de, ¢6ziinme hiz1 profilleri ise Sekil 3.10°da

yer almaktadir.

Cizelge 3.21. Farkli pH’larda BSA ¢ozeltisi ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyonu.

BSA
Kod | ¢ozeltisinin PB (nm) PDI ZP (mV) EE (%) YK (%)
pH’s1
AF15 5,0 - - - - -
AF13 7,2 396,245,743 0,142+0,027 -8,13+£0,258 28,22+0,487 2,987+0,052
AF10 11,0 363,343,570  0,145+0,017  -11,342,37  26,35+0,449 3,334+0,174
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Sekil 3.10. Farkli pH'larda BSA ¢ozeltileri ile hazirlanan albiimin nanopartikiilerin in vitro ¢ztinme hizi profilleri.

3.3.3.6.Yiizey Etkin Madde Varh@mn Etkisi

Dispersiyon ortaminda yiizey etkin madde varliginin farkli konsantrasyonlarinin

karboplatinin albiimin nanopartikiiller igerisine enkapsiilasyonu {izerine etkilerinin

arastirtlmasi i¢in pH 7,2°de %2 (a/h) BSA ¢ozeltisi %0,2, 0,5 ve 1 konsantrasyonlarda

poloksamer 188 ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilerek alblimin nanopartikiiller iiretilmis ve

yiizey etkin madde varliginin nanopartikiiller lizerine etkileri Cizelge 3.22 ve Sekil

3.11’de incelenmistir.

Cizelge 3.22. Farkli konsantrasyonda yiizey etkin maddeler ile nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyonu.

Yiizey etkin madde
PB (nm) PDI ZP (mV) EE (%) YK (%)
konsantrasyonu (a/h)
AF13 - 396,245,743  0,142+0,027 -8,13+0,258  28,22+0,487 2,987+0,052
AF16 | %0,2 Poloksamer 188  415,3+3,032 0,107+0,022 -9,45+0,301 26,42+1,390 3,716+0,196
AF17 | %0,5 Poloksamer 188 556,649,457 0,165+0,043  -6,74+0,060 34,14+1,175 6,595+0,227
AF18 %31 Poloksamer 188 585,5+7,772  0,046+0,044 -6,32+0,366 31,90+1,205 4,775+0,180
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Sekil 3.11. Farkli konsatrasyonda yiizey etkin madde igeren formiilasyonlarin in vitro ¢éziinme hizi profilleri.

3.3.3.7.Kanstirma Hizinin Etkisi
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Formiilasyon calismalarimizda elde edilen 396 nm partikiil biytikligii, 0,142

PDI, yaklasik %28 enkapsiilasyon etkinli§i ve 8 saat igerisinde yaklasik %28

karboplatin salimi gosteren AF14 kodlu formiilasyonumuzda karistirma hizi

degistirilerek 600 rpm’den 1200 rpm’e ¢ikarilmis ve elde edilen sonuclar Cizelge

3.23’te ve Sekil 3.12°de gosterilmistir.

Cizelge 3.23. Farkli iki karigtirma hizinda hazirlanan albiimin nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyonu.

Karistirma
PB (nm) PDI ZP (mV) EE (%) YK (%)
hiz1
AF13 600 rpm 396,2+5,743 0,142+0,03 -8,13+0,258  28,22+0,487 2,987+0,052
AF19 | 1200 rpm 207,914,616 0,186+0,02 -11,9+42,717  31,82+0,442  3,544+0,442
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Sekil 3.12. Farkli karigtirma hizlarinda hazirlanan formiilasyonlarin in vitro ¢6ziinme hizi profilleri.

3.3.4.Optimum Karboplatin Yiiklii Albiimin Nanopartikiil Formiilasyonunun

Belirlenmesi

Optimum karboplatin yiiklii albiimin nanopartikiil formiilasyonunu belirlemek

amaciyla olusturulan Box-Behnken tasarimi sonucunda elde edilen veriler Cizelge

3.24’te sunulmaktadir.

Cizelge 3.24. Box-Behnken tasarimi sonucu elde edilen veriler

X1 X2 X3 Y1 Y2 Ys Yiikleme

(BSA (Desolvasyon  (Glutaraldehit:BSA  (Partikil ~ (PDI) (Enkapsiilasyon kapasitesi
konsantrasyonu)  ajani:sulu faz orant) biiytikligi) etkinligi) (%)

(a/h) orani) (h/h) (ng.mg?) (nm) (%)

1 4 3 1,56 5584 0,337 35,77 3,219
2 2 4 4,68 226,3 0,067 22,12 1,871
3 3 4 1,56 714,9 0,380 35,93 5,626
4 3 4 7,80 253,8 0,078 40,94 2,697
5 4 2 4,68 5340 0,421 49,71 4,482
6 4 4 4,68 5178,5 1,000 37,09 2,306
7 3 2 1,56 350,1 0,119 31,94 1,746
8 2 3 1,56 3449 0,439 26,73 1,273
9 4 3 7,80 4870 0,534 30,31 2,792
10 3 2 7,80 283,8 0,056 31,41 2,943
11 2 3 7,80 248,3 0,097 29,62 2,614
12 2 2 4,68 221,3 0,175 20,50 1,823
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Box-Behnken tasarimina gére BSA konsantrasyonu, desolvasyon ajani:su fazi
orani ve glutaraldehit:BSA oranmin partikiil biiyiikliigii, PDI ve enkapsiilasyon
etkinligi iizerine etkisi Sekil 3.13, Sekil 3.14 ve Sekil 3.15’°te gosterilmistir.

Partikil Buyiklagi nm)

I a

Partikal buyuklaga (nm)
Partikal buyuaklaga (nm)
Partikal bayuklaga (nm)

X3

X2 2 2057 20 R &

X% = 200 400 X X4

Sekil 3.13. Box-Behnken tasarimina gore bagimsiz degiskenlerin partikiil biiyiikligii tizerine etkisi.

3595
349

3385

% Enkapsilasyon etkinligi
% Enkapsiilasyon etkinligi
% Enkapsiilasyon etkinligi

Xs

200 200 166 200 X4 156 200

Sekil 3.15. Box-Behnken tasarimina gore bagimsiz degiskenlerin enkapsiilasyon etkinligi lizerine etkisi.

Design Expert 7.0 yazilimi kullanilarak yapilan tasarimda bagimsiz
degiskenlerin bagimhi degiskenler iizerine etkilerinin matematiksel ifadeleri Cizelge
3.25’te, optimum formiilasyon olarak belirlenen F4 formiilasyonuna ait in vitro

¢oziinme hiz1 profili ise Sekil 3.16’da gosterilmistir.
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Sekil 3.16. F4 formiilasyonuna ait in vitro ¢éziinme hizi profili.

Cizelge 3.25. Box-Behnken tasarimina goére bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskenler iizerine etkilerinin

matematiksel ifadeleri.

Bagimli degisken Matematiksel ifade
2326,3X12-20,125X2%-41,725X1X2-154,35X1X3-83,975X2X3+2491,3875X1+29, 7 X>-
Partikiil Biiyiikligii
159,8875X3+435,5
PDI 0,24525X12+0,064X22+0,17175X1X2+0,13475X1X3-
0,0475X2X3+0,18925X1+0,100375X2-0,05763X3+0,1065
Enkapstilasyon -2,7005X12+1,74875X22-3,55775X1X2-2,087X1X3+1,38725X2X3+6,739625
etkinligi X1+0,31775X2+0,236625X3+33,307

3.3.5.Karboplatin Yiiklii Albiimin Nanopartikiillerin Lipit Tabaka ile

Kaplanmasi

Karboplatin ve desitabin yiiklii lipit kapli nanopartikiiler sistemlerde ¢ekirdegi

olusturmas1 planlanan karboplatin yiiklii albiimin nanopartikiillerin hazirlanmasina

yonelik yapilan 6n ¢alismalarin ardindan Box-Behnken tasarimi ile nanopartikiillerin

optimizasyonu saglanmig ve sonuglar degerlendirildiginde F4 kodlu formiilasyon lipit

kaplama asamasinda kullanilacak olan c¢ekirdek formiilasyon olarak secilmistir.

Secilen optimum c¢ekirdek formiilasyonun final formiilii olusturmak {izere lipit
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kaplama islemi sirasinda farkli lipit:nanopartikiil oranlari, farkli lipit bilesimleri
kullanilarak optimum lipit kapli albiimin nanopartikiil formiilasyonuna ulasilmaya

calisiimustir.

Farkl1 lipit:nanopartikiil oranlar ile farkli lipit oranlarinin kaplama isleminin
basaris1 lizerine etkisi incelenerek Cizelge 3.26’da lipit kapli alblimin

nanopartikiillerin in vitro 6zelliklerine ait sonuglar verilmistir.

Cizelge 3.26. Farkli lipit:nanopartikiil oran1 ve farkli lipit oranlarinin lipit kapli albiimin nanopartikiil
formiilasyonlari iizerine etkisi.

dD el T rel e - Kaplama sirasinda
Kod Partlkutr:)r}rlsluklugu PDI Zeta E)r?]ts;ISIyel dispersiyon ortamina
sizan KRB (%)
LAl 266,8+26,92 0,223+0,071 -27,6+1,704 78,14+0,943
LA2 220,6+21,29 0,075+0,014 -27,1+0,502 79,61+1,004
LA3 253,8+34,45 0,192+0,102 -25,1+4,596 76,36+0,788
LA4 224,7+15,65 0,078+0,032 -25,5+0,191 79,03+0,708

On ¢alismalar dogrultusunda lipit kaplama igin lipit: nanopartikiil oraninmn 1:1
olmasina karar verilmis ve karboplatin yiiklii albiimin nanopartikiillerin desitabin
yiiklii lipit kabuk ile kaplama igleminin optimizasyonu i¢in ¢aligmalar yapilmistir. Bu
amagla oncelikle nanopartikiillerin lipit filme eklenme yontemi degistirilerek ¢ekirdek
alblimin nanopartikiillere yiiklenmis olan karboplatinin rehidrasyon tamponuna
sizintis1 en aza indirilmeye calisilmis ve dispersiyon ortaminin hacmi degistirilerek

elde edilen sonuclar Cizelge 3.27°de gdsterilmistir.

Cizelge 3.27. Lipit kaplama islemi sirasinda dispersiyon ortamina sizan karboplatin miktarini azaltmaya yonelik
calismalar.

Kaplamada
PB zP dispersiyon  pp heq YK-KRB YK-DES
Kod (nm) PDI mv) ortamina %) %) %)
sizan KRB 0 0 0
(%)

LA5 281,513,038  0,584+0,098 -14,7+0,728  57,98+2,597 22,34+2,312 0,340+0,030 0,853+0,088

LA6 272,3£3,787  0,29840,036 -10,9+2,700  13,65+0,088 36,59+0,512 1,228+0,004 1,146+0,016
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Farkli lipit bilesimlerinin karboplatin ve desitabin kombinasyonu yiikli lipit

kapli nanopartikiiler sistemlerin in vitro 6zellikleri iizerine etkisinin incelenmesi igin

farkli zincir uzunluklaria sahip fosfolipitler ile oleik asit kullanilmis ve elde edilen

lipit kapl1 albiimin nanopartikiillerin in vitro 6zellikleri Cizelge 3.28’de ¢6ziinme hizi
profilleri ise Sekil 3.17 — Sekil 3.20’de sunulmustur. Sekil 3.21°de ise ¢ekirdek F4

formiilasyonu ile kaplanmig LA7 formiilasyonu arasindaki partikiil biiytkligi,

polidispersite indeksi ve zeta potansiyel farkliliklar1 gésterilmistir.

Cizelge 3.28 Farkli lipit bilesimlerinin lipit kapli albiimin nanopartikiiller iizerine etkisi.
Kaplama
sirasinda
Kod PB PDI ZP dispersiyon EE-DES YK-KRB YK-DES
(nm) (mV) ortamina (%) (%) (%)
sizan KRB
(%)
LA6 | 272,3+3,787 0,298+0,036  -10,9+42,70  13,65+0,088 36,59+0,512 1,228+0,034 1,146+0,016
LA7 | 306,9+4,790 0,298+0,015  -69,9+8,39  9,232+0,910 29,39+0,869 1,597+0,008 0,757+0,022
LA7D | 310,3+3,012  0,383+0,125 -65,243.91  15,95+1,023 27,43+0,780 1,008+0,038 0,695+0,013
LA8 | 394,3+10,77 0,544+0,013  -56,5+1,60  15,95+0,371 19,94+0,365 4,483+0,103 0,516+0,015
LA8D | 408,2+12,38  0,512+0,081 -51,7+2,38  11,89+0,371 21,41£0,419 3,389+0,103 0,491+0,015
LA9 | 350,4+12,53  0,558+0,088  -57,1%2,27 - 20,28+1,237  17,445+£0,97  0,522+0,093
LA10 | 289,9+37,42  0,520+0,063  -4,30+0,310  13,66+0,185 29,94+0,108 2,089+0,072 1,105+0,004
LA1l | 420,3+22,8 0,627+0,119  -7,42+2,72  13,58+0,511 23,62+1,493 1,745+0,014 0,701+0,044
LA12 | 830,0+58,61 1,000 -15,1+3,67  10,79+£1,930 26,51+0,691 1,484+0,025 0,794+0,021
LA13 | 313,9+15,01 0,559+0,131  -63,4+8,39  15,28+2,223 26,54+3,368 1,005+0,042 0,612+0,078
LA14 | 1050+308,0 0,977+0,021  -12,8+43,24  8,523+0,426 33,770,446 1,530+0,031 1,019+0,013
LA15 | 269,949,700 0,618+0,119  -64,648,38  12,72+42,805 32,72+0,876 1,095+0,006 0,795+0,021
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Sekil 3.17. Lesitin ile hazirlanan formiilasyonlarda oleik asitin desitabinin in vitro ¢oziinme hizina etkisi.
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Sekil 3.18. DPPC ile hazirlanan formiilasyonlarda oleik asitin desitabinin in vitro ¢6ziinme hizina etkisi.
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Sekil 3.19. Farkli lipit bilesimlerinin desitabinin in vitro ¢6ziinme hizina etkisi.
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Sekil 3.20. Kabuk kisminda desitabin ile birlikte karboplatin igeren LA9 formiilasyonunun in vitro ¢éziinme hiz1.
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Sekil 3.21. F4 kodlu g¢ekirdek formiilasyon ve kapli LA7 kodlu formiilasyon arasindaki partikiil biiyiikliigi,
polidispersite ve zeta potansiyel farkliliklart

3.3.6. Gecirimli Elektron Mikroskopu (TEM) Analizi

Karboplatin ytiklii c¢ekirdek alblimin nanopartikiil formiilasyonlar: ile lipit kapli
albiimin nanopartikiil formiilasyonlara ait TEM goriintiileri Sekil 3.22 ve 3.23’te
sunulmustur.
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— 200 nm

Sekil 3.22. F4 kodlu karboplatin yiiklii albiimin nanopartikiil ile LA1, LA2, LA3, LA4 kodlu lipit kapli albimin
nanopartikiillere ait TEM goriintiileri

120



Sekil 3.23. LA6 ve LA7 kodlu formiilasyonlara ait TEM goriintiileri.
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3.3.7. Atomik Kuvvet Mikroskobisi (AFM) Analizi

Gelistirilen karboplatin yiiklii alblimin nanopartikiiller ile desitabin ve/veya
karboplatin yiiklii lipit kapli alblimin nanopartikiillere ait 2 boyutlu ve 3 boyutlu AFM
goriintlileri Sekil 3.24°te gosterilmektedir.

100.0 nm

0.0 nm

F4

LA2

Sekil 3.24. F4 kodlu karboplatin yiiklii albiimin nanopartikiil ve LA2, LA4 ve LA7 kodlu lipit kapli albiimin
nanopartikiil formiilasyonlarina ait AFM goriintiileri.
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LA4

20,0 nm_

0.0nm _

LA7

Sekil 3.24 Devam. F4 kodlu karboplatin yiiklii albiimin nanopartikiil ve LA2, LA4 ve LA7 kodlu lipit kapl1 albiimin
nanopartikiil formiilasyonlarina ait AFM goriintiileri.

3.3.8. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizleri

Saf karboplatin ve desitabin ile BSA, lesitin, kolesterol, oleik asit, karboplatin
yiklii alblimin nanopartikiil formiilasyonu (F4) ve desitabin-karboplatin
kombinasyonu yiiklii lipit kapli alblimin nanopartikiillerin (LA7) diferansiyel taramali
kalorimetre (DSC) analizleri yapilmis ve elde edilen termogramlar Sekil 3.25°te

gosterilmistir.
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Sekil 3.25. DSC termogramlar1 a)Karboplatin b) Desitabin c)BSA d)Oleik asit e)Kolesterol f)Lesitin g)F4 kodlu
formiilasyon h)LA7 kodlu formiilasyon

o

-20.00

jsb} T o

3.3.9. X-151m1 Kirinima (XRD) Analizi

Karboplatin ve desitabin yiiklii lipit kapli alblimin nanopartikiil
formiilasyonunun 3-80°C araliginda 26 difraksiyon agisi ile analiz edilerek alinan x-

151m1 toz difraktogramlart Sekil 3.26°da gosterilmektedir.

10000 -

I ¥ 1 T [ T I )
50 60 70

10 20 30 10

Position [°26] (Copper (Cu))

Sekil 3.26. Karboplatin ve desitabin yiiklii LA7 kodlu lipit kapl albiimin nanopartikiil formiilasyonuna ait XRD
difraktogramlari
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3.4.Stabilite Calismalari

Karboplatin ve desitabin yiiklii lipit kapli albiimin nanopartikiil
formiilasyonunda Boliim 2.6°da belirtilen sekilde farkli sicaklik degerleri baz alinarak
gerceklestirilen stabilite testlerine tabi tutulduktan sonra elde edilen partikiil
biliyiikligi ve dagilimi, zeta potansiyel sonuglart Cizelge 3.29°da, TEM goriintiisii
Sekil 3.27°de ve DSC termogrami Sekil 3.28’de sunulmustur.

