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TESEKKUR

Tez calismam boyunca, her tirli yardim ve destegini benden esirgemeyen, bana yol
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Hicre kiltlrt ¢alismalarim sirasinda bilgi ve tecribelerinden faydalandigim sevgili
hocam Sayin Dog. Dr. imran Vural’a ve Ecz. (B.U.) Can Sarisdzen’e yardimlari icin
cok tesekkiir ederim.

TUBITAK-GRID biinyesinde gerceklestirilen molekiiler modelleme calismalarinin
yuratalmesindeki yardimlarindan 6tira Dr. Cenk Andag’a tesekkir ederim.

Hicre kaltirig deneylerime olan katkilarindan dolayr Dog. Dr. Glines Esendagl ve
H.U. Tip Fakiiltesi Temel Onkoloji A.D.’na tesekkiir ederim.

Tez ¢alismalarim siresince daima yanimda olan, sevgi ve anlayislariyla bana destek
olan dostlarim; Ecz. (B.U.) Tugba Giilsiin inal, Ecz. (B.U.) Giilnur Kiibra Ozeser, Ecz.
(B.U.) Esra Bayraktar, Kim. (B.U.) Selva Burgin Hizmetli basta olmak tizere, Kim. Miih.
(B.U.) Feride Hande Kural, Bio. (B.U.) Raif Eren Ayata, Bio. (B.U.) Gozde Aygiil, Ecz.
Merve Cansiz, Ecz. Elif Sarigol, Ecz. Hasan Demir ve Ecz. Selin Seda Dogan’a
tesekkirlerimi sunarim.

Tez siirem boyunca benden destek ve yardimlarini esirgemeyen H.U. Eczacilik
Fakiltesi Farmasotik Teknoloji A.D.’nin degerli hocalari ve cgalisanlarina tesekkir
ederim.

Son olarak; sevgi ve desteklerini hep arkamda hissettigim, varliklari ile bana gli¢
veren sevgili annem, babam ve kardesime gosterdikleri anlayis ve fedakarliklari icin
sonsuz minnet ve sevgilerimi sunarim.

Bu tez, Saglhk Bilimleri Arastirma Grubu 1001 projesi (Proje No: 109S341)
kapsaminda, TUBITAK tarafindan ve hizl destek projesi kapsaminda HUBAB
tarafindan desteklenmistir.



OzZET

Ozge, C. Kanser tedavisinde solid tiimorlere lenfatik hedeflendirme amaciyla
LyP-1 peptidini iceren ila¢ tasiyici nanosistemlerin tasarimi ve in vitro
degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Teknoloji Programi Yiiksek Lisans Tezi, ANKARA, 2011. Kanser tedavisinde tedaviyi
kisitlayan en dnemli faktorlerden biri kemoterapdétik ajanlarin kanserli dokuya 6zgiin
olmamasidir. Bu nedenle kanser hiicrelerine 06zglin monoklonal antikorlar
kullanilarak hazirlanan nanopartikiler sistemler ginimiizde kanser tedavisinde
kullanilmaktadir. Son vyillarda faj sunumu teknigi ile elde edilen cesitli peptitler,
kiigik olmalari ve kolay Uretilmeleri gibi sebeplerle monoklonal antikorlara
alternatif olarak hedeflendirme amaci ile kullanilabilmektedirler. Bu c¢alismada,
meme kanseri ksenograftlarindan elde edilen ve timor lenfatik damarlarina 6zgi
dokuz amino asitli bir peptit olan LyP-1 (CGNKRTRGC)e ait lipid bazli formilasyonlar
hazirlanmis ve lenfatik hedeflendirme amacglanmistir. Peptit-protein yapili
bilesiklerin gastrointestinal kanaldan zayif absorpsiyon gdstermesi ve stabilite
sorunlari, oral formulasyonlarinin gelistirilmesini sinirlayici etkenlerdir. Yag bazl ilag
tasiyict  sistemler, bu tip ilaglan, gastrik enzimlerden korumak ve
biyoyararlanimlarini  artirmak i¢cin  kullaniimaktadirlar. Bu nedenle kolay
hazirlanmalari, etkin maddenin ¢ozinurlGgind, dayanikhligini ve lenfatik emilimi
artirmalari, son Urinin yumusak jelatin kapsdller igerisinde uygulanma potansiyeli
acisindan astunlik gosteren kendiliginden emidilsifiye olabilen ilag tastyici sistemler
(SEDDS, Self-emulsifying drug delivery systems)secilmistir. Bu amagla, lggen faz
diyagramlari kullanilarak damlacik buylkligh 20 nm altinda olan kendiliginden
mikroemdilsifiye olabilen ila¢ tasiyici sistemler (SMEDDS) formilasyonlari elde
edilmis, uygun bulunan formulasyonlar fiziksel inceleme, damlacik biyuklGgl, zeta
potansiyel ve pH oOlcimi ve stabilite acgisindan incelenmis, DSC c¢alismalari
ylrittlmustir. LyP-1 peptidine ait miktar tayini amaciyla yeni bir HPLC metodu
gelistirilmis ve valide edilmistir. Peptidin pargalanma profilinin belirlenmesi amaci
ile 12 farkh pH’da stabilite galismalari yiritilmis ve pargalanma hiz sabitleri
belirlenmis, Arrhenius dogrulari gizilmistir. Peptidin ve peptide ait kati dispersiyonun
secilen pH’da formilasyon icinde stabilitesi incelenmis ve kati dispersiyon ile
peptidin stabilitesi artirilmistir. Bos ve etkin madde iceren formiilasyonlarin Caco-2
hicreleri kullanilarak sitotoksisite ve MDA-MB 231 hiicreleri kullanilarak biyoaktivite
calismalari yapilmistir. Peptidin reseptori ile etkilesiminin incelenmesi amaciyla
molekiiler modelleme calismalari yiritilmus, olasi ligant-reseptor etkilesimleri
incelenmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda LyP-1 peptidi iceren SMEDDS
formiilasyonlarinin solid timorlere lenfatik hedeflendirme amaciyla kullanilabilecek
uygun sistemler oldugu disinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: LyP-1 peptidi, solid timor, kanser tedavisi, lenfatik
hedeflendirme, SEDDS (kendiliginden emidilsifiye olabilen ila¢ tasiyici sistemler),
hicre kaltara

TUBITAK (Proje Numarasi: 1095341) ve HUBAB (Proje Numarasi: 011D07301001)
tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Ozge, C. Design and in vitro evaluation of Lyp-1-containing drug carrying
nanosystems for the lymphatic targeting of solid tumors in cancer therapy.
Hacettepe University Institute of Health Sciences, Master Thesis in Pharmaceutical
Technology, ANKARA, 2011. The major factor that limits success in cancer therapy
is the nonselectivity of the anticancer agents towards tumor cells and tissues.
Because of that, specific monoclonal antibodies are used to targeting special
tumors, and there are several such pharmaceutic formulations currently approved
and in use for the treatment of several cancer types. However, there are several
factors that limit the efficient use of targeted antibody therapy. In recent years,
tumor homing peptides which are obtained from cancer xenografts by phage
display technique, could be used as alternatives to monoclonal antibodies because
of their small size and relatively easy production. In this study, lipid based
formulations have been developed and characterized for lymphatic targeting using
a nine amino acid, cyclic peptide, LyP-1 (CGNKRTRGC), which has been shown to
exhibit specificity to the breast cancer tumor lymphatics. Oral administration of
peptide—protein drugs is limited due to low permeability and fast enzymatic
degradation in the gastrointestinal tract. Thus, lipid-based formulations are used for
increasing the permeability and lymphatic absorption and protecting the drug from
harsh gastrointestinal enviroment. SMEDDS have been chosen because of the
capability of these systems to improve the solubility and stability of the active
ingredient, to be prepared easily; and moreover the final product could be filled
into soft gelatin capsules. SMEDDS formulations under 20 nm have been developed
by terniary phase diagrams and characterized in terms of droplet size, zeta
potential, pH and stability, and also DSC studies have been carried out. An HPLC
method has been developed and validated for the quantitative analysis of LyP-1. In
order to determine the pH-rate profile of the peptide, kinetic studies have been
carried out at 12 different pH conditions and Arrhenius curves have been plotted.
Stability of the formulations containing LyP-1 and the solid dispersion of the peptide
have been analyzed at the pH value which the peptide was most stable. Cytotoxicity
and bioactivity assays have been carried out with Caco-2 and MDA-MB 231 cell lines
for blank formulations and formulations containing LyP-1 and the solid dispersion of
the peptide. Molecular modelling studies have been performed to investigate
potential ligand—receptor interactions. As a result of this study, LyP-1 containing
SMEDDS formulations could be considered as a promising drug delivery sytem for
the lymphatic targeting of solid tumors.

Keywords: LyP-1 peptide, solid tumor, cancer therapy, lymphatic targeting, SEDDS
(Self-emulsifying drug delivery systems), cell culture

Supported by TUBITAK (SBAG-1001 Project, Project Number: 109S341) and
Hacettepe University, Scientific Research and Development Office (Support Project,
Project Number: 011D07301001).
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1. GIRiS VE AMAC

Nanoteknoloji, maddeler {izerinde 100 nanometre olgeginden kigik
boyutlarda gerceklestirilen isleme, 0&lciim, modelleme ve dlizenleme gibi
¢alismalarin genel tanimidir. Nanoteknoloji uygulamalari, ilag tasiyici sistemler
olarak polimerik nanopartikiiller, seramik nanopartikiller, polimerik miseller,
dendrimerler ve lipozomlar olarak sayilabilir. Goriintilemede ise, manyetik
nanopartikiller, ferroakiskanlar  ve kuantum nokta teknolojilerinde
uygulanmaktadir.

Nanoteknoloji, 6zellikle kanser terapisi ve norolojik bozukluklarin tedavisi
alanlarinda ilag gelistirilmesine katkida bulunmaktadir. Nanoteknoloji ile
proteinlerden biraz daha biylk ve biyolojik bariyerleri (kan—beyin engeli, timor
gozenekleri vb.) gecebilecek nanoboyutlarda ilaglarin tretilmesi mimkindar. Artmis
yuzey alanlarindan ve biyolojik aktivitelerinden dolayr nanoboyuttaki ilaglar/ilag
tasyici sistemler, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda etkin madde kullanima olanak
saglar, boylece meydana gelebilecek potansiyel yan etkilerin riski azaltiimis olur.

Kanser, kisaca, hicrelerin kontrolsiiz cogalmalari demektir ve gesitli yollarla
vicuttaki diger doku ve organlara yayilabilmektedir. Kanser goriilme sikhginin ve
kanser nedenli 6lim oranlarinin artmasi, kanseri énemli bir halk sagligi sorunu
haline getirmektedir. Kanser tedavisinde kemoterapi, cerrahi tedavi, radyoterapi,
immunoterapi gibi c¢esitli yontemler tek baslarina veya kombine halde
kullanilmaktadir. Ancak, kemoterapd6tik ajanlarin saglkli doku ve organlara da toksik
etki gostermesi ve yan etkilerinin fazla olmasi nedeni ile kanser tedavisinde
hedeflendirme ve nanoteknoloji Ghem kazanmistir.

Pasif ve aktif hedeflendirme amaciyla monoklonal antikorlar ve
nanoteknolojik trinler Gzerine ¢calismalar siirmekte olup, piyasada bulunan Griinleri
klinikte tedavi amaciyla kullanilmaktadirlar. Bu yolla, kemoterapotik ajanlarin yan
etkilerinin en aza indiriimesi amacglanmaktadir. Ancak, monoklonal antikorlarin
bliyidk boyutlu olmalari ve timor icerisine zayif gecirgenlik gostermeleri gibi

sakincalari bulunmaktadir. Bu nedenle daha kiiclik molekiller olan peptitler kolay



Uretim ve dayaniklilk gibi 6zellikleri ile hedeflendirmede diger bir segenek olarak
kullanilabilir.