Cizelge 3.29. Karboplatin ve desitabin yiiklii lipit kapli nanopartikiil formiilasyonunun stabilite testi sonuglari.

PB (nm) PDI ZP (mV)
Baslangi¢ 310,946,451 0,516+0,072 -69,7£1,70
3. ay, 5°C 315,743,412 0,568+0,021 -70,1+3,51
3. ay, 25°C, %60
392,4+10,64 0,70040,040 -80,6+2,17
bagil nem
Baslangig 3.ay, 5°C

100 nm

Sekil 3.27. Baglangic ve 3. ay 5°C’de stabilite degerlendirmesi sonucu elde edilen TEM goriintiisii

125



DsC

mW
3.00 - B0a§1ang19
5 C Stabilite
——25C Stabilite /

2.00 W

1.00

0.00
-1.00
-2.00

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 3.28. Baslangi¢ ve 3. ay stabilite degerlendirmesi sonucu elde edilen DSC termogramlari.

3.5.Sterilizasyon calismalari

Hiicre kiiltiiri caligmalari igin lipit kapli nanopartikiil formiilasyonlarinin gama
radyasyon ile sterilizasyon isleminden nasil etkilendiginin anlasilmasi igin
formiilasyonlarin partikiil biiytikliigii, partikiil biiyiikliigii dagilimi, zeta potansiyeli,
TEM goriintiileri degerlendirilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra elde edilen
partikiil biiyiikliigli ve dagilimi, zeta potansiyel sonuglar1 Cizelge 3.30’da, TEM

goriintlisti Sekil 3.29°da sunulmustur.

Cizelge 3.30. Sterilizasyon isleminin karboplatin ve desitabin yiiklii nanopartikiil formiilasyonunun in vitro
ozellikleri tizerine etkisi.

PB (nm) PDI ZP (mV)
Baslangi¢ 334,7+11,13 0,512+0,067 -69,9+8,39
Sterilizasyon sonrast 355,3+£15,35 0,697+0,154 -40,0+7,93
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Sterilizasyon Oncesi Sterilizasyon sonrast

Sekil 3.29. Sterilizasyon islemi sonrasinda hiicre kiiltiirii calismalari i¢in secilen lipit kapli nanopartikiil
formiilasyonu ile elde edilen TEM goriintiileri

3.6.In vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Tez c¢alismas1 kapsaminda gelistirilen lipit kapli albiimin nanopartikiil
formiilasyonlarinin in vitro 6zellikleri degerlendirildiginde LA7, LA7D, LA8, LASD
ve LA9 kodlu formiilasyonlarin hiicre kiiltiirii calismalar1 ile sitotoksisitelerinin,
hiicresel alimlarinin, apoptotik etkilerinin ve ila¢ direnci iizerideki etkinliklerinin

degerlendirilmesi uygun bulunmustur.

A2780 ve A2780cis hiicre dizileri izerinde gergeklestirilen in vitro hiicre kiiltiirii

calismalarindan elde edilen veriler asagida sunulmustur.

3.6.1. Hiicre Dizisi ve Hiicre Kiiltiirii Kosullar:

A2780 insan over kanseri hiicre dizisine ait 0, 12, 24, 48 ve 70. saatte alinan
hiicre kiilttirti goriintiileri Sekil 3.30°da; A2780cis platin direngli insan over kanseri
hiicre dizilerine ait 0, 12, 24 ve 48. saatte alinan hiicre kiiltiirii goriintiileri Sekil 3.31°de
yer almaktadir. A2780 ve A2780cis hiicre dizileri %80-85 yogunluga ulastiginda

deneye hazir hale gelmistir.
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0. saat 12. saat 24. saat

48. saat 70. saat

Sekil 3.30. A2780 hiicre dizisinin mikroskop goriintiileri.

0. saat 12. saat

24. saat 48. saat
Sekil 3.31. A2780cis hiicre dizisinin mikroskop goriintiileri

3.6.2. Karboplatin ve Desitabinin Sitotoksisite ¢alismalar:

Calismamizda Bolim 2.8.2°de anlatilan sekilde MTT yontemi kullanilarak
Cizelge 2.6’da belirtilen deney gruplart i¢in gerceklestirilen ve Esitlik 2.5’e gore
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hesaplanan karboplatin ve desitabinin A2780 ve A2780cis hiicre dizileri iizerindeki
sitotoksisite ¢alismalarina iligskin bulgular Sekil 3.32’de goriilmektedir.

Desitabin

2%
55
2 60 :
= 50
S 40

30
g 20
He) 10
= 0

Kontrol 1 uM 2 uM 4 uM guM  16puM  32uM  64uM 128 uM 256 uM
Desitabin (uM)
—=0—=A2780 =@=A2780cis
Karboplatin
g % ——0=
5
E
@)
(o]
5}
E
Kontrol 1uyM  5uyM 10pM 20pM  40pM 80 uM 160 uM 320 uM
Karboplatin (uM)
=0 A2780 =—@=A2780cis
24 saat 4 uM Desitabin+48 saat Karboplatin

< 100
e —
= g
g 50
O 40
=]

10
T 70

Kontrol 1puyM 5puM  10pM 20uM  40pM  80puM 160 puM 320 uM
Karboplatin (uM)

=0—A2780 ==@=A2780cis

Sekil 3.32. Karboplatin ve desitabinin A2780 ve A2780cis hiicre dizilerinin canlilig1 lizerine etkileri
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48 saat 4 uM Desitabin+Karboplatin

=
o
So

80 ® — ‘\‘\‘
70

Hiicre Canlilig1 (%)
3

Kontrol 1pM  5uM  10uM  20uM  40pM  80uM 160 pM 320 uM
Karboplatin (uM)

=0-=A2780 ==@=A2780cis

24 saat 4 uM Desitabin+48 saat 4 uM Desitabin+ Karboplatin

Hiicre Canlilig1 (%)

Kontrol 1pyM  5pM  10uM 20puM  40pM 80 pM 160 uM 320 uM
Karboplatin (uM)

=0—-A2780 ==@=A2780cis

Sekil 3.32 Devam. Karboplatin ve desitabinin A2780 ve A2780cis hiicre dizilerinin canlilig: lizerine etkileri

3.6.3. Karboplatin ve Desitabin Yiiklii Nanopartikiiler Sistemlerin Sitotoksisite

Calismalanr

Boliim 2.8.2°de anlatilan sekilde bos nanopartikiiller ile LA7, LA7D, LAS,
LA8D ve LA9 kodlu nanopartikiillerin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
A2780 ve A2780cis hiicre dizilerinin hiicre canliligina etkisi degerlendirilmis ve elde

edilen veriler Sekil 3.33-Sekil 3.38’de sunulmustur.
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Hiicre Canlilig1 (%)
3

Kontrol 1,25 uM 2,5uM 5uM
Karboplatin Dozu (uM)

—0— LA7 —=@— LA7D =@ Bos Nanopartikiil

110 —— —e
100 —

90 -
80
70

Hiicre Canlilig1 (%)
3

Kontrol 5uM 10 uM 20 uM
Karboplatin (uM)

=@= |A8 =0=LA8D =@ Bos Nanopartikiil

)

Hiicre Canliligi (%
D
o

Kontrol 5uM 10 uM 20 uM 40 uM
Karboplatin Dozu (uM)

== LA9 =@ Bos nanopartikiil

Sekil 3.33. Bos nanopartikiil formiilasyonu, LA7, LA7D, LA8, LA8D ve LA9 kodlu formiilasyonlarimin A2780
hiicre dizisi tizerindeki 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda sitotoksik etkileri.
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100 e =0

90 —
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Hiicre Canlilig1
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Kontrol 1,25 uM 2,5uM 5uM
Karboplatin Dozu (uM)

=== | A7 =@ | A7D =@=Bos Nanopartikiil

Hiicre Canlilig1 (%)

Kontrol 5uM 10 uM 20 uM
Karboplatin Dozu (uM)

=@ LAS8 =@ Bos Nanopartikiil —o- LASD

110
100

80
70
60
50
40
30
20
10

Hiicre Canliligi (%

Kontrol 5uM 10 uM 20 uM 40 uM
Karboplatin Dozu (uM)

== |A9 ==@=Bos nanopartikiil

Sekil 3.34. Bos nanopartikiil formiilasyonu LA7, LA7D, LA8, LA8D ve LA9 kodlu formiilasyonlarin A2780 hiicre
dizisi iizerindeki 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda sitotoksik etkileri.
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Hiicre Canlilig1 (%)

Kontrol 1,25 uM 2,5uM 5uM
Karboplatin Dozu (uM)

—9— A7 =@ Bos Nanopartikiil —=@— |A7D

|
T
L

Hiicre Canlilig1 (%)

Kontrol 5uM 10 uM 20 uM
Karboplatin Dozu (uM)

=0 A8 == Bos Nanopartikiil =@ LA8D

Hiicre canliligi (%)
o
o

Kontrol 5uM 10 uM 20 uM 40 uM
Karboplatin Dozu (uM)

- LAY =8—Bos nanopartikiil

Sekil 3.35. Bos nanopartikiil formiilasyonu LA7, LA7D, LA8, LA8D ve LA9 kodlu formiilasyonlarin A2780 hiicre
dizisi iizerindeki 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda sitotoksik etkileri.
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Karboplatin Dozu (uM)
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Hiicre Canlilig1 (%)
3

Kontrol 5uM 10 uM 20 uM 40 uM
Karboplatin Dozu (uM)

== | A9 ==@==Bos Nanopartikiil

Sekil 3.36. Bog nanopartikiil formiilasyonu, LA7, LA7D, LA8, LA8D ve LA9 kodlu formiilasyonlariim A2780cis
hiicre dizisi iizerindeki 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda sitotoksik etkileri.
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Sekil 3.37. Bos nanopartikiil formiilasyonu, LA7, LA7D, LA8, LA8D ve LA9 kodlu formiilasyonlarinin A2780cis
hiicre dizisi iizerindeki 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda sitotoksik etkileri.
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Sekil 3.38. Bos nanopartikiil formiilasyonu, LA7, LA7D, LA8, LA8D ve LA9 kodlu formiilasyonlarinin A2780cis
hiicre dizisi iizerindeki 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda sitotoksik etkileri
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3.6.4. Hiicresel Allmin Konfokal Goriintiileme ile Belirlenmesi

Bolim 2.8.3’te anlatildig1 sekilde gergeklestirilen analizde rodamin B yiikli
cekirdek ve lipit kapli albiimin nanopartikiillerin A2780 ve A2780cis hiicre hatlarina

alimlarina ait konfokal goriintiileri Sekil 3.39’da sunulmustur.

DAPI Rodamin B Merge

A2780
Cekirdek

Lipit kaplt

A2780cis
Cekirdek

Lipit kaplt

Sekil 3.39. Rodamin B yiiklii albimin nanopartikiiller ile lipit kapli albiimin nanopartikiillerin A2780 ve A2780cis
hiicre hatlarina alimimin konfokal mikroskop ile goriintiilenmesine ait bulgular.
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3.6.5. Hiicresel Allmin Akim Sitometrisi ile Belirlenmesi

Bolim 2.8.4°te belirtilen sekilde gercgeklestirilen analizde rodamin B yiikli

alblimin ve lipit kapl1 albiimin nanopartikiillerin A2780 ve A2780cis hiicre hatlarina

aliminin akim sitometrisi yontemi ile belirlenmesine dair bulgular Sekil 3.40 ve Sekil

3.41°de sunulmustur.
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Sekil 3.40. Rodamin B yiiklii albiimin ve lipit kapli albiimin nanopartikiillerin A2780 ve A2780cis hiicre hatlarina
aliminin akim sitometrisi yontemi ile belirlenmesine dair bulgular.
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s 400
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A2780

T
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—_—
ik Il Kontrol
T Rho-LKANP

Sekil 3.41. A2780 ve A2780cis hiicre hatlarina rodamin B yiiklii lipit kapli nanopartikiil ve serbest rodamin B

alimina ait akim sitometri deneyi sonuglari.
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3.6.6.Apoptoz ve Direncin Modiilasyonunun Western Blot Yontemi

Degerlendirilmesi

ile

Western Blot yontemi kullanilarak Boliim 2.8.5°te anlatilan sekilde yapilan

analizde A2780 insan over kanseri hiicrelerinde ve platin direngli A2780/cis

hiicrelerinde apoptotik yolak proteinleri ile MLH1 ekspresyonlarindaki degisikliklere

dair sonuclar Sekil 3.42-Sekil 3.44’te verilmistir.
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cleaved Caspase-9

Caspase-7

tleaved Caspase-7 |
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Sekil 3.42. A2780 ve A2780cis hiicre dizilerinde LA9 kodlu formiilasyon uygulamasindan 12 ve 24 saat sonra
Western Blot analizi ile elde edilen protein bantlarinin gériintiisi.

139



2,
o«.&
ﬂr
wn P
'S 006
L <
N~
(V]
A Ve
() .0«\0
3
© o 0 o
- - o o
upje-g/g-asedsen
nBnjunBoA jueq jie|ey
*
o
o]
N~
(V]
<

r T T
0 o 10
1

- s -
uipfe-g/g-osedsed =
nBnjunBoA jueg ey wp

B ] o = 2
o =] =] o =]

uipe-g/c-asedsegpares|d
nBnjunBoA jueg jnejey

T
0
=

0.15+
0.10+

o o
e-y/g-asedsegparea|d
nBnjunBo, jueg ey

r T
n o
N =N
o
u

\0@9
A
[~
\mum.rﬂ
4
4
0,\\«\0
34
0 2 0 o
- - o o
C_uv_m.m_\h-OWNQWNU
nBnjunBo jueg ey
\006
p-3
ﬁV
\006
2
/4
(e) .A\\\O
<
0 S 0 S
- - (=] o
E_uv_Num_\N-UWNQmNU

nBnjunBo jueg juejoy

*

< 9 N =

o o o ) o

uipe-y//-osedsegpanea|d
nBnjunBoy jueg ey

T T T T 1
< @ N = =
o o o o o

uipe-g//-esedseppanes|o
nBnjunBo A jueg Jueley

Sekil 3.43. A2780 ve A2780cis hiicre dizilerinde LA9 kodlu formiilasyon uygulamasindan 12 ve 24 saat sonra

apoptotik yolak proteinlerinin Western Blot analiz sonuglart.
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Sekil 3.43 Devam A2780 ve A2780cis hiicre dizilerinde LA9 kodlu formiilasyon uygulamasindan 12 ve 24 saat

sonra apoptotik yolak proteinlerinin Western Blot analiz sonuglart.
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Sekil 3.44. A2780 ve A2780cis hiicre dizilerinde LA9 kodlu formiilasyon uygulamasindan 12 ve 24 saat sonra
MLHZ1 proteininin Western Blot analiz sonuglart
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4. TARTISMA

4.1 Karboplatin ve Desitabinin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.1.1. Karboplatin ve Desitabinin Ultraviyole (UV) Spektrumunun Alinmasi

Karboplatin ve desitabinin ayr1 ayr1 10 pg.mL™ konsantrasyonda ¢ozeltilerinin
200-400 nm dalga boylar arasinda spektrumlar1 alindiginda Sekil 3.1°de goriildiigii
gibi literatiir ile uyumlu veriler elde edilmistir. Di Pascua ve ark. (2006) ile Gozlan ve
ark.’nin (2014) yaptigi ¢alismalarda karboplatin; Lu ve ark.’nmin (2014) yaptigi
calismalarda ise desitabin icin elde edilen spektrumlar Sekil 3.1’de yer alan

spektrumlar ile paralellik gostermektedir.

4.1.2.Karboplatin ve Desitabinin Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi
(Fouirer Transform Infrared - FT-IR) Spektrumunun Alinmasi

Karboplatin ve desitabinin kimyasal yapilarinin aydinlatilmasi i¢in 400-4000
cm™ dalga sayilar1 arasinda alman FT-IR spektrumlar1 (Sekil 3.2) Ahmed ve ark.
(2014) ile Wysokinski ve ark. (2006) tarafindan karboplatin ig¢in yapilan FT-IR
analizleri ile; Neupane ve ark. (2013) tarafindan desitabin igin yapilan FT-IR analizleri

ile paralellik gostermektedir.

4.1.3. Karboplatin ve Desitabinin X-Isim1 Toz Difraktometrisi

Karboplatin, Sekil 3.3a’da gosterildigi gibi 11,60 °, 16,34 °, 17,00 °, 19,60 ° ve
26,05 °C'lerde bes temel pike sahiptir. Elde edilen difraktogram literatiir ile paralellik
gostermistir (Mahmud ve ark., 2017). Desitabin ise Sekil 3.3b’de bulunun
difraktogramda gortildigi gibi 7,00 °, 14,27 °, 21,20 ve 23,78 °C'lerde 4 keskin pik

143



vermektedir. Elde edilen bu pikler literatiir verileri ile uyumludur (Brus ve ark., 2016;

Neupane ve ark., 2014).

4.1.4.Karboplatin ve Desitabinin Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) ile
Analizi

Saf karboplatin ve desitabinin Sekil 3.4’te yer alan DSC termogramlari
incelendiginde karboplatinin 253,28°C’de desitabinin 202,59°C’de erime piki verdigi
ve bu piklerin literatiirde yer alan karboplatin (Yang ve ark., 2015) ve desitabinin
(Neupane ve ark., 2014) erime noktalarina ait termogramlar ile paralellik gosterdigi

goriilmiistiir.

4.1.5.Karboplatin ve Desitabinin Aym Anda Miktar Tayini I¢cin Analitik Yontem

Gelistirilmesi

Etkin maddelerimiz olan karboplatin ve desitabinin bozulma iriinlerinin
varhiginda uygun pik sekilleri ve uygun bir analiz siiresiyle es zamanli olarak
belirlenmesi i¢in yeni bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Bu nedenle, sabit faz,
hareketli faz bilesimi, hareketli faz konsantrasyonu, hareketli fazin pH'si, akis hizi ve
kolon firin sicaklig1 gibi gesitli parametreler degistirilerek yeterli secicilik ile ayirma
saglayabilen bir yontem gelistirmeye calisilmistir. Baslangic noktas: olarak, XSelect
(C18 4,6x250 mm; 5Sum), XBridge ™ (C18 4,6x250 mm; 5 pm), XTerra RP18
(4,6x250 mm; 5 um) (Waters Corp., Millford, USA) gibi ¢esitli analitik kolonlar test
edilmistir. Cizelge 3.1°de listelenen sistem uygunluk test sonuglar1 diisiiniildiigiinde
yiiksek ayrim etkinligi ve segiciligi nedeniyle ileriki ¢aligmalar igin XSelect (C18
4.6x250 mm; Sum) kolonu seg¢ilmistir.

Sabit faz olarak kullanilacak uygun kolonun se¢ilmesinin ardindan hareketli faz

bilesiminde tampon ¢ozeltisi ile birlikte iki farkli organik ¢oziicii, asetonitril, metanol

ve bunlarin farkli oranlar1 denenmistir. Organik ¢oziicli olarak kullanilan asetonitrilin
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metanol ile karsilagtirildiginda analiz siiresi daha kisa olmasina ragmen pik sekilleri
ve rezoliisyonlar1 kabul edilebilir sinirlar igerisinde olmadigi tespit edilmistir.
Dolayisiyla, karboplatin, desitabin ve bunlarin muhtemel bozunma iirtinleri arasindaki
daha 1iyi segiciligi nedeniyle hareketli faz igerisindeki organik ¢oziicii olarak metanol
secilmistir. Hareketli faz igerisindeki metanol oraninin analiz ilizerindeki etkileri
incelendiginde ise artan metanol oranmin sadece analiz siiresini kisalttigi, ancak
ayrimin etkinligini azalttigi goriilmiistiir. Bu nedenlerle hareketli fazda %3 (h/h)

metanol kullanilmasina karar verilmistir (Cizelge 3.2).

Tampon ¢ozeltisindeki H3PO4 konsantrasyonu, %0,05 ile %0,2 (h/h) arasinda
degistirildiginde ise rezoliisyonun tampon ¢dzeltisinin konsantrasyonu ile ters orantili
oldugu tespit edilmistir. Diger yandan, tampon konsantrasyonu %0,05%¢
distiriildiigiinde kuyruk faktoriiniin artmasi nedeniyle daha uygun bir segicilige
ulagilabilmesi i¢in, %0,1 H3PO4 konsantrasyonunda tampon ¢ozeltisi kullanilmasina

karar verilmistir (Cizelge 3.3).

Analiz siiresinin kisaltilabilmesi amaciyla hareketli fazin akis hizi, 0,75 ve 1
mL.dk? olarak degistirilmis; ancak Yiiksek geri basing degerleri nedeniyle, 1 ml.dk”
Lni iizerine ¢ikilamamus, ileriki ¢alismalar igin 1 mL.min" akis hizi tercih edilmistir

(Cizelge 3.3).

Aragtirilan son parametre ise kolon firini sicakligl olmustur. Sicaklik 25 ila 45
°C arasinda degistirildiginde beklendigi gibi, kolon sicakligindaki artigla birlikte analiz
sliresi azalmis; ancak secicilik ve rezoliisyon bu durumdan olumsuz etkilenmistir. Bu

nedenle sicakligin 25 °C'de sabit tutulmasina karar verilmistir (Cizelge 3.4).

Yukaridaki bilgiler 15181inda Cizelge 3.5 te belirtilen optimum kosullar altinda
gerceklestirilen analize ait Sistem uygunluk test parametreleri (Cizelge 3.6)
degerlendirildiginde gelistirilen analitik yontemin ilgili FDA ve ICH kilavuzlarina
gore uygun oldugu goriilmistiir (FDA, 2000; ICH Q2R1 Guideline, 2005).
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4.1.6.Karboplatin ve Desitabinin Kalibrasyon Dogrularimin Hazirlanmasi ve

Analitik VValidasyonu

Gelistirilen analitik yontem ile karboplatin ve desitabin kombinasyonunun 0,5-
100 pgmL? araliginda 9 farkli konsantrasyonunda miktar tayinleri yapilarak
konsantrasyona karsi elde edilen pik alani verileri ile kalibrasyon dogrulari ¢izilmis
(Sekil 3.6 ve 3.7) ve elde edilen kalibrasyon denklemleri kullanilarak yapilan tekrarl
analizler ile ICH Q2R1 kilavuzunda belirtildigi sekilde dogrusallik ve aralig1, dogruluk
ve geri elde, kesinlik, secicilik, teshis ve tayin sinirlar1 parametreleri degerlendirilerek

analitik yontemin validasyonu saglanmistir.

Etkin maddelerimizin kalibrasyon denklemleri g6z oniine alindiginda hem
karboplatin hem de desitabine ait determinasyon katsayisinin (R?) 1,000 oldugu
goriilmektedir (Sekil 3.6 ve 3.7; Cizelge 3.7). Determinasyon katsayilarinin 1 olmasi
ise elde edilen pik alanlarina dayali olarak hesaplanan konsantrasyon degerlerinin
giivenilir oldugunu ve pik alanlar1 ve konsantrasyon arasinda dogrusal bir iligki

bulundugunu gostermektedir (Sekil 3.8).

Dogruluk ve geri elde caligmalari, diisiik, orta ve yliksek olmak tizere 3 farklh
konsantrasyonda ve 6 tekrarli sekilde gerceklestirilmistir. Karboplatin ve desitabin i¢in
hesaplanan % geri elde verilerine ait bagil standart sapma oranlarinin %2’den diisiik
olmasi hesaplanan konsantrasyon sonuglariin dogrulugunu gostermistir (Cizelge 3.8
ve 3.9).

Belirlenen kosullarda ayni stoktan hazirlanan birden fazla 6rnegin bir seri
Ol¢iimiiniin birbirine yakinligini ifade eden kesinlik parametresi tekrarlanabilirlik ve
ara kesinlik seklinde degerlendirilmistir. Tekrarlanabilirligin incelenmesi i¢in ii¢ farkl
konsantrasyonda karboplatin ve desitabin igeren ¢ozelti 6 tekrarli olarak analiz edilmis
ve hesaplanan konsantrasyon verilerine ait bagil standart sapma degerleri her iki etkin
maddemiz i¢in de %2’den diisiik bulunmustur (Cizelge 3.10 ve 3.11). Ara kesinlik
caligmalarinda ise ii¢ farkli konsantrasyondaki karboplatin ve desitabin ¢ozeltisi
ardisik giinlerde 6 tekrarli olacak sekilde analiz edilmistir. Karboplatin i¢in hesaplanan

bagil standart sapma degerleri tiim konsantrasyonlar i¢in %2’den diisiik bulunurken
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(Cizelge 3.12), sulu ¢ozeltisinin stabilitesinin zayif oldugu bilinen desitabin (Wu ve
ark., 2015) i¢in tim konsantrasyonlarda elde edilen bagil standart sapma degerleri
%2 den yliksektir (Cizelge 3.13). Bu sonuglar 1s181inda analiz yonteminin karboplatin
icin kesin sonucglar verdigi goriilmektedir. Ancak desitabinin sulu ¢6zeltideki

stabilitesinin diisiik olmasi ara kesinlik sonuglarini olumsuz yonde etkilemistir.

Secicilik parametresinin incelenmesi amaciyla gergeklestirilen bozunma
caligmalar1 (Sekil 3.9) ile lipit kapli nanopartikiiler sistemlerin iiretim ve ¢oziinme hizi
calismalar1 sirasinda yapilan analizlere ait kromatogramlar degerlendirildiginde olas1
bozunma iiriinlerinin ya da formiilasyonlara ait herhangi bir bilesenin karboplatin ve
desitabin pikleri ile girisim yapmadig tespit edilmistir. Bu durum, HPLC kullanilarak

gerceklestirilen analizlerin her iki etkin madde i¢in de segici oldugunu kanitlamaktadir.

Incelenen son parametre olan teshis ve tayin sirlarinin ise kalibrasyon
dogrusundaki en kiiciik konsantrasyon olan 0,5’ten kiiclik olmasi ise etkin
maddelerimizin uygulanan kalibrasyon araliginda tayin edilebilecegini gostermektedir

(Cizelge 3.14).

Miktar tayin yonteminin, amaclanan uygulama bakimindan gilivenilirligini ve
tekrarlanabilirligini kanitlamak amaciyla uygulanan analitik yontem validasyonuna ait
tiim parametreler degerlendirildiginde gelistirilen analitik yontemin karboplatin ve
desitabinin ayni anda analizi i¢in uygun bir yontem oldugu ve her iki etkin madde i¢in

de dogru ve kesin sonuglar elde edilebildigi gosterilmistir.

4.2. Formiilasyon Gelistirme Calismalari

Kanser kemoterapisinde tedavinin basarisizligina sebep olan en Onemli
etkenlerden biri tedaviye gelisen direnctir (Park ve ark., 2018). Tek bir kemoterapdtik
ajanin timor tedavisinde etkili olamadigi bu durumda kombinasyon tedavisi olarak
adlandirilan farkl etki mekanizmalarina sahip iki veya daha fazla ilacin ayni anda veya

sirayla kullanimi gliniimiizde yaygin bir strateji haline gelmistir (Hu ve ark., 2016).
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Ancak kombinasyon tedavisi sirasinda farkli etkin maddelerin sinerjik oranlarmin
korunamamasi, hedef dokuya optimum zamanlama ile ulasilamamasi ya da etkin
maddelerin farkl fizikokimyasal 6zelliklerine bagli olarak farkli farmakokinetik profil
ve biyodagilim gostermeleri tedavinin basarisizlikla sonuglanmasina veya beklenen
etkinin elde edilememesine neden olmaktadir. Kombinasyon tedavisi ile ytiklii nano-
boyutlu ilag tasiyici sistemler ise serbest ilaglarin kombinasyonu ile olusan bu

smirlamalarin 6niine gegebilecek potansiyele sahiptir (Chen ve ark., 2017).

Antikanser bir etkin madde ile ila¢ direncini inhibe edecek bir etkin maddenin
direngli tiimdr hiicrelerine ayni nanotasiyici sistem igerisinde bir arada verilmesi, etkin
maddelerin olusturdugu sinerjik etki ile ila¢ direncinin iistesinden gelmek i¢in 6nemli
bir avantaj olusturmaktadir (Zeng ve ark., 2017). Lipit kapl polimerik nanopartikiiller
ise sahip olduklar1 farkli yapisal boliimler sayesinde farkli 6zellikteki birden ¢ok etkin
maddenin ayn1 anda tasinmasina olanak saglamaktadirlar. Ayrica nanoboyuttaki ilag
tastyict sistemlerin pasif hedeflendirilmesi ile diisiik dozla konvansiyonel tedavilere
esdeger yiiksek antikanserojen etki saglanabilmekte ve saglikli doku ve hiicrelerde
minimum yan etki olusumu gozlenmektedir (Garg ve ark., 2017; Li ve ark., 2015;
Sengupta ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2017; Zhao ve ark., 2015).

Calismamizda over kanseri gibi kat1 timorlerin tedavisinde kullanilan geleneksel
bir kemoterapdtik olan karboplatin ile ¢esitli ¢aligmalar vasitasiyla epigenetik
mekanizmalarla kazanilan ilag direncinin geri ¢evrilmesinde etkili oldugu kanitlanan
desitabin sinerjik dozlar1 korunarak lipit kapli albiimin nanopartikiillerin farkli
boliimlerine enkapsiile edilmis ve bu amagla ¢ift basamakli iiretim yonteminin

kullanilmasina karar verilmistir.

4.2.1. Karboplatin Yiikli PCL ve PLGA Nanopartikiill Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi

Nanopartikiil hazirlama yontemleri monomerlerin polimerizasyonuna dayanan

yontemler ve emdiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma, emiilsiyon olusturma-
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¢oOziicli difiizyonu, nanopresipitasyon, plskiirterek kurutma gibi fizikokimyasal
yontemler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Igbal ve ark., 2015; Reis ve ark., 2006).
Emiilsiyon olusturma ¢6ziicli buharlagtirma yontemi daha ¢ok farmasdétik endiistride
kontrollii salim elde etmek amaciyla kullanilmaktadir. Nanopartikiil igerisine
enkapsiile edilebilecek etkin madde miktart ise maddenin hidrofilik ya da hidrofobik
olusuna gore degismektedir. S/Y tipi tekli emiilsiyon yontemi suda ¢oziiniirliigl zayif
olan etkin maddeler i¢in uygun olurken; ¢ift emiilsiyon ¢6ziicii buharlastirma yontemi,
tekli emiilsiyon kullanildiginda hizla dis su fazina sizma egilimi olan hidrofilik etkin
maddelerin nanopartikiiller icerisine enkapstilasyonu i¢in yaygin olarak kullanilmakta
ve suda c¢ozlnirligli yiiksek etkin maddelerin yiliksek oranda enkapsiilasyonu

saglanmaktadir (Igbal ve ark., 2015).

Suda ¢oziiniirliigii yiiksek bir etkin madde olan karboplatinin nanopartikiiler
sistem igerisine yiiklenmesi ¢alismalarinda oncelikle hedeflenen partikiil biiytikliigii
ve dagilimi, zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi, in vitro salim hiz1 gibi
formiilasyon 6zellikleri dikkate alindiginda en uygun yontemin S/Y/S ¢ift emiilsiyon

¢Oziicii buharlastirma yontemi oldugu diistiniilmiistiir.

Formiilasyon c¢aligmalarina polimer olarak PCL kullanilarak baslanmistir
(Cizelge 2.1). NP1 kodlu formiilasyonda uygun partikiil biyiikligii elde edilmis;
enkapsiilasyon etkinligi sadece %?20,56’ya ulasabilmistir. Etkin maddenin
enkapsiilasyon miktar1 {izerine etkisi olabilecegi diisiiniilerek NP2 kodlu
formiilasyonda PVA yerine ayr1 oranda farkli bir siirfaktan CTAB kullanilmistir;

ancak primer emiilsiyon olusmadig: i¢in nanopartikiiler bir sistem elde edilememistir.

Song ve ark.’lar ile Govender ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismalara gore dis su
fazinin  pH’smin  degistirilmesi suda c¢oziinlrliigli yiiksek etkin maddelerin
enkapsiilasyon etkinligini degistirmektedir (Govender ve ark., 1999; Song ve ark.,
2008). Bu bilgi 1s18inda, dis faz pH’s1, 6’dan karboplatinin ¢dziiniirliigliniin daha az
oldugu bilinen pH 10’a ¢ikarilarak, karboplatinin nanopartikiil formiilasyonu tiretim
asamasinda dis su fazina sizma egilimi en aza indirilmeye c¢alisilmigtir. Bu yontemle

pH 10°da hazirlanan NP3 ve NP4 kodlu formiilasyonlarda enkapsiilasyon etkinligi pH
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6,0’da hazirlanan NP1 kodlu formiilasyonda yaklagitk 2 katina, NP5 kodlu
formiilasyonda ise yaklasik 1,5 katina ¢ikarilmistir (Cizelge 3.15).

NP4 kodlu formiilasyonda polimer olarak PCL yerine PLGA kullanildiginda
partikiil biiyiikliigiinde bir artis goriilmesinin yani sira enkapsiilasyon etkinliginde

istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriilmiistiir (p<0,05) (Cizelge 3.15).

NP5 kodlu formiilasyonda yag fazina primer emiilsiyon stabilitesini artirmak
amactyla PEG 2000 eklenmistir. PEG 2000 ilavesi yoluyla partikiil biiytikligi ve
partikiil biyiikligii dagilimi PEG 2000 kullanilmayan NP3 kodlu formiilasyona
kiyasla azalmis; ancak beklenenin aksine enkapsiilasyon etkinliginde ciddi bir diisme

elde edilmistir (Cizelge 3.15).

4.2.2.Karboplatin  Yiikli = Kitozan Nanopartikiil Formiilasyonlarimin

Hazirlanmasi

Pozitif yukli kitozan ile negatif yiikli capraz baglayicilarin fiziksel
etkilesmelerine dayanan iyoinik jelasyon yontemiyle toksik kimyasal ¢apraz
baglayicilar ve yiizey etkin maddelerin kullaniminin 6nlenmesinin yani sira tamamen
hidrofilik bir ortamda, organik ¢oziiciilerden ve yiiksek stres kosullarindan uzak

gerceklesen hazirlama siireci etkin maddelerin stabilitesine katkida bulunmaktadir.

Karboplatin yiiklii kitozan nanopartikiil formiilasyon ¢aligmalarinda oncelikle
polimer olarak farkli molekiil agirlikli (diisiik ve yiiksek) kitozan kullanilmistir.
Yiiksek molekiil agirlikli kitozan ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda
hedeflenen partikiil biiyiikliigii ve dagilimina ulasilamamasi nedeniyle polimer olarak

diisiik molekiil agirlikli kitozan segilmistir (Cizelge 2.2).

C2 ve C3 kodlu formiilasyonlarda yiiksek hidrofilik 6zellige sahip karboplatinin

daha fazla etkilesime girerek partikiil i¢erisinde daha fazla karboplatinin enkapsiile
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olmasmmi saglamak amaciyla PEG 2000 kullanilmis; ancak karboplatinin

enkapsiilasyonu iizerine olumlu bir etki saglanamamustir (Cizelge 3.16).