Solid timorlerde yapisal degisiklikler nedeni ile biylime faktorleri artmakta,
timorin beslenmesi ve bilylmesine neden olan anjiogenez ve lenfanjiogenez
tetiklenmektedir. Bu durum, timoriin baska doku ve organlara tasinma riskini de
artirmaktadir. Ozellikle lenfatik sistemin tiimér metastazinda énemli yollardan biri
oldugu bilinmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, ilk olarak faj sunumu galismalari ile MDA-MB 435 meme
kanseri hiicre ksenograftlarindan elde edilen ve antikanser etkinligi tespit edilmis
olan LyP-1 peptidi kullanilmistir. Bu peptit gesitli kanser tirlerinde, solid timorlerin
lenfatik damarlarina 6zglinlik gésteren 9 amino asitli bir peptittir. Bu peptidin ayni
zamanda timor hiicresi icine girebildigi ve hiicrede apoptozu (programlanmis hiicre
olimi) tetikledigi bilinmektedir. LyP-1 peptidinin lenf damarlarina 6zgi bir peptit
olmasi nedeni ile lenf sistemi aracii metastazin 6nlenebilmesi mumkin
olabilecektir.

Tez calismasinda, peptidin, yag bazli SEDDS formilasyonlari tasarlanmistir.
Bu sistemler belirli oranlarda yiizey etkin madde, yag ve yardimci ¢ozlci/yardimci
ylizey etkin maddenin karisimi olup viicut icerisinde 300 nm’nin altinda damlaciklar
olusturmaktadir. Yag bazli ilag tastyici sistemlerin ¢ozinUrlik sorunu olan ilaglarin
formile edilmesinde ve lenfatik hedeflendirme amaci ile sikhkla kullanildig
bilinmektedir. Partisyon katsayisi (logP) 5’den biyik olan maddelerin ince
bagirsaktan emilim sirasinda lenfatik sistemi tercih ettikleri bilinmektedir. Peptidin
yag bazh sistemler icerisinde verilmesi ile hem bozunmadan korunmasi hem de
lenfatik sistem araciligl ile tasinarak karacigerde ilk gecis etkisinden kurtulmasi
muimkun olabilecektir.

Bu amaclar dogrultusunda SEDDS formilasyonlarinin  tasarimi ve
optimizasyonu, LyP-1 peptidine ait HPLC miktar tayini metodu gelistirilmesi ve
validasyonu, uygun formiilasyonlara ve peptide ait stabilite calismalari yapiimistir.
Peptide ait parcalanma hiz profili belirlenmistir. Ayrica peptidin yag fazinda kalisini

saglamak ve stabilitesini artirmak amaciyla uygun bir lipid kullanilarak kati



dispersiyonlari hazirlanmistir. Etkin  madde icermeyen ve hazirlanan kati
dispersiyonu ve peptidi iceren formilasyonlara ait sitotoksisitenin, etkin madde
iceren formulasyonlara ait biyoaktivitenin belirlenmesi igin hiicre kiltlra galismalari
gerceklestirilmistir. Peptidin reseptor ile etkilesiminin incelenmesi amaciyla
molekiler dinamik galigmalari yuratilmustar.

Yapilan literatir ve patent taramalari gz online alindiginda, bu tezde LyP-1
ile gercgeklestirilen g¢alismalarla ilgili literatiirde ¢alisma bulunmamaktadir. Bu

calisma bilindidigi kadariyla bu konudaki ilk galismadir.



2. GENEL BiLGI

2.1. Kanserde Nanoteknoloji

Kanser en kisa tanimiyla, hiicrelerin kontrolsiz sekilde gogalmalari demektir.
Anormal sekilde ¢ogalmaya baslayan bu hiicreler bulunduklari yerdeki ve hatta
uzaklarinda bulunan doku ve organlari isgal eder ve bu boélgelerde islevsel
bozukluklara yol acarlar. Kanserde 6liim oranlarinin yiiksek olmasi konunun énemini
daha da artirmaktadir (1). T.C. Saglik Bakanligl Kanserle Savas Dairesi Baskanlig
tarafindan yayimlanan 2004-2006 Tirkiye Kanser istatistiklerine gore kadin ve
erkeklerde 2006 yilina ait en ¢ok goriilen kanser tirleri ve olgu sayilari Sekil 2.1’de

gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Turkiye’de 2006 yilinda kadinlarda ve erkeklerde en sik gorilen

kanserlerin % bagil siklik ve veri havuzundaki olgu sayilari.



Erkeklerde deri hari¢ tiim kanserler igin kaba hiz yiiz binde 222.6’dir. En sik
gorilen kanserler akciger, prostat, mesane, kolorektal ve mide kanserleri olarak
siralanmaktadir. En sik gorilen bes kanserin siralamasi g yilda da degismemistir.
Kadinlarda, 2004—-2006 yillarinda tim kanserler icin kaba hiz yliz binde 164.4; deri
hari¢c tim kanserlerde ise kaba hiz yiiz binde 145.4’tir. ilk bes sirada meme,
kolorektal, tiroit, uterus korpusu ve akciger kanserleri yer almaktadir. 2004, 2005 ve
2006 yillarinda en sik gorilen ilk Gg kanser tiiri meme, kolorektal ve tiroit olarak
siralanmaktadir. Akciger kanseri, 2006 yilinda en sik gortlen ilk bes kanser icinde yer
almazken, 2005 yilinda dérdiinci, 2004 yilinda ise besinci siraya yerlesmistir (2).