Formiilasyonlarda diger bir parametre olarak karboplatin miktarinin
degistirilmesi diisiiniilmiis; fakat formiilasyona ilave edilen karboplatin miktar1 elde
edilen nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinde bir farklilik yaratmamistir. Bu

nedenle 5 mg karboplatin kullanilarak ¢alismaya devam edilmistir (Cizelge 3.16).

Formiilasyonlarda capraz baglayici olarak arap zamki ve sodyum tripolifosfat
(TPP) kullanilmistir. Her iki ajan ile de hedeflenen enkapsiilasyon etkinligine sahip

nanopartikiil formiilasyonlar: elde edilememistir (Cizelge 3.16).

Formiilasyonlarin hazirlanma agamasinda etkin maddenin formiilasyona ilave
edilme asamasi degistirilmis ve karboplatinin  enkapsiilasyon etkinligi
degerlendirilmistir. Etkin madde C1, C2, C3, C5 kodlu formiilasyonlarda capraz
baglayici ajan igeren ¢ozeltiye; C4, C6 kodlu formiilasyonlarda ise kitozan ¢ozeltisine
eklenmistir. Ancak sadece etkin maddenin kitozan ¢ozeltisine eklendigi C6
formiilasyonunda enkapsiilasyon etkinligi diger formiilasyonlarin yaklagik 3 katina
ulagmasina ragmen partikiil blytikligli ve partikiil biiylikliigii dagilimi hedeflenen
degerlerin ¢ok iizerinde elde edilmistir (Cizelge 3.16).

4.2.3.Karboplatin  Yiiklii = Albiimin Nanopartikill Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi

Desolvasyon yontemi albiimin nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in yaygin olarak
kullanilan bir yontem olmakla birlikte hazirlama prosediirii pek ¢ok farkli degiskenden
etkilenir ve farkli fizikokimyasal Ozelliklere sahip nanopartikiiller elde edilir.
Calisgmamizda uygulanan desolvasyon ydntemini optimize edebilmek amaciyla
glutaraldehit:BSA orani, dispersiyon ortaminin iyonik siddeti, BSA ¢o6zeltisinin
konsantrasyonu, desolvasyon ajani/sulu faz orani, farkli ¢apraz baglama yontemleri,

BSA ¢ozeltisinin pH’si, yiizey etkin madde varlig1 ve karistirma hizi gibi formiilasyon
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ve islem parametreleri degistirilerek bu degiskenlerin elde edilen karboplatin yiiklii

albiimin nanopartikiiller {izerindeki etkileri degerlendirilmistir.

4.2.3.1.Farkh Glutaraldehit:BSA Oranlarimin Etkisi

Desolvasyon yonteminde BSA c¢ozeltisi iizerine alkol eklenmesiyle birlikte
morfolojik olarak olusan albiimin partikiilleri heniiz stabil degildirler ve bir capraz
baglama iglemi ile stabilize edilmeye ihtiyac duyarlar. BSA proteini lizin kalintilarinda
60 amino grubu igerir. Olusan albiimin partikiillerindeki bu gruplarin glutaraldehit gibi
aldehit grubu tasiyan bir ajan ile girdigi kondensasyon reaksiyonu sonucunda
partikiiller stabilize olurlar. Proteinin amino gruplarinin ¢apraz baglanma derecesi elde
edilen partikiillerin ~stabilitesini, partikiil biiyiikliigiinii, zeta potansiyelini,
enkapsiilasyon etkinligini ve ayn1 zamanda etkin madde salim kinetiklerini etkiler (Li

ve ark., 2008).

Calismamizda BSA miktarina oranla kullanilan farkli miktardaki glutaraldehitin
elde edilen albiimin nanopartikiiller iizerine etkisinin incelenmesi amaciyla BSA
proteininin icerdigi amino gruplarini ¢apraz baglamaya yetecek glutaraldehit
miktarinin %100, 40 ve 20’si kadar glutaraldehit kullanilarak AF1-AF3 kodlu albiimin
nanopartikiiller hazirlanmigtir (Langer ve ark., 2008; Langer ve ark., 2003; Weber ve
ark., 2000). Cizelge 3.17°de goriildiigii gibi Li ve ark.’nin ¢aligmasina paralel olarak
eklenen glutaraldehit orani arttikca partikiil biiytikliigil, enkapsiilasyon etkinligi,
yiikleme kapasitesi azalmis, zeta potansiyel ise artmistir. Artan glutaraldehit oraniyla
birlikte albiiminin ¢apraz baglanma derecesinin artmast sonucunda daha kompakt ve
yiiksek yogunluklu, istatistiksel olarak anlamli derecede kiiciik partikiiller elde
edilmistir (p<0,05). Enkapsiilasyon etkinligi ve yiikleme kapasitesindeki azalma
(p<0,05) ise c¢apraz baglama derecesiyle birlikte albiimin nanopartikiiliin artan
hidrofobik egilimi nedeniyle hidrofilik 6zellikteki karboplatinin su fazina kagma
egilimine baglanmstir (Li ve ark.,, 2008). Artan glutaraldehit miktarmin
enkapsiilasyon etkinligi ve ylikleme kapasitesini olumsuz etkilemesi ve glutaraldehitin

toksik etkileri gbz oniinde bulunduruldugunda Merodio ve ark.’nin (2001) yapmis
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oldugu c¢alismada da uygulandigi gibi 1,56ug/mg BSA oraninda glutaraldehit

kullanilarak ¢alismalara devam edilmistir.

4.2.3.2. Dispersiyon Ortaminin Etkisi

Dispersiyon ortaminin iyonik giicliniin protein-protein etkilesmelerini 6nemli
derecede etkilemesi finalde elde edilen nanopartikiillerin 06zelliklerini de
etkilemektedir. Dispersiyon ortamindaki iyonik giiclin, sodyum kloriir (NaCl) gibi bir
elektrolit eklenmesiyle artmasi, protein molekiilleri arasindaki elektrostatik itme
kuvvetlerini azaltacagi i¢in partikiil biiyiikliigliniin de artmasina neden olmaktadir
(Galisteo-Gonzalez ve Molina-Bolivar, 2014; Langer ve ark., 2003). Tarhini ve
ark.’nin (2018) BSA kullanarak yaptiklari ¢alismada dispersiyon ortaminin iyonik
giicii 10 mM’dan 20 mM’a ¢ikarildiginda eklenen elektrolitin pozitif iyonlar1 protein
yiizeyindeki negatif yiiklere tutunarak proteinin net yiikiiniin azalmasina neden olmus;
bu durumda protein molekiilleri arasindaki itme kuvvetleri azalarak spesifik olmayan

etkilesimler yoluyla amorf agregatlar olusturmuslardir.

Calismamizda dispersiyon ortaminin olusan nanopartikiillerin in vitro 6zellikleri
tizerine etkisinin incelenmesi amaciyla AF1-AF3 kodlu formiilasyonlar, dispersiyon
ortami olarak su yerine 10 mM NaCl ¢ozeltisi kullanilarak AF4-AF6 kodlu
formiilasyonlar tekrar hazirlanmistir. Tarhini ve ark.’nin (2018) c¢alismasina benzer
sekilde Cizelge 3.17°de ifade edildigi gibi tiim glutaraldehit:BSA oranlarinda
beklenildigi gibi dispersiyon ortaminin iyonik giicliniin artmasinin partikiil
biiylikliiglinii artirdig1, zeta potansiyelini azalttigi gorilmiistir (p<0,05). Ancak
enkapsiilasyon etkinligi iyonik giigten etkilenmemistir. Elektrolit ¢dzeltisinin
karboplatin yiiklii albiimin nanopartikiillerin 6zellikle partikiil biiyiikliigii tizerindeki
olumsuz etkileri nedeniyle ¢alismaya dispersiyon ortami olarak su kullanimi ile devam

etme Kkarar: alinmustir.
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4.2.3.3.BSA Konsantrasyonunun Incelenmesi

BSA konsantrasyonunun albiimin nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri
tizerine etkisi 1,56 pg/mg BSA oraninda glutaraldehitle ¢apraz baglanan pH 11°e
ayarlanmis %S5, 2,5 ve 2 (a/h) konsantrasyondaki BSA ¢o6zeltisiyle hazirlanmis AF7-
AF9 kodlu albiimin nanopartikiiller formiilasyonlar1 iizerinde degerlendirilmistir
(Cizelge 3.18). Yapilan c¢alismada BSA konsantrasyonu arttik¢a partikiil
biyiikliginin artma ve polidispersite indeksinin azalma egilimi gosterdigi
belirlenmistir. BSA konsantrasyonu %2’ den %2,5’a ¢ikarildiginda partikiil biiyiikligi
255,4 nm’den 462,0 nm’ye ¢ikmis; bunun yaninda PDI degeri 0,256’dan 0,124°e
diismiistiir. Konsantrasyon %5’e ¢ikarildiginda ise alkol eklenmesinin ardindan
BSA’nin hizla agrege olarak ¢oktiigii goriilmiig; bu nedenle nanopartikiil olusumu
gerceklesmemistir. Galisteo-Gonzalez ve ark. yaptigi ¢alismada BSA konsantrasyonu
%1,2’den %10’a ¢ikarildiginda partikiil biiytikliigii 75 nm’den 135 nm’ye ¢ikmis; PDI
degeri ise azalmistir. Bu durum klasik niikleasyon teorisi ile agiklanmistir. Bu teoriye
gore BSA konsantrasyonu arttikca ¢ézeltinin viskozitesi de artmakta ve proteinin su
ile alkol arasindaki hareketi ise azalmaktadir. Boylece niikleasyon hizi azalarak daha
biiyiik partikiillerin olusumuna neden olmaktadir. Diger yandan, daha yiiksek bir BSA
konsantrasyonu daha yiiksek bir siipersatiirasyon derecesine neden olarak, daha fazla
ve daha kiigiik ¢cekirdekler olustururken ayni zamanda da, partikiillerin ¢arpisarak daha
bliylik nanopartikiiller olusturmak {izere aglomere olma ihtimalini artirmaktadir
(Galisteo-Gonzalez ve Molina-Bolivar, 2014). Diger yandan BSA konsantrasyonunun
%2’den %2,5’a c¢ikmas1 ile karboplatinin enkapsiilasyon etkinligi %26,02’den
%29,09’a ¢ikarak kiigiik bir artis géstermistir (p>0,05).

4.2.3.4.Desolvasyon Ajani:Sulu Faz Oraninin Etkisinin incelenmesi
Alblimin nanopartikiillerin desolvasyon yontemi ile iiretiminde kullanilan etanol

miktar1 desolve edilen albiimin miktarint dogrudan etkileyecegi icin final {irlin

tizerinde de 6nemli etkilere sahiptir (Taneja ve Singh, 2018).
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Desolvasyon kavrami, ¢Oziicli yer degistirmesi sirasinda olusan ara yiizey
tiirbiilansia dayanmaktadir. ki ¢oziiciiniin birbiriyle karisabilirligi sayesinde, eklenen
nonsolvent hizla difiize olmaktadir. Bu difiizyon sirasinda, protein termodinamik
¢oziinlirliik sinirin1 agmakta ve sistem, protein nanopartikiillerinin ¢ekirdeklenmesini
indiikleyecek sekilde davranmaktadir. Bir diger deyisle, nanopartikiil olusumu eklenen
nonsolvent hacmine baghdir. Desolvasyon ajaninin  hacmi, ¢0ziinenin
siipersatiirasyona ulagmasi i¢in yeterli degilse, cokme olusmaz veya genis bir dagilim
gosteren diizensiz nanopartikiiller olusmaktadir (Tarhini ve ark., 2018). Diger yandan
gerekenden daha fazla etanol eklendiginde ise diisen c¢oziiniirliige bagli olarak

albiiminin tamamu biiyiik agregatlar halinde cokmektedir.

Gorsel olarak degerlendirildiginde sabit miktarda sulu faza eklenen etanol
miktar1 artirildik¢a sistemin opakligi artmaktadir. 1:1 oraninda etanol eklenmis olan
formiilasyon transparan bir dispersiyon halinde iken etanol miktar1 arttik¢ca daha opak
beyaz bir goriiniimde dispersiyonlar elde edilmistir.  Formiilasyonlarin
bulanikligindaki bu degisiklik ise olusan partikiil sayisina, partikiil biiyiikliigiine ve
partikiil biytikliigii dagilimina baglhidir (Tarhini ve ark., 2018). Weber ve ark.’nin
caligmasina gore desolvasyon islemi iki ana kisimdan olusur. Birincisi desolvasyon
ajaniin eklenmeye bagladig1 anda partikiil biiyiikliigiiniin arttig1 kisim, ikincisi ise
partikiil biiytikliiglinlin sabit kaldig1; ancak olusan partikiil sayisinin arttig1 kistmdir
(Weber ve ark., 2000). Ik asamadaki artisin nedeni diisiik konsantrasyonda etanol
eklendiginde protein molekiillerindeki hidrofobik zincirlerin etkilesimi sonucu olugan
agregasyondur. Etanol konsantrasyonu %50°nin (h:h) iistiine ¢iktiginda ise daha kii¢iik
partikiil biiyiikliigiine ve daha dar bir partikiil biiyiikliigii dagilimima sahip alblimin
nanopartikiiller olusmaya baslamaktadir. Bunun nedeni ise ilk desolvasyon
basamaginda olusan agregatlarin daha kiiciik partikiiller olusturmak iizere

pargalanmasidir (Taneja ve Singh, 2018).
Gergeklestirdigimiz ¢alismada Tarhini ve ark. (2018) tarafindan yapilan

caligmaya paralel olarak formiilasyonda kullanilan etanol oram1 AF10 kodlu

formiilasyonda 2:1 iken AF11 kodlu formiilasyonda 3:1’e artirilldiginda partikiil
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biiyiikliigii azalmis; ancak PDI artmis, yani partikiil biyiikligii dagilimi genislemistir
(p<0,05). Kullanilan etanol orani AF9 kodlu formiilasyonda 4:1’e ¢ikarildiginda
Weber ve ark.’nin ¢alismasina benzer sekilde partikiil biiyiikliigii, zeta potansiyel,
enkapsiilasyon etkinligi gibi parametreler agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik elde edilememistir (Cizelge 3.19).

4.2.3.5.Capraz Baglama Yonteminin Etkisi

Albiimin gibi proteinlerin bir organik ¢oziicii ile desolve edilmesinin ardindan
partikiil ylizeyindeki amino gruplarinin glutaraldehit ile ¢apraz baglanmasi protein
nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Ancak
partikiillerin termal yontem kullanilarak (Steinhauser ve ark., 2008; Taneja ve Singh,
2018; Yu ve ark., 2014) protein nanopartikiillerin stabilize edilmesi de alternatif bir
yol olusturmaktadir. Termal denatiirasyon yonteminde proteinin i¢erdigi karboksilik
asit ve amino gruplari kondensasyon reaksiyonuna girerek nanopartikiilii stabilize
etmektedirler. Reaksiyonun 50-60°C’de 24-48 saat boyunca siirmesi gerekirken, 70°C
ve lzerinde kisa reaksiyon siirelerinde nanopartikiillerin  stabilizasyonu

gerceklestirilebilmektedir (Weber ve ark., 2000).

Caligmamizda farkli capraz baglama yontemlerinin partikiiller lizerindeki
etkileri iki farkli pH’daki (pH 11,0 ve 7,2) formiilasyon gruplar1 iizerinde incelenmistir
(Cizelge 2.6). Desolvasyon basamagmin ardindan etanolle ¢oziiniirliigii azaltilan
albliminin olusturdugu agregatlar 30 dk 70°C 1s1 uygulamasiyla (AF12 ve AF14 kodlu
formiilasyonlar) ya da 1,56 pg/mg BSA oraninda glutaraldehit ile capraz baglanarak
(AF11 ve AF13 kodlu formiilasyonlar) stabilize edilmistir (Cizelge 3.20). Her iki
pH’da da elde edilen nanopartikiillerin partikiil biiyiikligii ve polidispersite indeksi
karsilastirildiginda Yu ve ark.’nin ¢aligmasiyla paralel sekilde 1s1 uygulamasi ile
stabilize edilen albiimin nanopartikiillerin partikiil bliyiikliigii glutaraldehit ile ¢apraz
baglanan formiilasyonlardan daha yiiksek bulunmustur (Yu ve ark., 2014).
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4.2.3.6.BSA Cozeltisi pH’sinin Etkisi

BSA ¢ozeltisinin pH’s1 protein molekiillerinin yiikiinii etkileyerek albiimin
nanopartikiillerin in vitro 6zelliklerini, dzellikle de partikiil biiyiikliigiinii etkileyen en
onemli formiilasyon parametrelerinden biridir. Izoelektrik noktas1 4,4 olan BSA icin
izoelektrik noktasindan uzaklastikga partikiil biiyiikligiiniin diismesi beklenir
(Galisteo-Gonzalez ve Molina-Bolivar, 2014). Yiksek pH’larda protein
molekiillerinin negatif yiikiiniin artmasi ile olusan molekiiller arasi elektrostatik itme
kuvveti, molekiillerin koagiilasyonunu azaltmaktadir. Bunun sonucunda yiiksek
pH’larda partikiil biiyiikligii azalmaktadir (Elzoghby ve ark., 2012; Galisteo-Gonzalez
ve Molina-Bolivar, 2014; Langer ve ark., 2003; Li ve ark., 2009). Bunun aksine pH
degeri izoelektrik noktaya yaklastikga (pH 5-6) proteinin net yiikiinde yasanan
azalmaya bagli olarak BSA molekiilleri arasindaki koagiilasyon ve ¢ekirdek olusumu

hizlanir (Galisteo-Gonzalez ve Molina-Bolivar, 2014).

BSA ¢ozeltisinin pH’smin final {riin {lizerine etkilerinin degerlendirilmesi
amaciyla BSA ¢ozeltisinin dogal pH’sinin (pH 7,2) yaninda diisiik (pH 5,0) ve yiiksek
pH’lara (pH 11,0) ayarlanmis BSA ¢ozeltileriyle calisilmistir. AF15 kodlu
formiilasyonda pH 5,0’daki BSA ¢ozeltisine alkol eklenmeye baslandiginda albiimin
hizla ¢okerek makroskopik agregatlar olusturmus, nanopartikiil olusumuna izin
vermemigstir. Diger yandan Cizelge 3.21°de de goriildiigii gibi literatiir verilerine
uygun olarak pH 11,0’da hazirlanan AF10 kodlu albiimin nanopartikiillerin
biiyiikliigii, pH 7,2’de hazirlanan AF13 kodlu nanopartikiillerden istatistiksel agidan
anlaml olgiide kii¢iik bulunmustur (p<0,05). Sebak ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada
benzer sekilde pH 5,0-7,0 arasindaki partikiillerin pH 8,0’ iizerinde hazirlanan
partikiillerden daha biiylik bir partikiil biiyiikliigline ve daha genis bir partikiil
biiyiikliigii dagilimina sahip olduklar1 goriilmiistiir (Sebak ve ark., 2010). Pan ve ark.
(2007) tarafindan bir bagka protein olan kazein ile yapilan ¢alismada da ayni sekilde
pH 5,0’da 300 nm, pH 10,0°da ise 100 nm partikiil biiyiikliigline sahip partikiiller elde
edilmistir. Bunun yaninda literatiir verileri 1s18inda BSA ¢ozeltisinin pH’sindaki

degisikligin elde edilen nanopartikiillerin zeta potansiyelini de Onemli Olgiide
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etkilemesi beklenmistir (Langer ve ark., 2003; Sebak ve ark., 2010; Tarhini ve ark.,
2018). Ancak, ¢alismamizda pH degisikligi zeta potansiyelde ve karboplatinin

enkapsiilasyon etkinliginde istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmamustir.

BSA ¢ozeltisinin pH’s1 partikiil biiytlikliiglintin yani sira elde edilen partikiillerin
¢oziinme hiz1 profillerini de 6nemli 6lgiide etkilemektedir. pH’s1 7,2’den biiyiik olan
BSA ¢oOzeltisi ile hazirlanan karboplatin - yiikkli  AF10 kodlu albiimin
nanopartikiillerden ilk 8 saat igerisinde ancak %5 karboplatin salimi1 gerceklesirken,
pH 7,2°de hazirlanan AF13 kodlu formiilasyondan karboplatin salim1 ilk 4 saatte
%20’nin tizerine ¢ikmaktadir (Sekil 3.10).

4.2.3.7.Yiizey Etkin Madde Varh@imn Etkisi

Matriks yapili ilag tasiyici sistemler i¢in hidrofobik etkilesmeler etkin maddenin
sistem igerisine yiiklenmesini ve daha sonrasinda salimini etkilemektedir. Alblimin
gibi proteinlerin ¢apraz baglanma sonucu artan hidrofobik egilimleri suda ¢6ziinen
etkin maddelerin enkapstilasyonunu kisitlamaktadir. Yiizey etkin maddeler ise ¢apraz
baglanan hidrofobik tasiyict ve suda ¢oziintlirliigli yiiksek etkin madde arasinda bir
koprii  gorevi yaparak capraz baglayicidan kaynaklanan hidrofobik egilimi
dengelemektedir (Li ve ark., 2008). Su ve ark., suda ¢oziiniirliigi yiiksek olan sodyum
ferulatin albiimin nanopartikiiller igerisine enkapsiilasyonunu artirabilmek i¢in
enkapsiilasyon  prosediirini.  %0,2  (a/h)  poloksamer 188  varlifinda
gerceklestirmislerdir (Su ve ark., 2005). Taneja ve ark. ise terapdtik triinlerde
¢oziinlirliik artirmak ve stabilizasyonu saglamak amaciyla yaygin olarak yer verilen
polisorbat 80 kullanarak insan serum albiimini (HSA) nanopartikiillerini stabilize
etmeyi ve protein molekiillerinin hidrofilik egilimini artirmayr amaglamislardir.
Polisorbat 80’in hidrofobik kuyruk kismu ile proteinin apolar aminoasitleri arasindaki
etkilegsmeler sonucunda polisorbat 80-HSA kompleksinin ¢oziiniirliigii artmis, alkol
eklenmesiyle etkin madde olan irinotekanin ¢cokmesi engellenmis; ayn1 zamanda artan
polisorbat 80 konsantrasyonuyla birlikte elde edilen partikiil biiyiikliigiinde azalma
gozlenmistir (Taneja ve Singh, 2018).
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Calismamizda %2 (a/h) BSA ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan partikiillerin in
vitro ozellikleri incelenmis ve yilizey etkin madde olarak Li ve ark.’nin ¢alismasi baz
alinarak poloksamer 188 tercih edilmistir. Ancak beklenenin aksine artan poloksamer
188 konsantrasyonu ile birlikte enkapsiilasyon etkinliginde anlamli bir artis
gozlenmemis; ancak partikiil biyiikliigii 396 nm’den 585 yiikselmistir (p<0,05)
(Cizelge 3.22). In vitro ¢dzinme hizi calismalarinda elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde ise artan yiizey etkin madde konsantrasyonunun in vitro etkin

madde ¢oziinme hizini azalttig1 belirlenmistir (Sekil 3.11).

4.2.3.8. Kanistirma hizinin etkisi

AF13 kodlu formiilasyonun karistirma hizi 600 rpm’den 1200 rpm’e
cikarildiginda elde edilen AF19 kodlu formiilasyona ait in vitro 6zellikler Cizelge
3.23’te gorlilmektedir. Bu sonuglar degerlendirildiginde karigtirma hizinin
artirlmasinin etkisiyle partikiil biliylikliigii 396 nm’den 207 nm’ye kadar diistiigii
(p<0,05); PDI degeri ve enkapsiilasyon etkinliginde anlamli bir degisiklik olmadigi
(p>0,05) goriilmiistiir. Bunun yaninda Sekil 3.12’de goriildiigii gibi karistirma hizinin
degistirilmesi karboplatinin in vitro ¢éziinme hizinda herhangi bir degisiklige sebep

olmamustir.

4.2.4.0Optimum Karboplatin Yiiklii Albiimin Nanopartikiil Formiilasyonunun

Belirlenmesi

Karboplatin yiiklii albiimin nanopartikiillerin optimizasyonu i¢in Oncelikle
OFAT yaklasimi kullanilarak elde edilen {iriin iizerinde etkili olan degiskenler 6n
calismalarla belirlenmis; daha sonra ise bu bagimsiz degiskenlerin elde edilen iiriin
tizerindeki etkileri Box-Behnken tasarimi (BBD) ile incelenmistir. Optimize edilen
karboplatin yiiklii albiimin nanopartikiil formiilasyonu ise lipit kaplama isleminde

¢ekirdek olarak secilmistir.
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Literatiirde farkli uygulamalara sahip bir¢ok deneysel tasarim mevcuttur. Ancak
en az sayida deneme kullanilarak islemleri optimize edebilmek i¢cin BBD tasarimi
tercih edilmektedir. BBD, ¢ogaltilmis merkez noktalarindan ve kiipiin her yiizeyinin
orta noktasinda bulunan ve ilgilenilen bolgeyi tanimlayan noktalardan olusmaktadir
(Sekil 1.9). BBD tasarimi, 3 veya daha fazla bagimsiz degiskenle diger tasarim
sekillerine oranla daha az deney yapmayi gerektirmektedir. Bu nedenle, karboplatin
yiiklii alblimin nanopartikiillerin optimizasyonu i¢in BBD kullanilmasi tercih
edilmistir (Shaikh ve ark., 2017). Kullanilacak bagimsiz degiskenler ve bunlarin
seviyeleri daha 6nce belirtilen 6n deneyler sonucunda belirlenmistir. On deneylerin
sonucuna gore bagimsiz degisken olarak uygulanan BSA konsantrasyonu (Xi),
desolvasyon ajani:su fazi orani (X2) ve BSA:Glutaraldehit orani (X3) segilmis ve
bunlarin Cizelge 2.10°da belirtilen 3 farkli seviyesi kullanilarak Cizelge 2.12°de yer
alan 12 deney gerceklestirilmistir. Sonuclar ise bagimli degisken olarak belirlenen
partikiil blyikligi (Y1), partikiil buytkligi dagilmi (Y2) ve enkapsiilasyon
etkinliginin (Y3) Cizelge 2.11°de belirtilen hedefleri dogrultusunda degerlendirilmis

ve Cizelge 3.24’te yer alan sonuglar elde edilmistir.

Partikiil biiyiikliigii agisindan; alblimin konsantrasyonu, glutaraldehit:BSA orani
ve albiimin oraninin karesinin partikiil biiyiikliigli tizerinde anlamli etkisi oldugu
gosterilmistir (p<0,05). Model grafikleri incelendiginde hem glutaraldehit:BSA hem
de etanol:sulu faz orani sabit tutuldugunda albiimin konsantrasyonunun %?2’den %3’e
cikmastyla partikiil biiylikligiliniin azaldigi; ancak %3’ten %4’e c¢iktiginda yiiksek
oranda arttigr goriilmiistir. Sekil 3.13a ve Sekil 3.13b incelendiginde BSA
konsantrasyonu sabit tutuldugunda etanol:sulu faz orani ya da glutaraldehit:BSA
oranindaki degisimin partikiil biyilikliglinde anlamli degisiklik yaratmadig
gorilmektedir. Ayrica Cizelge 3.25°te yer alan matematiksel esitliklere bakildiginda
da partikiil biiyiikliigii ilizerine en c¢ok etkisi olan bagimsiz de8iskenin BSA
konsantrasyonu oldugu anlagilmaktadir. Ancak Sekil 3.13c’de goriildiigi gibi sabit
BSA konsantrasyonunda glutaraldehit ve etanol orani degisimleri incelendiginde
diisiik glutaraldehit oraninda etanol oranindaki artig partikiil biiyiikliiglinde artisa
neden olurken yiiksek glutaraldehit oraninda etanol oranindaki artis partikiil

biiyiikliigiinde diisiise neden olmaktadir. Bunun nedeninin diisiikk glutaraldehit
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oranlarinda alblimin partikiillerinin ylizeyinde yer alan ve glutaraldehit ile ¢apraz
baglanmamis olan amin gruplari nedeniyle yeteri kadar stabilize olamayan
partikiillerin agrege olmalari; yiiksek glutaraldehit seviyesinde ise albiimin
nanopartikiillerinin yeteri kadar stabilize olabilmesine bagli oldugu diistiniilmiistiir.
Diger yandan hem diisiik hem de yiiksek etanol oranlarinda hem yapilmis olan 6n
deneylere hem de Li ve ark. ¢aligmalarina paralel olarak glutaraldehit orani azaldikg¢a

partikiil biiytikliigtinde artis gortilmustiir (Li ve ark., 2008).

Sonuglar polidispersite indeksi acisindan degerlendirildiginde partikiil
biiyiikliigiinde oldugu gibi polidispersiteyi etkileyen en onemli degiskenin BSA
konsantrasyonu oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.25). BSA konsantrasyonundaki artigin
polidispersite indeksini artirdigi tespit edilmis, BSA konsantrasyonu ile birlikte
etanol:sulu faz oraninin ya da glutaraldehit:BSA oranmin bir arada artirilmasiyla
polidispersite indeksinin tasarim sinirlart igerisinde iken yiiksek degere ulastigi
goriilmistiir (Sekil 3.14a ve Sekil 3.14b). BSA orani sabit tutuldugunda ise etanol:sulu
faz oranindaki artigin olusan partikiil sayisindaki artisa bagli olarak polidispersiteyi
artirirken, glutaraldehit oranindaki artigin stabilitedeki artisa bagli olarak polidispersite

indeksini disiirdiigii saptanmistir (Sekil 3.14c).

Enkapsitilasyon etkinligi incelendiginde ise, BSA konsantrasyonu arttikca
karboplatinin  enkapsiilasyon  etkinliginin  arttif1; ancak  diisik BSA
konsantrasyonlarinda hem glutaraldehit orani sabit tutulup etanol:sulu faz orani
artirlldiginda hem de etanol:sulu faz orami sabit tutulup glutaraldehit orani
artirlldiginda enkapsiilasyon etkinliginin arttig1 tespit edilmistir. Yiiksek BSA
konsantrasyonlarinda ise hem glutaraldehit orani sabit tutulup etanol:sulu faz orani
artirlldiginda hem de etanol:sulu faz orami sabit tutulup glutaraldehit orani
artirlldiginda enkapsiilasyon etkinliginin azaldig1 gézlenmistir (Sekil 3.15). Bunun
nedeninin artan glutaraldehit ile birlikte hidrofobik egilimi artan albiimin
nanopartikiillerin suda ¢oziiniirliigii yiiksek olan karboplatin ile etkilesiminin azalmasi

oldugu distintilmistiir (Li ve ark., 2008).
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Bagimsiz degiskenlerin hazirlanan albliimin nanopartikiilleri tizerine etkileri
incelendikten sonra tasarim simirlari igerisinde yer alan optimum formiilasyonun
secilmesi i¢in bagimli degiskenlerden olan partikiil biiyiikliigiiniin ve polidispersite
indeksinin en az, enkapsiilasyon etkinliginin ise en fazla oldugu noktalar Design
Expert 7,0 yazilimi kullanilarak tespit edilmis ve yazilim tarafindan en uygun
formiilasyonun 7,80pg/mg glutarladehit:BSA orani, %3 BSA konsantrasyonu, 4:1
etanol:sulu faz orani kullanilarak hazirlanabilecegi saptanmis ve lipit kaplama islemi
cekirdek formiilasyonlar belirtilen bagimsiz degisken seviyeleri kullanilarak

hazirlanan F4 kodlu formiilasyonu ile gergeklestirilmistir.

4.2.5.Karboplatin Yiikli Albiimin Nanopartikiillerin Lipit Tabaka ile

Kaplanmas

Calismamizda formiilasyon gelistirme c¢alismalart iki asamali olarak
gerceklestirilmistir. ilk asamada albiimin nanopartikiiller hazirlanmis, ikinci asamada
final {iriine ulasabilmek amaciyla ¢ekirdek olarak adlandirilan albiimin nanopartikiiller
uygun bir lipit tabaka ile kaplanmistir. Finalde ¢ekirdek igerisinde karboplatin, lipit
tabaka igerisinde ise desitabin yiklii lipit kapli kompleks bir nanopartikiiler sistem

hazirlanmustir.

Calismamizda karboplatin yiiklii alblimin nanopartikiil formiilasyonlarinin
hazirlanmasinda  yapilan 6n  calismalar ve  optimizasyon  calismalari
degerlendirildiginde optimum olarak belirlenen F4 formiilasyonu kullanilarak
gerceklestirilen on lipit kaplama c¢alismalarinda yapilan partikiil biiyiikligii ve zeta
potansiyeli Ol¢limleri sonucunda lipit kapli alblimin nanopartikiillerinin partikiil
bliytikliiklerinin (p<0.05) ve zeta potansiyellerinin ¢ekirdek alblimin nanopartikiillere
gore daha yiikksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.26). Bu durum c¢ekirdek
nanopartikiillerin basariyla kaplandiginin bir gdstergesi olarak diistiniilmistiir.
Lesitin:kolesterol orani 1:0.5 olan LA2 ve LA4 kodlu formiillerin partikiil biiytikligii
ve polidispersite indeksleri lesitin:kolesterol oraninin 1:1 oldugu LAl ve L3 kodlu

formiillere gore daha diisiik bulunmustur. Formiilasyonlarin partikiil biiytikliigii ve
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polidispersite indeksi degerlerindeki azalmanin, kaplama materyali olarak kullanilan
amfifilik bir lipit olan lesitinin daha yiiksek oranda kullanilmasina bagli oldugu
diistiniilmektedir (Yan ve ark., 2017) (Cizelge 3.26). Sekil 3.22’de yer alan TEM
gorlntiilemeleri géz oOniine alindiginda ise LA1 ve LA2 kodlu formiilasyonlarda
cekirdek albiimin nanopartikiilleri agik renkli kiiresel yapilar olarak goriiliirken lipit
kaplama tabakasit ¢ekirdek c¢evresini kaplayan koyu renkli bir katman olarak
gorilmektedir. Ancak LA3 ve LA4 kodlu formiilasyonlarin TEM goriintiilerinde ise
cekirdek albiimin nanopartikiilleri ile benzer sekilde koyu renkli kiiresel yapilar yer
almaktadir. Bu durum zeta potansiyel ve partikiil biiylikligiindeki degisime ragmen
LA3 ve LA4 kodlu formiilasyonlarda kaplamanin basar ile gerceklestirilemedigini,
kullanilan lipit materyal miktarinin var olan ¢ekirdek nanopartikiilleri kaplamak i¢in
yeterli olmadigin1 gostermistir. Diger yandan lipit membran yapisi igerisinde yer alan
kolesteroliin hidrokarbon zincirlerinin rotasyonel hareketi kisitladigi, hidrokarbon
zincirleri arasina su penetrasyonunu azalttigi ayn1 zamanda lipit tabaka igerisinde yer
alan fosfolipitlerin yerlesimini sikilastirarak membranin akiskanligimi ve
gecirgenligini azalttigi bilinmektedir (Briuglia ve ark., 2015). Briuglia ve ark.’nin
(2015) galismasinda DPMC, DPPC ve DSPC kullanilan lipozomlarda lipit tabakada
1:1 (fosfolipit:kolesterol) oraninda kolesterol igeren formiilasyonlar ile 2:1 kolesterol
iceren formiilasyonlar kiyaslanmistir. Partikiil biyiikliigli, AFM, enkapsiilasyon
etkinligi ve in vitro ¢oziinme hizi profilleri karsilastirildiginda diger pek ¢ok ¢alismada
oldugu gibi 2:1 oraninda kolesterol igeren formiilasyonlarin ilag taginmasi i¢in daha
uygun karakteristik 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir (Dadashzadeh ve ark., 2010;
Guimaraes Sa Correia ve ark., 2017). Bu veriler 1g18inda lipit kaplama isleminin
optimizasyon ¢alismalarma LA2 formiilasyonu kullanilarak devam edilmesine karar

verilmistir.