Gelisen nanoteknolojinin tip alaninda uygulamasi olan nanotip, klinik alanda
yarar saglamak, tani alaninda glinimizdeki kisitlamalara ¢6zim getirmenin yaninda
hastaliklarin tedavisi ve dlizenlenmesinde vyararli olmasi agisindan 6nemli bir
potansiyele sahiptir. ideal nanoboyutlu ilag tasiyici sistemler, konjuge veya bagl ilag
ve tasilyici kompleksinin tercihen hedeflenen bdlgeye ulagmasini ve etki
gostermesini saglar (3). Nanoboyutlu ilag tasiyici sistemler bu 6zellikleri dolayisiyla
kanser tedavisinde kullanilmak Uzere tasarlanmaktadirlar. Konvansiyonel
kemoterapotik ajanlar, viicuda verildiklerinde hem kanser hem de normal hiicreleri
etkileyen bir dagilim gostermeleri sebebiyle timorde ulasilabilecek dozun
kisitlanmasina  ve  asir toksisite nedeniyle  de ideal  tedavinin
gerceklestirilememesine sebep olurlar (4). Nanoteknoloji, 6zellikle kanser terapisi ve
norolojik  bozukluklarin  tedavisi alanlarinda ilag gelistiriimesine katkida
bulunmaktadir. Nanoteknoloji ile proteinlerden biraz daha bilyik ve biyolojik
bariyerleri (kan—beyin engeli, timor gozenekleri vb.) gecebilecek nanoboyutlarda
ilaclarin  Uretilmesi muimkiindir. Artmis ylizey alanlarindan ve biyolojik
aktivitelerinden dolayi nanoboyuttaki ilaglar/ilag tasiyici sistemler, cok dusuk
konsantrasyonlarda etkin madde kullanimina olanak saglar, bdylece meydana
gelebilecek potansiyel yan etkilerin riski azaltilmis olur (5). Kanser tedavisinde
kullanilmak Uzere tasarlanmis bazi nanotasiyici sistemler Sekil 2.2’de sematik olarak

gorilmektedir.
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Sekil 2.2. Kanser tedavisinde kullanilmak Gzere tasarlanmis bazi nanotasiyici

sistemler (6).

Polimer yapili nanotasiyicilar arasinda polimerik nanopartikiller (polimer—
ilag konjugatlari), polimerik miseller ve dendrimerler siralanabilir (3). Polimer yapili
nanotaslyicilar arasinda 6nemli bir yere sahip olan nanopartikiller, aktif ve pasif
hedeflendirme  stratejilerinin  kullanilmasiyla, kanser  hicrelerinde ilag
konsantrasyonunu artirarak normal hiicrelerde sitotoksisiteyi azaltabilmektedirler
(7, 8).

Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA)'nin onayini almis birtakim tasiyici
sistemler halihazirda piyasada bulunmaktadir. ilk olarak, lipozomal formiilasyonlar
(Doxil®, Daunoxome®) 1995 yilinda onay almistir. Doxil® partikiil boyutu 100
nm’den kiiciik lipozomal keseciklerden olusur. ilacin opsonizasyonunu engellemek
icin pegilasyon yapilmistir. Bu islem ayrica sterik stabilizasyon saglayarak plazma yari
Omrinl uzatir. Lipozomal formilasyon icerisinde verilen ilag, timorli boélgede
normal verilise gore 10 kat daha fazla olglilmistir. infiizyon yoluyla verilen
doksorubisinle  karsilastirildiginda, Doxil®in  kardiyotoksisite, kemik iligi
baskilanmasi, sa¢ dokiilmesi, bulanti ve kusma gibi yan etkilere daha az neden

oldugu gorilmustiir (9). Kansere hedeflendirme alaninda diger bir yeni ilag tastyici



sistem ise 130 nm boyutunda paklitaksel bagh albimin nanopartikilleri
formulasyonu olan Abraxane®'dir. Abraxane® insanda kullanim igin FDA onayi alan
(2005) ilk nanopartikil formilasyondur ve metastatik meme kanseri tedavisinde
kullanilmaktadir (3). Abraxane® ile, paklitaksel etkin maddesini ¢oziinlrlestirmede
kullanilan Cremophor® yiizey etkin maddenin kullanimi ortadan kaldirilmakta ve
boylece uzun sireli tedavide kombine steroid ve antihistaminik tedavisine gerek
kalmamaktadir. Ayrica, bu sekilde hastaya daha vyiksek dozda ilag
uygulanabilmektedir (10).

2.2. Tiimére Hedeflendirme

Kanser tedavisinde basariyi kisitlayan en onemli faktor konvansiyonel
antikanser ajanlarin timorla hicre ve dokulara secici olmamasidir. Neredeyse tim
kemoterapotik ajanlarin normal doku ve organlara yan etki gosterdigi bilinmektedir
(112).

Kanser tedavisinin asil amaci normal dokulari etkilemeden kanser hicresini
yok etmektir. Bu durum ise, kanser hicresinin selektif olarak hedeflendirilmesi ile
mimkindir. Timore hedeflendirmedeki ideal 6zellikler; ilacin timordeki
yerlesiminin aktif veya pasif hedeflendirilme ile artirilmasi, hedeflenmemis
hiicrelerdeki yerlesiminin azaltilmasi, ilacin hedef bdlgeye tasinma esnasinda
sizintinin en aza indirilmesi, ilacin pargalanmadan korunmasi, ilacin hedeflenen
bolgede istenilen siire boyunca kalabilmesi, hiicre i¢cine alimin kolaylastirilmasi ve
tasiyicl sistem bilesenlerinin biyouyumlu ve biyoparcalanabilir olmasi seklinde
siralanabilir (12).

ilaglarin  hedeflendirilmesi iki sekilde saglanir; bunlardan biri pasif
hedeflendirme, digeri de aktif hedeflendirmedir. Pasif hedeflendirme; intravenoz
enjeksiyondan sonra tasiyicinin dogal olarak hedeflenmesi; organ, doku ve hiicreye
verlesmesidir.  Aktif hedeflendirme; manyetik hedeflendirme, ultrasonik
hedeflendirme ve ligant-reseptor aracili hedeflendirme olmak Uzere 3 ana baslik
altinda incelenebilir (13). Sekil 2.3’de aktif ve pasif hedeflendirme sematik olarak

gosterilmektedir.
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Sekil 2.3. Timore aktif ve pasif hedeflendirme (3).

Manyetik hedeflendirme, disaridan manyetik alan uygulanmasiyla istenilen
bolgeye etkin maddenin tasinmasidir. Ultrasonik hedeflendirmede, ultrasonik dalga
kontrolli sistemlerde biyolojik olarak asinan veya asinmayan polimerler ilag
tastyicisi  olarak  kullaniir ~ ve  hedeflendirilirler.  Ligant-reseptér aracil
hedeflendirmede, farklh yapida ligantlar kullanilmaktadir. Burada, tasiyici sistemler
hiicre vyuzeyindeki spesifik reseptorlere yonlendirilerek hicre icine alinma
(internalizasyon) ligandin ve reseptorin yapisina bagh olarak reseptor aracih
endositoz veya transitoz ile gerceklesmektedir. Ligant—reseptor aracili
hedeflendirmede kullanilan ligantlar arasinda monoklonal antikorlar, vitaminler,
peptid yapidaki bluylime faktorleri, sitokinler, glikoproteinler sayilabilir (13). Etkin
madde, hedef hiicrenin yizeyindeki reseptore baglanabilen liganda (hormon, peptid
gibi) konjuge edilir. Boylece etkin madde spesifik olarak hedef hiicreye
yonlendirilmis olur (14).

Hedeflendirme amaci ile kullanilan yeni ilag tasiyici sistemlerden bazilari;
lipozomlar, miseller, nanopartikiller, dendrimerler ve nanokapsillerdir. Spesifik
olmayan taslyicilardan dekstran, albumin, DNA, poliamino asitler ve diger polimerler
gibi makromolekdller kullanilarak hazirlanan nanopartikil, mikrokapsiil, mikrokiire

ve lipozom gibi sistemler, timor cevresinde lenfatik drenajin az olmasindan



kaynaklanan artirilmis tutulma etkisi ve timor boyutu gibi cevresel 6zelliklerden
dolay! timorde toplanirlar. Ayrica kullanilan makromolekiliin molekil agirlhigr ve
yuki gibi fizikokimyasal ozellikleri de timoérde toplanmada etkilidir (15). Bu
sistemler pasif hedeflendirme ile tiimorlere yonlendirilebilecegi gibi, antikor, ligant,
peptit gibi molekillerle kombine edilerek aktif hedeflendirme amaci ile de
kullanilabilirler (16-18).

Normal kilcal damarlar arteriol, kapiler ve venillerden olusan dizenli ve
fonksiyonel bir yapiya sahiptir (19). Tumor damarlari ise genel olarak sirali olmayan,
hasar gormis ve genis acikliklara sahip endotelyal hiicrelerden olusur (Sekil 2.3). Bu
damarlar diiz kas ve sinir icermezler. Olduk¢a genis limene ve 6zellikle vazoaktif
mediatorlerden AT (Anjiyotensin IlI)’e karsi bozulmus reseptor fonksiyonuna
sahiptirler (20, 21). Buna ek olarak bradikinin, nitrik oksit, blylime faktorleri ve
prostoglandinler gibi vaskiiler permeabilite artirici faktorlerin Gretiminin artmasi
nedeniyle makromolekdlli ilaglarin normal dokuya gore timorli dokuya gecisleri
kolaylagsmaktadir (22). Tiumor dokusunda bulunan endotel hiicreler arasindaki
bosluk 100-600 nm arasinda degisebilmektedir (21). Tim bu faktorler timor
kapilerlerinden gecisi artirmakla beraber, 6zellikle nanoboyuttaki makromolekiler
ilaglarin timorla dokulara selektif olarak gonderilmesini mimkin kilar (23, 24).
Ayrica, timorli dokuda lenfatik sivi akisinin az olmasi, ilacin timorli dokuda kals
etkisini artirarak uzatilmis etki saglar. Bu etkiye; artirilmis gecis ve alikonma etkisi
(EPR  etkisi, enhanced permeability and retention effect) denir (25). Timor
cevresine 06zgl bu oOzellikten faydalanmak icin nanopartikiler sistemler
kullanilmaktadir (26). Keza, PLGA (Poli laktik-ko-glikolik asit) nanopartikilleri
hazirlanarak deksametazon (27) ve paklitaksel (28, 29) gibi antikanser ajanlarla
yapilan ¢alismalarda EPR etkisi ile etki artirilmaya calisiimistir.

Timore hedeflendirme ve goriintiileme amaci ile kullanilan diger bir sistem
viral nanopartikillerdir. Virlsler, kimyasal veya genetik yollarla ylizeylerinde
biyolojik olarak aktif formlarinda bulunan hedeflendirme ajanlari, ligantlar,
antikorlar veya peptitler gibi cesitli molekiilleri sergileyebilmektedir (30). Bunlarin

yaninda kopek parvovirlisii gibi bazi virtsler, bircok timoérde sentezi artan
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transferrin reseptori gibi reseptorlere dogal olarak secicilik gdsterirler ve bu agidan
da kanserde hedeflendirme amaci ile ¢calismalarda kullanilmaktadirlar (31).

Nanopartikiler sistemlere diger bir 6rnek ise dendrimerik polimerler ile
hazirlanan nanopartikillerdir. Kukowska ve dig. (16) vyaptigi c¢alismada
poliamidoamin dendritik polimerleri ile hazirlanan 5 nm capindaki nanopartikillere
hedeflendirici ajan olarak folik asit konjuge edilmis, ayrica antikanser etkili etkin
madde ve floresan madde baglanmistir. Farelere iv uygulamadan 4 giin sonra
nanopartikillerin timor ve cevresinde yogun sekilde toplandigl gorulmistir.
Boylece, etkin madde olan metotreksatin serbest haline gore antitimor
aktivitesinde artis ve toksisitesinde azalma saglanmistir.

Lipozomlarda hedeflemeyi saglamak amaciyla da immunoglobulinler
kullanilmaktadir.  Lipozomlarin  6zgin  bir  antikorla  konjuge  edilerek
(immiunolipozom) verildiklerinde hedeflenmeyi sagladiklari gosterilmistir (32, 33).
Diger bir sistem olan miseller, partikil blyukligi 5-100 nm arasinda olan,
yapilarinda hidrofobik ve hidrofilik kisimlari iceren molekdllerin olusturdugu
kolloidal dagilimlardir. Miseller kullanilarak aktif hedeflendirme c¢alismalari
yuritilmustlr (34). Doksorubisin yiikli pH’ya duyarli miseller, hiicre icine girisi,
hiicre cekirdeginde lokalizasyonu ve hiicre igcinde etkin madde salimini artirarak,
metastatik kanser hiicrelerine karsi sitotoksisitede artis saglamislardir. Aktif
hedeflendirmede antikorlar, kiglk organik molekiller (vitaminler), aptamerler ve
karbonhidratlar gérev alabilir. Ornek olarak; folik asit reseptérii ovaryum ve akciger
gibi bircok kanser tirinde asiri cogalmaya neden olan bir proteindir (18, 35, 36). Bu
reseptorin, normal bir dokuya oranla timorli dokuda yaklasik 100-300 kat daha
fazla ¢ogalabildigi gozlenmistir (35). Folik asit reseptorini hedef alan doksorubusin
yUkli miseller kullanilarak yapilan in vivo calismalarda hedeflenmis misellerin
hedeflenmemis olan misellere gore timor biylime hizint iki kat azalttig
goralmastir (37). Aktif hedeflendirmede kullanilan ligantlardan biri de antikorlardir.
Yapilan bir arastirmada, GRGDS-modifiye misellerin (GRGDS; cesitli metastatik