Lipit kapli nanopartikiiler sistemlerin ¢ift basamakli yontem ile {iretilmesinin en
biiyiik sakincas1 6zellikle suda ¢oziiniirligii yiliksek olan etkin maddeler i¢in ¢ekirdege
yiiklenmis olan etkin maddenin kaplama islemi sirasinda dispersiyon ortamina
sizmasidir (Mandal ve ark., 2013). Cizelge 3.26’ya bakildiginda LA1-LA4 kodlu
formiilasyonlarda kaplama islemi sirasinda albiimin nanopartikiile yiiklenmis olan

karboplatinin %75’inden fazlasinin nanopartikiillerin dispersiyon ortamina sizdigi
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goriilmiistiir. Bu nedenle LAS5 ve LA6 formiilasyonlarinda rehidrasyon ¢ozeltisinin
hacminin degistirilmesi yolu ile karboplatin kaybimin azaltilmasi hedeflenmistir
(Cizelge 3.27). Bu amagla LA5 kodlu formiilasyonda 10 ml yerine 5 ml dispersiyon
ortami kullanilarak karboplatin kayb1 %79,61°den %57,98’¢ indirilmistir (p<0,05).
LA6 formiilasyonunda ise dispersiyon ortami hacmi 2 ml’ye indirilerek kaybedilen
karboplatin oran1 %13,65’a diisiiriilmiis (p<0,05), ayn1 zamanda lipit tabakaya
yiiklenen desitabin miktar1 %36,59’a ¢ikarilmistir. Bu durumda g¢alismalara LA6
formiilasyonu ile devam edilme karari alinmistir. Ayrica LAS ve LAG6
formiilasyonlarinin tamaminda partikiil biyiikligii ve zeta potansiyel degerleri F4
formiilasyonundan istatistiksel olarak anlamli oranda farkli bulunmustur (p<0,05)

(Cizelge 3.27).

Farkl1 lipit bilesimlerinin lipit kaplamaya etkisi Cizelge 1.6’da zincir uzunluklari
ve faz ge¢is sicakliklar1 belirtilen fosfolipitler ve bu fosfolipitlerin yaninda oleik asit

kullanilarak degerlendirilmistir.

Gilintimiizde giderek daha fazla ilgi ¢ceken diger bir yaklasim ise igeriklerini 1s1,
151k, ultrason ve manyetik alanlar gibi uyaranlara maruziyetleri sonrasinda salan
uyarana duyarli ilag tasiyici sistemlerdir (Lammers ve ark., 2012). Uyarana duyarli
nanoboyutlu ila¢ tasiyict sistemler, 151k ya da ultrason gibi dis uyaranlardan da
etkilenebilecegi gibi; kanser gibi spesifik hastalik durumlarinda tiimér ve timor
mikrogevresinde meydana gelen azalmis interstisyel pH, yiliksek glutatyon
konsantrasyonu veya matris metaloproteinazlar gibi belirli enzimlerin artan seviyeleri
gibi spesifik endojen uyaricilara da duyarl olabilir ve igeriklerini salabilir (Mura ve
ark., 2013). Zhao ve ark. (2018) romatoid artrit tedavisi igin metotreksat yiikli pH-
duyarli lipit kapli polimerik nanopartikiiler sistemler gelistirmisler ve in vitro ¢éziinme
hiz1 ¢aligmalarinda metotreksatin enflamasyonlu eklemlerin pH’sin1 taklit eden pH 5,0
fosfat tamponlu ¢ozeltisinde, pH 7,4 PBS'den daha hizli salindigin1 géstermislerdir.
Kanser fizyolojisi goz Oniline alindiginda ise tiimoér dokusu iskemik oldugunda
hiicrelerarasi s1vi pH’s1 anormal sekilde asitleserek genellikle 6,5-6,7 arasinda diistiigi
bilinmektedir. Bununla birlikte, lizozomlar ile tiimor hiicrelerinin endozomlari

biraraya geldiginde, hiicre i¢i pH 5,0-6,5'e ve lizozom pH’s1 ise 4,0-5,0'e diismektedir.
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Tiimdr mikrogevresi ile saglikli dokular arasindaki bu belirgin pH farki, pH duyarh
nanopartikiiler sistemler kullanilarak antikanser etkin maddelerin saliminin kontrol
edilmesinin etkili bir strateji oldugu kamitlanmistir (Tang ve ark., 2018). Ornegin
Wang ve ark.’lar1 kanser hiicrelerinin asidik ortaminda ig¢erdigi doksorubisini hizla
salmak tizere hyaluronik asitle hedeflendirilmis pH’ya duyarl lipit kapli mezopordz
silika nanopartikiiller gelistirmislerdir. pH’ya duyarli lipit membran pH 7,4’te
doksorubisinin hedef bolgesine ulasmadan sizmasini engellemis, pH 5,0’ diistiiglinde
ise doksorubisin salimi hizla ger¢eklesmistir. Hyaluronik asitle hedeflendirilmis
sistemler HeLa hiicrelerinde asir1 eksprese edilen CD44 reseptorleri ile etkilesime
girerek reseptor aracili endositozla hiicre igerisine etkin sekilde alinmis, buna baglh
olarak da sitotoksisiteleri artmigtir (Wang ve ark., 2016). Bu pH degisiklikleri, pH’ya
duyarli lipozomlar diisiiniildiigiinde lipit tabakalarmin morfolojik degisikliklerini
tetikleyen fonksiyonel gruplarin protonasyonu/deprotonasyonu yoluyla lipozomal
membranin  gegirgenligindeki degisiklikleri tetikleyebilir. Ornegin oleik asitin
karboksil grubu, pH’ya bagli olarak bir proton kaybedebilir veya alabilir ve bu sekilde
molekiiler yapisi degisir (Shu ve ark., 2014). Oleik asit gibi negatif yiiklii bilesenlerin
lipozom yapisina dahil edilmesi, membran yapisinin faz doniistimii yoluyla destabilize
edilmesi sayesinde tasidigi etkin maddenin segici sekilde salinmasini saglar (Lee ve
Thompson, 2017). Oleik asit, doymus lipit molekiilleri ile etkileserek ve jel fazindaki
lipit membranlarin akigkanligini1 artirmaktadir (Kurniawan ve ark., 2017). Torchilin ve
ark. (1992) yaptiklari ¢alismada oleik asit icerecek sekilde hazirladiklart pH-duyarl
lipozomlardan diisik pH’larda floresan boya saliminin ve lipit membran
permeabilitesinin oleik asit igermeyen lipozomlara gore onemli oranda arttigim

gostermislerdir.

Calismamizda karboplatin yiiklii alblimin nanopartikiilleri kaplayan lipit
tabakasina oleik asit eklenerek kanser hiicrelerinde karboplatin ve desitabin saliminin
artirtlmas1 hedeflenmistir. Bu amagcla lipit film fosfolipit ve kolesterol ile birlikte
Srisuk ve ark. (2012) uyguladigi 2,5:1 (fosfolipit:oleik asit) oranda oleik asit eklenerek
olusturulmus ve olusan film albiimin nanopartikiiller ile disperse edilmistir. Oleik asit
eklenmesi desitabinin enkapsiilasyon etkinligini etkilemezken fosfolipit olarak

lesitinin kullanildigi LA7 formiilasyonunda dispersiyon ortamina sizan karboplatin
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miktarint azaltmig, DPPC kullanilan LA11 formiilasyonunda etkili olmamis, DSPC ve
DMPC kullanilan LA13 ve LA15 formiilasyonlarinda ise artirmistir (Cizelge 3.28).
Bunun yaninda lesitin ve DPPC kullanilan formiilasyonlarda partikiil biytkligi ve
polidispersite indeksinin arttigi, DMPC ve DSPC kullanilan formiilasyonlarda ise
Oonemli miktarda azaldigir goriilmiistiir (p<0,05). Ayrica oleik asit kullanilan ve
kullanilmayan formiilasyonlar karsilagtirildiginda negatif yiiklii bir lipit olan oleik asit
eklenmesiyle birlikte elde edilen lipit kapli alblimin nanopartikiillerin zeta
potansiyellerinde ciddi bir diisiis oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Diger yandan pH
5,5 fosfat tamponu kullanilarak gergeklestirilen in vitro ¢éziinme hizi ¢alismalarinda
hem lesitin ile hazirlanan LA6 ve LA7 hem de DPPC kullanilarak hazirlanan LA10 ve
LA11 kodlu formiilasyonlardan kullanilan fosfolipit tipinden bagimsiz olarak oleik asit
varliginda benzer pek ¢ok calismada oldugu gibi daha fazla miktarda desitabin salim1
oldugu gézlenmistir (Sekil 3.17 ve Sekil 3.18) (Srisuk ve ark., 2012; Torchilin ve ark.,
1992).

Kullanilan lipitlerin farkli uzunluktaki hidrofobik zincirleri farkli faz gegis
sicakliklarina sahip olmalarina neden olmaktadir. Fosfolipitin zincir uzunlugu arttikca
faz gecis sicakligi da artmaktadir. Faz gecis sicakligi, maddenin yarisinin sivi, diger
yarisinin ise kati veya jel benzeri halde oldugu sicaklik olarak tanimlanabilir. Lipitlerin
zincir uzunlugu ve doygunlugu faz ge¢is sicaklifinin yani sira olusturulan lipit
membranlarin gegirgenligini de etkilemektedir. Artan zincir uzunlugu daha kati, daha
stabil ve daha az sizintiya neden olabilecek bir lipit membranlar olugmasini
saglamaktadir (Anderson ve Omri, 2004). Calismamizda ayni oranda soya lesitini,
DMPC, DPPC ve DSPC igeren formiilasyonlar incelendiginde literatiir verilerine
paralel sekilde kaplama islemi sirasinda en uzun zincir uzunlugu ve dolayisiyla en
yiiksek faz gecis sicakligina sahip olan DSPC’nin kullanildig1 formiilasyonda diger
formiilasyonlara gore daha az karboplatinin dispersiyon ortamina sizdigi tespit

edilmistir (Cizelge 3.28).
Calismalarda DMPC gibi kisa zincir uzunluguna sahip fosfolipitlerle olusturulan

lipozomlarin daha yiiksek enkapsiilasyon etkinligine sahip oldugunu gdsterilmesine

(Chang ve Flanagan, 1995) ragmen, ger¢eklestirmis oldugumuz ¢alismada DMPC
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(LA14 kodlu formiilasyon) kullanilarak yapilan kaplama islemlerinde soya lesitini
(LA6 kodlu formiilasyon), DPPC (LA10 kodlu formiilasyon) ve DSPC (LA12 kodlu
formiilasyon) kullanilarak yapilan kaplamaya gore desitabin i¢in, istatistiksel olarak
anlamli olmamakla birlikte (p>0,05), daha diisiik enkapsiilasyon etkinligi elde
edilmistir. Bunun yaninda farkli lipit bilesimlerinin desitabinin ¢éziinme hiz1 lizerine
etkisi lesitin ile hazirlanan LA6 ve LA7 ile DPPC ile hazirlanan LA10 ve LA11 kodlu
formiilasyonlar {izerinde incelenmistir. /n vitro ¢dziinme hiz1 ¢alismalarmin sonunda
DPPC ile hazirlanan formiilasyonlardan oleik asit varligindan bagimsiz olarak lesitin
ile hazirlanan formiilasyonlara kiyasla daha az oranda desitabin salimi ger¢eklesmistir

(Sekil 3.19).

4.2.6. Gegirimli Elektron Mikroskopu Analizleri

Cekirdek ve lipit kapli nanopartikiillerin morfolojik incelemeleri TEM
araciligiyla gergeklestirilmistir. Elde edilen TEM goriintiilerinde hem ¢ekirdek hem de
lipit kapli albiimin nanopartikiillerin kiiresel sekle ve monodispers denilebilecek bir
dagilima sahip oldugu goriilmistiir. Sekil 3.22°de pek ¢ok calismada oldugu gibi
cekirdek alblimin nanopartikiiller negatif boyama neticesinde koyu renkli kiiresel
yapilar seklinde goriiniirken, lipit kapl formiilasyonlarda kapl partikiillerin ¢ekirdek
kisimlar1 agik renkli, kaplama tabakasi ise partikiillerin ¢cevresindeki koyu renkli ¢eper
seklinde goriintiilenmis ve kaplama tabakasinin varhigi literatiir ile uyumlu sekilde
goriintiilenmistir (Chan ve ark., 2009; Li ve ark., 2015; Meng ve ark., 2015). Sekil
3.23’te ise yapisinda oleik asit icermeyen LA6 ve oleik asit iceren LA7
formiilasyonlar1 negatif boyama yapilmaksizin yiiksek kontrast modunda
goriintiilenmistir. Yapilan bu goriintiileme de lipit kaplama tabakasinin kalinlig1 net
olarak ol¢iilebilmistir. LA6 ve LA7 kodlu formiilasyonlarda lipit kaplama kalinlig
yapilan DLS 6lctimleri ile paralel sekilde 10-40 nm arasinda degismistir. Ancak bunun
yaninda elde edilen tiim TEM goriintiilerinde nanopartikiillerin partikiil blyiikligii
literatlirde yer alan pek cok calismada oldugu gibi DLS ile dl¢iilen hidrodinamik
captan daha kiigiik bulunmustur (Lee ve ark., 2013; Souza ve ark., 2016).
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4.2.7. Atomik Kuvvet Mikroskobisi (AFM) Analizi

Karboplatin yiiklii ¢ekirdek albiimin nanopartikiiller ve lipit kapli albiimin
nanopartikiillerin morfolojik o6zellikleri TEM goriintiilemelerinin yan1 sira AFM
yontemi kullanilarak da degerlendirilmistir (Sekil 3.24). AFM goriintiilerine
bakildiginda c¢ekirdek nanopartikiillerin diizglin kiiresel sekilli, monodispers
denilebilecek bir dagilima sahip olan partikiiller oldugu, lipit kapli nanopartikiillerin
ise daha genis bir partikiil biiyiikliigii dagilimi gosterdigi goriilmiistiir. Bu durum DLS
yontemi ile Olgiilen PDI degerlerini destekler niteliktedir. Bunun yaninda LA7
formiilasyonunun LA2 ve LA4 kodlu formiilasyonlara kiyasla daha diizgiin bir
dispersiyon olusturdugu goriilmiistiir. Bu durumun ise LA7 kodlu formiilasyonun LA2
ve LA4 formiilasyonlarina gore daha yliksek olan zeta potansiyeli agregasyon

olusumuna daha az egilimi olmasina baglanmistir.

4.2.8.Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizleri

Caligmamizda, final tirlinde kullandigimiz polimer ve lipitler ile etkin
maddelerimizin arasinda herhangi bir etkilesimin olup olmadiginin belirlenebilmesi ve
etkin maddelerin nanopartikiiler yapi igerisindeki fiziksel durumunun saptanabilmesi
amaciyla DSC analizi yapilmistir. Etkin maddelerimiz olan karboplatin ve desitabin
ve formiilasyon bilesenlerimizin yani sira BSA, lesitin, kolesterol, oleik asit ile birlikte
cekirdek nanopartikiil ve final formiilasyon olan karboplatin ve desitabin yiiklii lipit
kapli albiimin nanopartikiillerinin 25-300°C arasinda DSC termogramlari ¢ekilmistir
(Sekil 3.25). Bunun yaninda hem albiimin hem de lipit kapli albiimin nanopartikiil
formiilasyonlarinin DSC termogramlar incelendiginde saf karboplatin ve desitabine
ait bir erime piklerinin goriillmemesi nedeniyle karboplatin ve desitabinin
formiilasyonlar igerisinde amorf halde bulundugu, homojen sekilde disperse edildigi
ve bunun yaninda formiilasyonda herhangi bir gecimsizlik olmadig: tespit edilmistir.
Diger yandan daha Once yapilmis caligmalarla benzer sekilde 160°C’de lesitine
(Amasya ve ark., 2019; Tahir ve ark., 2019) ve 150°C’de kolesterole (Patel ve ark.,
2009) ait pikler elde edilmistir.
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4.2.9. X-151m Kirinimi (XRD) Analizi

Karboplatin ve desitabinin x-1s1m1  difraktogramlarinda (Sekil 3.3) etkin
maddelerin kristal yapilar1 nedeniyle keskin sivri pikler goriiliirken Sekil 3.26’da
gorillen karboplatin ve desitabin yiikli lipit kapli albliimin nanopartikiil
difraktograminda keskin piklere rastlanmamistir. Bu durum DSC termogramlarini
destekler sekilde etkin maddelerin partikiil matrisi icerisinde amorf yapida disperse
oldugunu gostermektedir (P. Jain ve ark., 2016; Jose ve ark., 2016). Lipit kapli albiimin
nanopartikiillerin kaplama tabakasi kalinligt XRD-SAXS (Small-Angle X-ray
Scattering) yontemi ile tayin edilmeye ¢alisilmis; ancak formiilasyonlarda yer alan lipit
kaplamanin islem sirasinda uygulanan yiiksek voltaj nedeniyle erimesi ve
formiilasyonlarin SAXS analizi i¢in uygun olmayan partikiil biyikligi ve
polidispersite  indeksi nedeniyle analiz basariyla sonuglandirilamamis ve

tekrarlanabilir bir tabaka kalinlig1 verisi elde edilememistir.