kanser hicrelerinde asiri c¢ogalmaya ugrayan avp3-integrine 06zgl bir peptit)
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hedeflenmemis yapilara oranla B16F10 metastatik melanoma hiicrelerine karsi daha
sitotoksik oldugu kanitlanmistir (34).

Gunlimizde, 0zglin monoklonal antikorlar ile timore hedeflendirme
calismalari yapilmakta olup (17), anti-VEGF (anti-vaskiler endotelyal bilyime
faktord) ve anti-EGFR (anti-epidermal biyime faktorl reseptori) monoklonal
antikorlarinin ilerlemis kolorektal kanserli hastalarda kemoterapinin etkinligini
artirdig gosterilmistir (38). Bu antikorlar, FDA onayini almis olup, Avastin®
(Bevacizumab) ve Erbitux® (Cetuximab) ticari isimleri ile kolorektal kanser
tedavisinde  kullanilmaktadirlar.  Ayrica, antianjiojenik tedavide kullanilan
Panitumumab (Vectibix®) ve Trastuzumab (Herceptin®) gibi onayli monoklonal
antikorlar FDA onayi almis olup klinikte kullaniimaktadirlar (39). Ote yandan,
hedeflendirilmis antikor tedavisini kisitlayan birtakim faktorler bulunmaktadir.
Antikorlarin blylk boyutlu olmalari ve bu molekillerin hedef bdlgede distk
penetrasyon ve hiicre icine alimi ile karaciger ve RES (Retikiloendotelyal Sistem)
tarafindan 6zgin olmayan alimlari, bu tip molekdllere iliskin en 6nemli sakincalardir
(40). Bunun sonucunda, tiimore zayif penetrasyon ile karaciger ve kemik iliginde
dozun sinirlanmasina yol agan toksisite gorilebilir. Antikorlarin; radyoniklit,
sitotoksik ilag ve toksinlerin timor bolgesine tasinmasi icin kullaniminda bu
kisitlayici faktorler etkili olabilir (39). Antikor hedeflendirilmesinde ¢ikan sorunlari
azaltmak agisindan, peptitler timoére hedeflendirmede mikemmel alternatifler
olarak dusundlmektedir (39, 41, 42). Peptitlerin antikorlara gore kiiclik boyutlu
olmalari, kimyasal olarak dayanikli ve tlrevlendirmeye uygun olmalari ile genel
olarak RES’e yakalanmamalari gibi Ustlinlikleri bulunmaktadir (39). Ayrica, kanser
hiicrelerine 6zgli amino asit dizilimine sahip peptitler ile kanserde hedeflendirme
mimkin olabilmektedir (40, 43, 44). Faj sunumu teknigi kullanilarak elde edilen
amino asit dizilimleri ile belirlenen peptitlerin, cesitli ilac veya ilag tasiyici sistemler
ile kombine edilerek kanser hiicrelerine secici olarak hedeflendirilebildigi cesitli
calismalarla gosterilmistir (40, 43, 45, 46).

Kullanilan monoklonal antikorlarin reseptore seciciligi yiksek olmasina

ragmen molekdl agirhklarinin  yiksek olmasi bir sakincadir. Dolayisiyla bu
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molekdllerin in vivo kullaniminda ilacin dokuya gegisi ve hicreler tarafindan alimi
disitk dizeydedir (39). Tumor hicresini taniyan kiglk peptit molekilleri bu
sorunun Ustesinden gelebilir. Ancak, tedavide peptitlerin kullanimi kisa yari émdrleri
nedeniyle kisitlanmistir (47). Ayrica, bu peptitlerin doku ve organlardaki
biyoyararlanimi da dusliik diizeydedir. Dolayisiyla, peptidin hedef bolgeye
ulasmadan atilma oranini en aza indirmek gerekir. Bu yapilarin ilag olarak
kullanilabilmeleri igin kimyasal modifikasyonlar gerekebilir. Bu baglamda; D-amino
asitler, psédo-amino asitler ve siklizasyon peptitlerin stabilizasyonlarini artirmada
en yaygin kullanilan yontemlerdir (48). Diger yandan, peptitlerin uzun ve yeterli bir
etki olusturabilmesi icin bazi doku ve organlarda bulunan endopeptidaz ve
aminopeptidaz gibi proteolitik enzimlere karsi da koruyucu onlemler almak gerekir.
Nanotasiyici sistemler genellikle bunun Ustesinden gelebilir; peptitlerin lenf
dolasiminda daha uzun siire kalmasini ve dolayisiyla biyoyararlaniminin artmasini
saglayabilirler (49, 50).

Peptitlerle kanserin hedeflendirilmesi ile ilgili literatlirde cesitli ¢alismalar
bulunmaktadir (51-53). Faj sunum teknigi ile elde edilen peptit kitiiphanelerinde
bulunan timor kan veya lenf damarlarina 6zgii peptitlerle (tumor homing peptides)
kanserde hedeflendirme calismalari yapilmaktadir (43). Bu tip peptitler, kanser
hiicrelerine gen transferi amaci ile de kullanilmis ve viral zarfin modifikasyonu
sonucu virlslerin ylizeye yerlestirilen peptitlerle olduk¢ca umut vaadedici sonuglar

alinmistir (54, 55).

2.3. Kanserde Lenfatik Hedeflendirme

Lenfatik sistem, lenf damarlari, lenf kanallari, dalak, timus bezi ve lenf
nodlari gibi lenfatik organlardan olusur. Lenf ve kan damarlarinin her ikisi de endotel
hiicrelerle kapli olsa da temelde bu iki sistem belirgin farkhiliklar gosterir. Kan damari
sistemi, kalbin pompaladigi kanin kapal bir sistem icinde tasinmasini saglar. Lenf
sistemi ise, dokulararasi sivinin dokudan kana tek yonli tasindigli acik uclu
yapilardan olusur. Lenf sisteminin birinci gorevi; periferal dokulardan dokulararasi
siviyl toplayip tekrar kan dolasimina kazandirmaktir. Bir diger gorevi de; diyetle

alinan yaglarin, yagda ¢oziinen vitaminlerin ve bagisiklik sisteminde gorevli bazi
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molekillerin (A, D, E, K vitaminleri, trigliseritler, lipoproteinler) tasinmasini
saglamaktir (56). Bagirsakta lenf damarlari ve kan damarlari yan yana bulunur.
Portal kan akisinin lenf sistemine gore yaklasik 500 kat fazla olmasi sebebiyle
emilimi gerceklesen maddelerin ¢ogu portal kandan sistemik dolasima katilir. Ancak,
yuksek molekil agirlikli maddeler ve kolloidal yapilar lenfatik kapiller yapinin daha
gecirgen olmasi sebebiyle lenf dolasimina katilirlar. Lenfatik sistemin fizyolojik yapisi
nedeni ile segici biyodagihm saglamasi, lipozom, aktif karbon partikiilleri,
emdlsiyonlar, lipidler ve polimerik partikiller gibi kolloidal materyallerin lenfatik ilag
tasinimi icin kullanilmasina olanak saglamistir (57). Ayrica, lipofilisitesi fazla olan (log
P>5, lipit ¢ozunlrlik> 50 mg/g) ilaglar da intestinal lenf araciligiyla dolasima katilir
(Sekil 2.4) (58).

Partiklllerin ya da damlaciklarin buydklGgi, lenfatik alimda ve lenf
nodlarindaki kalis agisindan en belirleyici etkendir. Lenfatik alim icin optimum
biydklik 10-100 nm arasinda iken, 10 nm’den kigik olan molekiller kan
kapilerlerine dogru tercihli olarak tekrardan absorplanirlar. Daha blyik molekiillerin
ya da partikdllerin lenfatik sistem tarafindan alimi daha selektif fakat daha yavastir.
Ornegin 30-60 nm arasindaki lipozomlar, biyiklikleri 400 nm olanlara gére daha
hizli alinirlar. Daha kiigtk olanlari ise, kan dolasiminda yliksek seviyelerde bulunur.

Lenfatik alim igin partikillere ait Ust limit henliz belirtiimemistir (59).

enterosit
intestinal 5

liimen =

ilac

yag
asitleri

=

Sekil 2.4. Gastrointestinal kanaldan kan ve lenf dolagimina gegis (TG: Trigliserit, LP:

Lipoprotein, D: ilag molekdlii) (58).
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ilag tasiyici sistemin bilesimi de lenfatik alim agisindan bir diger énemli
faktordir. Bu baglamda, kolloidler ve yaglar yiksek alim etkinligine sahip olarak
gortiinmektedir. 200 nm boyutundaki karbon partikiillerine adsorbe olan antikanser
ilaglar, ¢ozelti formunda olanlarina gore onemli derecede artmis miktarlarda lenf
nodlarinda gorilmuslerdir (59).

Lenf damarlari insanlarda kanserin yayilim yapmasina neden olan énemli bir
yolaktir. Bircok solid tiimorde, metastazin vaskiler sistem yerine lenfatik sistemi
tercih ettigi bilinmektedir (60). Lenfatik damarlanma da kanserlerin metastazi icin
onemli bir yoldur (61). Kanserli doku veya yakininda olusan lenfanjiogenezin; bas ve
boyun kanseri (62) ile kutan6z melanoma (63) gibi timor tiplerinin lenf nodlarina
metastazi ile iliskili oldugu gorilmiustir. Meme kanserinde ise meme ¢evresinde ve
koltuk altinda lenf nodlarinin ¢ok sayida bulunmasi kanserin bolgesel metastazina
neden olan ve tedaviyi etkileyen en onemli faktorlerden biridir. Cerrahi islem
sonrasi olusan lenf nodu metastazi da ciddi bir sorun yaratmaktadir (64). Ote
yandan, antikanser ajanlarin konvansiyonel yollarla sistemik dolasima verilmesi ile,
diger sistemleri etkilemeden, etkin bir sekilde lenfatik sisteme hedeflendirme
saglanamamistir. Bunun sebebi kan—lenf engelidir (65). Bu engeli asmak igin bazi
timorlerde lenfatik damarlar Gzerinde bulunan reseptorler hedef olarak
kullanilabilir (66). Yapilan deneysel ve klinik/patolojik ¢alismalar sonucunda, lenfe
hedefleme yapilmak lzere tasarlanmis terapotiklerin, kanser metastazini 6nlemede
yararli olabilecegi 6ngorulmustir (61).

Son yillarda yapilan arastirmalar, kanserde lenfanjiyogenezin roliiniin ve lenf
damarlarinin gelisiminin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin anlasiimasini
saglamistir. Bu calismalarda, VEGF-C ve VEGF-D (damar endotel biyime faktorleri)
ile bunlarin reseptorii olan VEGFR-3’Un kesfedilmesi temel basamak olmustur.
Hayvanlar Gzerinde yapilan deneysel ¢alismalar sonucunda VEGF-C/VEGF-D/VEGFR-
3 arasindaki sinyal iletimine bagh olarak timorli bolgede yeni damarlarin olustugu
(lenfanjiyojenez) belirlenmistir (67).