4.2.10. Stabilite Cahismalari

Karboplatin ve desitabin yiiklii lipit kaplh alblimin nanopartikiil
formiilasyonlarinin stabilite ¢alismalart 5 ve 25 °C olmak tizere iki farkli sicaklik
degerinde gerceklestirilmis ve 3 ay sonunda partikiil biiytikliigii, polidispersite, zeta

potansiyel 6l¢limleri ile TEM goriintiilemeleri ve DSC analizleri yapilmigtir.

5°C’de yapilan stabilite galigmasi sonucunda partikiil biyiikliigi, polidispersite
indeksi ve zeta potansiyel Olglimleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmezken, 25°C’de polidispersite indeksinde herhangi bir degisiklik gézlenmemis,
ancak partikiil biiyiikligii (p<0,0001) ve zeta potansiyel degeri (p<0,001) istatistiksel
olarak anlamli oranda artis gostermistir (Cizelge 3.29). Bunun yaninda 3. ay sonunda
gerceklestirilen TEM goriintiileri (Sekil 3.27) incelendiginde baslangic TEM
goriintiileri ile onemli farkliliklar bulunmadigi, partikiil biiyiikliigli ve kaplama
yapisinin korundugu goriilmiistiir. DSC analizleri (Sekil 3.28) degerlendirildiginde ise

baslangi¢ ve 3. ay DSC termogramlar1 arasinda herhangi bir farkliligin olmadigi tespit
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edilmistir. Bu veriler 1s18inda 3 ay sonunda 5°C’de karboplatin ve desitabin yiklii lipit
kapli alblimin nanopartikiil formiilasyonlarinin stabilitesini korudugu sonucuna

varilmstir.

4.3.Sterilizasyon Calismalar:

Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilacak olan lipit kapli nanopartikiil
formiilasyonlar1 25 kGy gama radyasyon ile sterilize edilmistir. Uygulanan
radyasyonun formiilasyonlar iizerindeki etkileri partikiil buyikligl, partikiil

biiyiikliigii dagilimi, zeta potansiyeli, TEM goriintiileri ile degerlendirilmistir.

Sterilizasyon islemi sonrasinda yapilan analizler sonucunda sterilizasyon
isleminin hem partikiil biiyiikliigiinde (p<0,05) hem de zeta potansiyelde (p<0,0001)
istatistiksel olarak anlamli oranda artisa neden oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.30).
Ancak sterilizasyon isleminden sonra alinan TEM goriintiileri (Sekil 3.29)
incelendiginde baslangic TEM goriintiileri ile 6nemli farkliliklar bulunmadigy, partikiil

bliytikligl ve kaplama yapisinin korundugu tespit edilmistir.

4.4.In vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar

4.4.1. Sitotoksisite Calismalari

DNA vyanls eslesme tamir yolagi karboplatin gibi antineoplastik etkin
maddelerin etkinligi acisindan 6nemli rol oynamaktadir. Hasarli bir yanlis eslesme
tamir yolagina sahip olan hiicrelerin platin bazli kemoterapétiklere bu yolagin diizgiin
calistig1 hiicrelerden 2-4 kat daha direngli oldugu bilinmektedir (O'Brien ve Brown,
2006). Serbest etkin maddelerimizle yaptigimiz MTT analizlerinde de bu bilgiyle
paralel olacak sekilde platin bazli kemoterapoétiklere direngli A2780cis hiicre
dizisinde, duyarli A2780 hiicre dizine kiyasla daha yiiksek dozlarda sitotoksik etki
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gostermistir. Saf karboplatin ile yapilan calismada A2780 hiicre dizisinde literatiir
caligmasi ile paralel sekilde 80 uM karboplatin dozunda sitotoksik etki goriiliirken
(Hassanzadeganroudsari ve ark., 2019), A2780cis hiicre dizisinde 160 uM dozda hiicre
canliligr %83’e, 320 uM dozda ise %8’e gerilemistir (Sekil 3.32). Saf desitabinin
sitotoksisite profili incelendiginde ise desitabinin A2780 hiicre dizisinde 8-128 uM
doz araliginda hiicre canlilifinin %50’ye geriledigi, 256 uM dozda ise canlilifin
%63’e ylikseldigi goriilmektedir. Ancak A2780cis hiicre dizisinde Balch ve ark.
(2005) tarafindan yapilan galismada bir baska platin direngli A2780 hiicre dizisi olan
A2780/CP hiicre dizisinde oldugu gibi, 1-256 uM doz araliginda desitabin sitotoksik
etki gOstermemistir. Bu veri 1s18inda kombinasyon g¢aligmalarinda her iki hiicre
dizisinde de sitotoksik etki gOstermeyen en yliksek desitabin dozu olan 4 uM

kullanilmast uygun bulunmustur.

Desitabin ve karboplatin kombinasyonu Cizelge 2.16’da belirtilen ardisik
desitabin ve karboplatin, ayn1 anda desitabin ve karboplatin, desitabin uygulamasinin
ardindan ayn1 anda desitabin ve karboplatin uygulamasi olmak iizere {i¢ farkli tedavi
stratejisi ile gergeklestirilmistir. Ayn1 anda desitabin ve karboplatin uygulamasinda
karboplatinin  sitotoksik etkisini azaltti§i, ardisik desitabin ve karboplatin
uygulamasinda ise desitabinin karboplatinin sitotoksik etkisine olumlu ya da olumsuz
bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Desitabin uygulamasinin ardindan ayni anda
desitabin ve karboplatin uygulamasinda ise A2780 hiicre dizisinde 40 uM karboplatin
dozunda, A2780cis hiicre dizisinde ise 160 uM dozda ise hiicre canliliginin %45°e

geriledigi gortilmiistiir (Sekil 3.32).

Desitabin ve karboplatin yiiklii lipit kapli alblimin nanopartikiillerin sitotoksisite
caligmalar1 doza ve zamana bagli olarak yiiriitiilmiistiir. Bos nanopartikiiller ile LA7,
LA7D, LAS8, LA8D ve LA9 kodlu formiilasyonlarin 4 uM desitabin ve 1,25-40 uM
doz araliginda karboplatin igerecek sekilde degisik dozlarinin sitotoksik etkileri 24, 48
ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde degerlendirilmistir. Bos nanopartikiiller A2780
hiicre dizisinde hiicre canliligini en az %95’e geriletirken, A2780cis hiicre dizisinde
ise hiicre canliligini azaltmamustir. Bu veriler 1s181nda bos nanopartikiillerin A2780 ve

A2780cis hiicre dizileri iizerinde sitotoksik etki olusturmadigi sonucuna varilmistir.
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Lipit kabuk kisminda desitabin ve ¢ekirdek kisminda ise karboplatin iceren LA7
kodlu formiilasyonun sitotoksisite profili degerlendirildiginde LA7 kodlu nanopartikiil
formiilasyonun platine duyarli A2780 hiicre dizisinde 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda hiicre canliligini sadece %1 azalttig1 goriiliirken, 48 saatin sonunda doza bagh
olarak hiicre canliliginin %70’e kadar geriledigi tespit edilmistir (Sekil 3.33- Sekil
3.34). 72. saatlik inkiibasyonun sonucuna bakildiginda ise hiicre canliliginin 2,5 uM
karboplatin dozunda %353’e, 5 pM karboplatin dozunda ise % 45’e¢ distigi
goriilmiistiir (Sekil 3.35). Bu sonuglar degerlendirildiginde 72 saatin sonunda desitabin
ve karboplatin kombinasyonu yiiklii lipit kapli albiimin nanopartikiil formiilasyonunun
saf karboplatine oranla yaklasik 32 kat daha diisiik karboplatin dozunda sitotoksik etki
olusturdugu tespit edilmistir. Bunun yaninda ¢ekirdek kisminda karboplatin ile birlikte
desitabin iceren LA7D kodlu formiilasyonun sitotoksisite profili incelendiginde ise 72
saatin sonunda A2780 hiicre dizisinde hiicre canliliginin sadece %60’a geriledigi

gorilmiustir.

LA7 ve LA7D kodlu formiilasyonlarin A2780cis hiicre dizisindeki sitotoksik
etkisi A2780 hiicre dizisinde oldugu gibi 1,25, 2,5 ve 5 uM karboplatin dozunda 24,
48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde degerlendirilmistir (Sekil 3.36- Sekil 3.38).
Ancak uygulanan her ii¢ dozda ve {i¢ inkiibasyon siiresinde hiicre canliliginin %100’iin
tizerinde oldugu saptanmistir. Bunun iizerine desitabinle birlikte lipit kapl
nanopartikiillere enkapsiile edilmis karboplatinin daha yiiksek dozlardaki
sitotoksisitesinin incelenmesi amaciyla 4 uM desitabin ile birlikte 10, 20 ve 40 uM
karboplatin iceren nanopartikiiller hiicrelere uygulanmis; fakat bu konsantrasyonlarda
nanopartikiiller kuyu yiizeyini kaplayarak 151k gecisini engellemis ve giivenilir veriler

alinmasini engellemistir.

LA7 kodlu formiilasyon ile karboplatin dozunun yeteri kadar artirilamamasi
nedeniyle formiilasyon asamasinda kullanilan karboplatin miktar1 artirilarak
hazirlanan LA8 ve LA8D kodlu formiilasyonlar kullanilarak 5, 10 ve 20 puM
karboplatin dozlarinin sitotoksik etkileri aragtirilmistir. 72 saatin sonunda A2780 hiicre
dizisinde LAS8 kodlu formiilasyon 10 ve 20 uM karboplatin dozlar1 hiicre canliliginin

strastyla %61 ve %35’e diismesine neden olurken; A2780cis hiicre dizisinde sitotoksik
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etki gozlenmemistir. LA8D formiilasyonuna bakildiginda da benzer sekilde 10 ve 20
uM karboplatin dozlari hiicre canliliginin sirasiyla %61 ve %53’e diismesine neden

olurken; A2780cis hiicre dizisinde sitotoksik etki olusturmamastir.

A2780cis hiicre dizisinde hedeflenen etkinin gdozlenememesi nedeniyle lipit
kabuk kisminda desitabin ve karboplatin, albiimin g¢ekirdek kisminda karboplatin
iceren LA9 kodlu formiilasyonunun sitotoksik etkisi incelenmistir. A2780 hiicre
dizisinde 24 saat sonunda sitotoksik etki gézlenmezken, 48 saat sonunda 10, 20 ve 40
uM karboplatin dozlarinda doza bagli olarak artan sekilde sitotoksik etki goriilmiistiir.
72 saatin sonunda ise 10, 20 ve 40 uM karboplatin dozlari ile hiicre canliliginin
sirastyla %22, %10 ve %7’ye geriledigi saptanmigtir. A2780cis hiicre dizisi
incelendiginde ise A2780 hiicre dizisine benzer sekilde hiicre canliligi 48 saatin
sonunda 20 ve 40 uM karboplatin dozlarinda sirasiyla %36 ve %19’a, 72 saatin
sonunda ise 10, 20 ve 40 uM karboplatin dozlarinda sirasiyla %37, %12 ve %9’a
diismiistiir. Bu sonuca gore A2780 hiicre dizisinde 8, A2780cis hiicre dizisinde ise 16
kat daha diisiik karboplatin dozunda sitotoksik etki gdzlenmis; A2780 ve A2780cis
hiicre dizilerinde birbirine benzer bir sitotoksisite profili olusmustur. Kullanilan ayn1
karboplatin dozlarinda LA8 ve LA8D kodlu formiilasyonlarda sitotoksik etki
goriilmezken LA9 kodlu formiilasyonda sitotoksik etki goriilmesinin nedeninin iki
formiilasyon arasindaki karboplatin salim profili farki oldugu diisiiniilmiistiir. /n vitro
¢oziinme hiz1 ¢alismalarinda LAS kodlu formiilasyonda karboplatin salimi desitabin
saliminin ardindan belirli bir siirenin sonunda baglarken; LA9 kodlu formiilasyonda
karboplatin salimi lipit kabuk kisminda yer alan karboplatin nedeniyle desitabin ile
birlikte baslamis ve ¢ekirdek kisminda yer alan karboplatin sayesinde devam etmistir
(Sekil 3.20). LA9 formiilasyonunda MTT analizinde gosterdigi sitotoksik etkinin in
vitro ¢oziinme hizi ¢alismalarinda goriilen bu karboplatin salimindan kaynaklandig

distiniilmektedir.

173



4.4.2. Hiicresel Allmin Konfokal Goriintiilleme ile Belirlenmesi

Rodamin B yiiklii ¢ekirdek albiimin nanopartikiilleri ile lipit kapli albiimin
nanopartikiillerinin A2780 ve A2780cis hiicre dizilerine hiicresel alimi konfokal
mikroskop ile goriintiilenmistir. Sekil 3.39°da goriildiigii gibi hiicre ¢ekirdegi DAPI ile
boyanarak mavi renkli gorintiilenirken rodamin B yiiklii nanopartikiiler sistemler
kirmizi renkli goriintiilenmistir. Sekil 3.39 incelendiginde A2780 ve A2780cis hiicre
dizilerinde cekirdek cevresinde yiiksek oranda rodamin B 1simasi goriilmesi hem
rodamin yiiklii ¢ekirdek albiimin nanopartikiillerin hem de rodamin yiiklii lipit kapli

albiimin nanopartikiillerin hiicre icerisine etkili sekilde alindigini1 gostermektedir.

4.4.3. Hiicresel Allmin Akim Sitometrisi ile Belirlenmesi

Rodamin B yiiklii lipit kapli albiimin nanopartikiillerin A2780 ve A2780cis
hiicre hatlarina alimi konfokal mikroskop yani sira akim sitometrisi yontemi
kullanilarak da belirlenmistir. Sekil 3.40 ve 3.41°de yer alan akim sitometri analizinin
sonuclar1 incelendiginde lipit kapli albiimin nanopartikiillerin hem A2780 hem de
A2780cis hiicre dizilerine etkili sekilde alindigi saptanmistir. Ancak gelistirilen
nanopartikiiler sistemlerin A2780 hiicre dizisine alimi, A2780cis hiicre dizisine alim1
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oranda daha fazla oldugu
gorilmistiir (p<0,05). Bu sonuglar hem sitotoksisite calismalari hem de konfokal
mikroskop goriintiileri ile uyumludur. Ayn1 zamanda lipit kapli nanopartikiillerin
hiicre igine etkin madde girisini artirdig1 ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir (Hadinoto
ve ark., 2013; Li ve ark., 2017; Mukherjee ve ark., 2019; Tan ve ark., 2013; Zhang ve
Zhang, 2010).
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4.4.4. Apoptoz ve Direncin Modiilasyonunun Western Blot Yontemi ile

Degerlendirilmesi

4.4.4.1.Apoptozun Western Blot Yontemi ile Degerlendirilmesi

Karboplatin gibi platin bazli kemoterapotikler, DNA ile farkli tipte DNA-platin
trlinleri olusturarak etki gostermektedir. Platin bazli kemoterapétikler komsu
guaninler ya da guanin ve adeninler arasinda zincir i¢i ya da daha az olmak iizere
karsilikli DNA zincirlerinin guaninleri arasinda zincirler arasi ¢apraz baglar kurarak
DNA-platin iiriinleri olusturmaktadir. Olusan bu DNA iiriinleri hiicre dongiisiiniin G2
evresinde durdurulmasina neden olmaktadir (Koberle ve ark., 2010). Bu DNA
iriinlerinin MMR proteinlerine baglanmasi, DNA hasarinin niikleotit eksizyon tamir
(NER) yolagi ile tamir edilmesini inhibe ederek apoptozun tetiklenmesini
saglamaktadir (Pani ve ark., 2007). Platin tiirevi bilesiklere direng gelisimi hiicre i¢i
ilag birikiminde azalma, glutatyon ve/veya metallotioninler yoluyla ilag
detoksifikasyonu, DNA hasar tolerans1 mekanizmalarindaki degisiklikler, DNA hasar
tamir mekanizmalarindaki (MMR) degisiklikler ve apoptotik hiicre 6liim yollarindaki

degisiklikler gibi farkli mekanizmalarla gergeklesebilmektedir (Koberle ve ark., 2010).

Apoptoz adi verilen programlanmig hiicre Oliimii, doku homeostazinin
korunmasi, uygun doku gelisimi ve istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldirilmast igin
gerekli olan genetik kontrol mekanizmadir. Apoptoz, molekiiler diizeyde olim
sinyalleri veya mitokondri yoluyla yayilan sinyaller ile baslatiimaktadir. Biyokimyasal
diizeyde, apoptoz siireci, kaspaz adi verilen bir dizi sistein proteazinin diizenli
etkinlestirilmesine dayanmaktadir. Kaspazlar, spesifik aspartat kalintilarindan sonra
proteolitik kirpilma ile etkinlestirilmesi gereken proenzimlerdir. Kaspazlar apoptoz
islemindeki rollerine bagl olarak baslatic1 kaspazlar ve uygulayici1 kaspazlar olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir. Kaspaz 8, 9 ve 10 baslatici kaspazlar sinifinda yer
alirken, kaspaz 3, 6 ve 7 uygulayici kaspazlar sinifinda yer almaktadir (Wu ve Ding,
2002). DNA hasar1 yoluyla etki eden ilaglar genellikle mitokondriler araciligi ile

apoptotik yolaklar1 aktive ederler. Bu apoptotik yolaklar iki protein grubunun
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katilimiyla gerceklesir. Bunlardan BCL-2 protein ailesi mitokondri tarafindan
sitoplazmaya sitokrom-c salinmasina ve boylece kaspaz 9’un kirpilarak aktive
edilmesine neden olmaktadir. Aktiflesen bu kaspaz ise uygulayict kaspazlarin
kirpilmasini ve aktiflesmesini saglamaktadir (Topping ve ark., 2009). DNA hasarina
bagli apoptotik Oliim siireglerini etkinlestiren uygulayict kaspazlardan en ¢ok
arastirilan kaspaz 3 ve 7 hiicrelerde aktif olmayan formlari halinde bulunurlar ve
kaspaz 9 tarafindan tetiklenen proteolitik parcalanma ile kirpilmis aktif formlarina
doniistirler (Brentnall ve ark., 2013; Donzelli ve ark., 2004). Kaspaz 9 ile
aktivasyondan sonra kaspaz 3 apoptozun etkili bir sekilde yiiriitilmesini saglarken,
kaspaz 7 apoptotik hiicre ayrilmasini saglamaktadir (Brentnall ve ark., 2013). Ilaglarin
tetikledigi apoptozun temel belirteclerinden biri ise poli(ADP-riboz) polimeraz
(PARP)’1n kirpilarak etkinlestirilmis kaspaz 3 araciligi ile 89 ve 24 kDa’luk pargalara
kirpilmasidir. Bu kirpilma enzimi etkisiz forma doniistiirerek DNA hasarlarina cevap

verebilme yetenegine son vermektedir (Boulares ve ark., 1999; Donzelli ve ark., 2004).

Yukaridaki bilgiler 1s18inda A2780 ve A2780cis hiicre dizilerinde ideal
formiilasyon olarak belirlenen LA9 kodlu formiilasyonun apoptoz tzerindeki
etkilerinin degerlendirilmesi icin kaspaz 3, 7, 9 ve PARP ile kirpilmis kaspaz 3, 7, 9
ve PARP protein ekspresyonlar1 12 ve 24 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda
Western Blot yontemi ile incelenmis ve sonuclar tedavi uygulanmayan gruplarla

birlikte Sekil 3.42 ile 3.43’te sunulmustur.

A2780 hiicre dizisinde 24 saatin sonunda kaspaz 3 ekspresyonu 12 saate kiyasla
anlamli derecede azalmistir (p<0,01). Diger yandan kaspaz 7 ve kaspaz 9
ekspresyonlarinda azalma ve kirpilmis kaspaz 3, kaspaz 7 ve kaspaz 9
ekspresyonlarinda artma egilimi goriilmiis; ancak ekspresyon seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik bulunamamistir. A2780cis hiicre dizisinde ise
24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda kaspaz 3 ve kaspaz 7 ekspresyonu azalma
egilimi gosterirken kaspaz 9 ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli oranda diigmiistiir
(p<0,01). Bunun yaninda kirpilmis kaspaz 7 ve kirpilmis kaspaz 9 seviyelerinde
anlamli bir azalma (p<0,05) gosterirken kirpilmis kaspaz seviyesindeki diisiis

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. A2780 ve A2780cis hiicre dizilerinin
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protein ekspresyon seviyelerindeki bu degisiklikler hiicrelerin canliligini apoptoz ile

yitirdigini gostermektedir (Topping ve ark., 2009).

Kanser hiicrelerinde kirpilmis PARP varligi, apoptozun saptanmasi i¢in yaygin
olarak kullanilan biyobelirteclerden biridir (Bernabeu ve ark., 2016). LA9 kodlu
formiilasyon uygulanan A2780 hiicre dizisinde 24 saatin sonunda PARP protein
ekspresyonu azalma egilimi gostermis, kirpilmis PARP protein ekspresyonu ise 24
saatin sonunda kontrole (p<0,0001) ve 12 saatlik inkiibasyona (p<0,0001) oranla
istatistiksel olarak anlamli oranda artig gostermistir. A2780cis hiicre dizisinde PARP
proteinekspresyonu kontrole kiyasla 12 ve 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda
zamana bagli olarak istatistiksel acidan anlamli bir azalma (p<0,0001) gosterirken,
kirpilmis PARP protein ekspresyonu ise zamana bagli olarak istatistiksel agidan
anlamli bir artis (p<0,05) gostermistir. Bu durum her iki hiicre dizinde de hiicre
oliimiiniin apoptotik yolak araciligi ile gergeklestigini gostermektedir (Bernabeu ve
ark., 2016).

4.4.4.2. Ila¢ Direncinin Western Blot Yontemi ile Degerlendirilmesi

MMR sistemi, DNA replikasyonunun dogru isleyisinde onemli rol
oynamaktadir. DNA replikasyonu sirasinda ortaya ¢ikan baz-baz uyumsuzluklarini ve
ekleme / silme dongiilerini taniyabilen ve onarabilen MLH1, MMR sisteminin temel
bilesenlerinden biridir. Bunun yaninda, MLH1 bazi DNA lezyonlarina baglanarak
DNA hasari ile uyarilan apoptoz mekanizmasinin tetiklenmesinde de 6nemli bir rol
oynamaktadir (Li ve ark., 2018; Yanamadala ve Ljungman, 2003). MLH1’in hiicreleri
apoptoza ugramak iizere duyarlilastiran temel proteinlerden biri oldugu gosterilmistir
(Fukuhara ve ark., 2014). Genetik ya da epigenetik mekanizmalarla MLH1 eksikligi
olusan hiicreler, DNA hasar1 ile etki gosteren platin bazli kemoterapotikler gibi
antikanser etkin maddelere direng gosterirler (Li ve ark., 2018; Yanamadala ve
Ljungman, 2003). Bir tiimdr baskilayici gen olan hMLH1’in bir metilasyon yolu ile
susturulmasi platin direngli over kanserlerinde sik¢a goriilmektedir (Nguyen ve ark.,

2014)
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Calismamizda metilasyon mekanizmasi ile epigenetik degisiklige ugramis olan
platine direngli over kanserinin tedavisi i¢in gelistirilen bu nanopartikiiler sistemin
platine duyarli A2780 ve platine direngli A2780cis hiicre dizilerinde MLHI1
ekspresyonunda meydana getirdigi degisiklikler incelenmistir. Western Blot ile
gerceklestirilen protein analizinde A2780 hiicre dizisinde MLHI ekspresyonu
acisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark goriilmezken, A2780cis hiicre dizisinde
MLH1 ekspresyonu 12 ile 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik gostermistir (p<0,05) (Sekil 3.44). Aird ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada
desitabin uygulamasi A2780 hiicre dizisinde MLH1 ekspresyonunda herhangi bir
degisiklige neden olmazken A2780cis hiicre dizisinde MLH1 protein diizeyinde artis
saglamistir (Aird ve ark., 2002). MLH1 ekspresyonunda goriilen bu artisin pek ¢ok
literatiir ¢alismasinda kanitlandig1 gibi demetilasyon ajani desitabinin metile haldeki
hMLH]1 genini demetile etmesine bagli olarak gerceklestigi diisiiniilmiistiir. Desitabin
uygulamasi metile haldeki hMLH1 genini demetile ederek susturulmus genin tekrar

MLHI1 proteini eksprese etmesini saglamakta ve platin direncini geri ¢evirmektedir

(Plumb ve ark., 2000; Qin ve ark., 2015; Steele ve ark., 2009).

Alinan bu sonuglar LA9 kodlu formiilasyonun sitotoksisite ¢alismalarinda elde
edilen A2780 hiicre dizisi i¢in 8, A2780cis hiicre dizisi icin 16 kat daha diisiik
karboplatin dozunda sitotoksisite saglanmast ile paralellik gostermekte ve daha diisiik
dozda elde edilen sitotoksisiteyi agiklamaktadir. MLH1 protein ekspresyonundaki
degisiklikler ayn1 zamanda Western Blot yontemi ile belirlenen apoptotik yolak

proteinlerinin ekspresyonundaki degisikliklerle de paralellik gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Platine direngli over kanserinde platin direncinin modiilasyonu ve over
kanserinin tedavisinin saglanmasi amaciyla gerceklestirilen tez ¢aligmasindan asagida

yer alan sonuglar elde edilmistir.

e Karboplatin ve desitabinin in vitro kosullarda HPLC yontemi ile hassas ve
giivenilir bir miktar tayini yontemi gelistirilmis ve miktar tayini yOnteminin

analitik validasyonu basartyla gerceklestirilmistir.

e Desolvasyon yontemi kullanilarak hedeflenen partikiil biyiikligi ve partikiil
biyiikliigii dagilimina, enkapsiilasyon etkinligine ve zeta potansiyele sahip
karboplatin yiiklii alblimin bazli nanopartikiiller basariyla hazirlanmis ve Box
Behnken yontemi kullanilarak lipit kaplama prosesi i¢in F4 kodlu optimum

cekirdek formiilasyonu se¢imlmistir.

e Lipit kapli nanopartikiiler sistemeler ¢ift basamakli yontem kullanilarak lipit film
hidrasyonu yolu ile hazirlanmig ve 1:1 lipit nanopartikiil oram1 ve 1:0,5:0,4
lesitin:kolesterol:oleik asit orani ile yaklagik 300 nm partikiil biiyiikliigiine sahip
lipit kapli nanopartikiiler sistemler elde edilmis, desitabin lipit tabakaya basariyla
yiiklenmistir .

e Karboplatin ve desitabin kombinasyonu igeren lipit kapli nanopartikiiler ilag
tasiyict sistemler fiziko-kimyasal Ozellikleri agisindan degerlendirilerek LA7,
LA7D, LAS8, LA8D ve LA9 kodlu formiilasyonlarin hiicre kiiltiirii caligsmalarinda

kullanilmasina karar verilmistir.

e Gergeklestirilen stabilite caligmalart sonucunda lipit kapli nanopartikiil

formiilasyonlarinin 5°C’de stabil olarak saklanabilecegi belirlenmistir.

179



Hiicre kiltiirii ¢alismalar1 igin segilen formiilasyonlar gama sterilizasyon ile
sterilize edilmis; sterilizasyon isleminin nanopartikiiller iizerinde olumsuz bir

etkisi olmadig1 yapilan analizler sonucunda belirlenmistir.

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda platine duyarli A2780 ve platine direngli A2780cis
hiicre dizilerinde saf desitabinin oncelikle 24 saat desitabin sonrasinda 48 saat
desitabin ve karboplatin kombinasyonu uygulanan tedavi gruplarinda

karboplatinin etkinligini 6nemli dl¢lide artirdigi goriilmiistiir.

Bos nanopartikiillerin hem A2780 hem de A2780cis hiicre dizileri iizerinde

sitotoksik etki gdstermedigi gozlenmistir.

Sitotoksisite testlerinde lipit kabuk kisminda desitabin ¢ekirdek kisminda
karboplatin bulunan LA7 formiilasyonunun 5uM karboplatin 4 uM desitabine
esdeger dozda A2780 hiicre dizisinde hiicre canliligin1 72 saatlik bir inkiibasyon
sonucunda %45’e gerilettigi; ancak A2780cis hiicre hattinda bu formiilasyonun

sitotoksik etki gostermedigi gorilmiistiir.

Lipit kabuk kisminda 10uM karboplatin ve 4 uM desitabin kombinasyonu ¢ekirdek
kisminda 1,25uM karboplatin bulunan LA9 formiilasyonunun ise A2780 hiicre
dizisinde hiicre canliligim1 72 saatlik bir inkiibasyon sonucunda %22’ye; ancak

A2780cis hiicre dizisinde ise hiicre canliliginin %45’e diistiigi tespit edilmigtir.

LA9 kodlu desitabin ve karboplatin kombinasyonu yiiklii lipit kapli nanopartikiil
formiilasyonunun A2780 hiicre dizisinde saf karboplatine oranla 8 kat, A2780cis
hiicre dizisinde ise 16 kat daha diisiik karboplatin dozunda sitotoksik etki

olusturdugu belirlenmistir.
Lipit kapli nanopartikiiler ila¢ tasiyict sistemlerin A2780 ve A2780cis hiicre

dizilerinde etkin bir sekilde hiicrenin ¢ekirdek ve sitoplazmasina alindiklar

gozlenmistir.
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Apoptotoik yolak proteinlerinin ekspresyonlarindaki degisiklikler LA9 kodlu

formiilasyonun hiicre canliligin1 apoptoz yolu ile azalttigini géstermistir.

Yapilan protein analizlerinde platin direnci durumunda ekspresyonu azalan MLH1
proteini ekspresyonunun desitabin uygulamasi ile arttig1 belirlenmis, A2780cis

hiicre dizisinde platin direnci bu yolla kirilarak karboplatinin etkinligi artirilmastir.

Yapilan tiim in vitro karakterizasyon ve hiicre kiltiirii ¢aligmalari sonucunda
optimum formiilasyon olarak belirlenen LA9 formiilasyonu ile tez ¢calismamizin
hedeflerine uygun olarak platine direngli over kanseri tedavisi i¢in basarili sonuglar

elde edilmistir.

Calismanin devaminda hayvan deneyleri gerceklestirilerek platine duyarli ve
platine direngli hiicre dizileri iizerinde olumlu sonuglar alinan LA9 kodlu
karboplatin ve desitabin kombinasyonu yiiklii lipit kapli albiimin nanopartikiil
formiilasyonun over kanseri modeli olusturulan hayvan modellerinde in vivo

kosullardaki etkinliginin arastirilmasi planlanmaktadir.
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OZET

Platine Direncli Over Kanseri Tedavisine Yonelik Nanopartikiiler fla¢ Tasiyict
Sistemlerin Gelistirilmesi ve Degerlendirilmesi

En 6liimciil jinekolojik kanserlerden biri olan over kanserinin birinci basamak tedavisini
cerrahi operasyon ve platin bazli kemoterapi olusturmaktadir. Over kanserinde platin bazli
kemoterapotiklere cevap baslangicta iyi olsa da ilerleyen siireclerde hastalarin biiylik ¢ogunda
kemoterapiye direng gelismektedir.

DNA metilasyonu, gen susturulmasini saglayan temel epigenetik mekanizmalardan
biridir. Over kanseri hiicrelerinde hMLH]1 tiimor baskilayici genindeki metilasyona bagl
susturulma, tedavi sirasinda gelisen ve platin bilesiklerine duyarhilikta belirleyici olan bir
stirectir. Dolayisiyla, DNA metil transferaz inhibitorleri ile tiimor baskilayici genlerin yeniden
ekspresyonunu saglamak, over kanseri hiicrelerini kemoterapdtiklere duyarli  hale
getirilebilecegi ve bu inhibitérlerin karboplatin ile kombinasyon halinde uygulanmasinin over
kanserinde ila¢ direncinin asilmasi i¢in yeni bir yontem olacag diistiniilmektedir.

Platin direncine yonelik uygulanan yeni tedavi yaklasimlarindan bir digeri de
kemoterapotik ajanlarin nanopartikiiler ilag tastyici sistemler ile etki ya da absorbsiyon
bolgesine segici olarak hedeflendirilmesi ve ilag konsantrasyonunun tiimoéral alanda saglikli
dokuya oranla artirilmasi, ayni zamanda nanopartikiillerin endositozla hiicre i¢erisine alinmasi
nedeniyle hiicre i¢i etkin madde konsantrasyonunun artirilmasidir.

Bu tez ¢alismasinda, over kanserinin standart tedavisinde kullanilan karboplatin, bir
DNA metil transferaz inhibitorii olan desitabin ile birlikte nanopartikiiler ila¢ tastyici bir
sistemde enkapsiile edilerek uygulanan kombine nanopartikiiler ilag tasiyici sistem ile platin
direncinin modiilasyonu amaglanmigtir. Calisma kapsaminda, desitabin ve karboplatin yiikli
lipit kapli albiimin nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlanmis, hazirlanan formiilasyonlarin in
vitro ozelikleri tayin edilerek optimum formiilasyonu belirlenmis ve serbest ilaglar ile etkin
madde yiiklii nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerin sitotoksik etkileri, hiicresel tutulum
diizeyleri ile apoptotik yolak proteinleri ve MLHI1 proteini ekspresyonundaki degisiklikler
platine duyarlt A2780 ve platine direngli A2780cis hiicre hatlar1 iizerinde gerceklestirilen
hiicre kiiltiirli ¢aligmalar1 ile degerlendirilmistir.

Anahtar Sozciikler: DNA metil transferaz inhibitorii, Karboplatin, Lipit kapli nanopartikiil,
Over kanseri, Platin direnci
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SUMMARY

Development and Evaluation of Nanoparticulate Drug Delivery Systems for
Platinum Resistant Ovarian Cancer Therapy

Ovarian cancer is one of the most lethal gynecological cancers. The first-line treatment
of ovarian cancer consists of surgical operation and platinum-based chemotherapy. Although
the response to platinum-based chemotherapeutics in ovarian cancer is initially good,
resistance to chemotherapy is evident in the majority of patients in later stages.

DNA methylation is one of the main epigenetic mechanisms enabling gene silencing.
Silencing of the hMLH1 tumor suppressor gene in ovarian cancer cells is a process which
develops during treatment and is determinative in the sensitivity to platinum compounds.
Therefore, enabling the re-expression of tumor suppressor genes with DNA methyltransferase
inhibitors makes ovarian cancer cells sensitive to chemotherapeutics. The application of these
inhibitors in combination with carboplatin is considered a novel method for overcoming drug
resistance in ovarian cancer.

Another new treatment approach towards platinum resistance is to selectively target
chemotherapeutic agents to the area of effect or absorption with nanoparticular drug delivery
systems, and to increase the drug concentration in the tumoral region while increasing the
intracellular active substance concentration due to enhanced the uptake of nanoparticles into
the cell through endocytosis.

Within this thesis, it is aimed to develop a combination drug delivery system which is
co-loaded with carboplatin, first-line chemotherapeutic of ovarian cancer treatment, and
decitabine, a DNA methyltransferase inhibitor, for modulating the platinum resistance. For
this purpose, a lipid-coated nanoparticular system containing decitabine together with
carboplatin were prepared, the optimum formulation was determined according to the in vitro
properties of the formulations and cellular internalization levels of the selected formulations
in the cell, cytotoxic effects, change in apoptotic pathway proteins and MLH1 protein
expression on platinum-sensitive A2780 and platinum-resistant A2780cis cell lines.

Key Words: Carboplatin, DNA methyltransferase inhibitor, Lipid-coated nanoparticle,
Ovarian cancer, Platinum resistance,
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