Gunlmiuze kadar lenf endotelinde yapilan reseptér hedefleme calismalari

genellikle VEGFR-3 Uzerinedir. Antikor yardimiyla VEGFR-3'ln hedeflenmesi
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lenfanjiyojenezi engeller (68—70). VEGFR-3 reseptori lenf endotelinde oldugu gibi
kan damarlarinda da asiri ¢ogalma gosterebilir. Dolayisiyla VEGFR-3’U hedef alan
antikorlar normal anjiyogenezi ve birincil timoér olusumunu da engellerler (70, 71).
VEGF-C; VEGFR-3’lin yani sira VEGFR-2'nin de uyarilmasi sonucu anjiyogeneze sebep
olur. DC101 antikoru yardimiyla VEGFR-2'nin hedeflenmesi VEGF-C'e bagli
anjiyogenezi engeller (72). Bu iki reseptorii hedef alan yontemler karsilastirildiginda,
VEGFR-3’lin hedef alindigi durumda, tiimoér hiicresinin bolgesel ve uzak bolgelere
yaylliminin, VEGFR-2'nin hedef alindigi durumda ise, timor gelisiminin ve

anjiyogenezin daha etkin bir sekilde engellenebildigi gorilmustir (70).

2.4. llag Tasiyici Nanosistemler ve Lenfatik Hedeflendirme

ilac tasiyici olarak gelistirilen nanosistemler, antikanser tedavide lenfatik
hedeflendirme amaciyla da kullanilabilmektedir. Bunlara 0Ornek olarak
mikro/nanoemdilsiyonlar, nanokireler, emiilsiyonlar, lipozomlar ve nanokapsiller
gosterilebilir (73). Ayrica, proteinler ve dekstranlar (74) gibi makromolekdiller,
kolloidler, karisik miseller ve (Self micro-emulsifying drug delivery systems)
SMEDDS’ler (75) de lenfotropik ilag tastyicilar olarak kullanilmaktadir (76).

Lipozomlar, lenfatik alimi takiben lenf damarlarini gecerek bir veya daha
fazla lenf noduna girerler ve orada kalirlar. Kolloidal partikillerin lenf nodlarina
aliminda en 6nemli mekanizmanin makrofajlar tarafindan yapilan fagositoz oldugu
disunilmektedir (77). Hedeflendirme islevini gelistirmek icin immiinolipozomlar ve
polietilen glikol (PEG) kaph lipozomlar gibi ylzeyi modifiye edilmis lipozomlar da
kullanilmistir (78). Biyoparcgalanir polimerik nanopartikiler sistemler, lenfatik
sisteme hedeflendirmeyi gelistirici veya diger kolloidal tasiyicilara ilag yikleme
kapasitesini artirmak icin, fizikokimyasal stabiliteyi dizenleyici olarak kullanilirlar
(79, 80). Yag bazh nanokirelerin lenfatik hedeflendirme icin alternatif kolloidal
tasiyicilar oldugu belirtilmistir. Kati—sivi nanopartikiiller, intraduodenal olarak
sicanlara uygulanmis ve lenfatik alim gelistirilmistir (81).

Manyetik karbon nanotlipler (MNT) lenfatik bolgeye etkili bir sekilde ilag
tasinmasinda  kullanilan  sistemlerdendir (82). ilaglarin manyetik olarak

hedeflendirildigi sistemler bir manyetik alan yardimiyla ilaglarin etki bolgesine
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tasindigl umut verici sistemlerdir. Bu manyetik alan ilaci RES’den uzak bir bolgeye
sabitler. Hedeflendirmenin derecesi, kanin akis hizi ve manyetik alanin siddetine
baghdir. Dolayisiyla, kan akis hizinin daha az oldugu dokularda ila¢ birikimi daha
fazladir. Kitosan, poliglikolitler, polialkilakrilosiyanatlar gibi biyolojik olarak
parcalanabilen polimerlerle ilag ve manyetik partikiller gesitli teknikler kullanilarak
birlestirilmislerdir. Bu polimerler sayesinde ilaglar RES’e yakalanmadan uzun siire
kanda kalabilirler (83). Lenfatik hedeflendirmede ise, 5-flurourasil ve sisplatin gibi
maddeler i¢ ylzeyinde Fe30, gibi manyetik partikiller bulunan nanotliiplerin
gozeneklerine dahil edilerek nanoteknolojik yontemlerle tGretim yapilmistir (82). Bu
sistemden yararlanmak icin fosfolipitler, PEG ve folik asit kovalan olmayan bir yolla
MNT’lere baglanir. MNT’lerin lenf hicreleri tarafindan kolayca alindigl ve secici
olarak kanser hiicrelerini tahrip ettikleri gosterilmistir (82).

Teshis ve tedavi amaciyla ilaglari lenfatik sisteme hedeflendirmede kullanilan
tasiyicillardan bir digeri lipozomlardir ve bu amacla subkiitan (s.c) uygulamalari
Uzerinde cahsiimaktadir (84). Lipozomun subkitan uygulamayi takiben lenfatik
emilimini ve lenf nodlari tarafindan alimini etkileyen belirleyici faktorlerin lipozom
boyutu ve uygulama bolgesi oldugu belirlenmistir. Lipit bilesimi ve PEG kaplamanin
s.c. uygulamay takiben emilimi etkilemedigi gosterilmistir. Ote yandan, lipozom
boyutu 0.1 pm’den kiiclik oldugunda, emilim miktarinin uygulanan dozun % 70’ine
kadar cikabildigi tespit edilmistir.

Diger bir yaklasim ise, poli-laktit-ko-glikolik asit—paklitaksel (PLGA-PTX)’le
jelatin siinger matrisin birlestiriimesi ile olusmus sistemlerle ilgilidir (65). Bu
kombine sistem, jelatin matrisin yapisal Ustlinligl sayesinde siirekli salim saglar.
Tedavi edici ve koruyucu olarak lenfatik bolgeye dogrudan vyerlestirilebilir
(implantasyon). PLGA mikrokiireleri puskirterek kurutma yontemi kullanilarak
hazirlanir.  Partikdl boyutlari intraperitoneal ve intraplevral olarak lenfatik
hedeflendirilmeye uygun olacak sekilde 1-8 um araliginda hazirlanmistir. PTX salimi

PLGA parcalanmasina bagl olarak kontrol edilir.

Bir baska calismada ise farkh PEG (200, 570, 2000 Da) tirevleri ve 4-benzen

stlfonat ile modifiye edilen polilizin dendrimerlerin lenfatik emilimi ve tasinimi
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karsilastirilmistir (85). PEG 200’le hazirlanan dendrimerin s.c. uygulanmasini takiben
hizli bir sekilde ve tamamina yakini kan dolasimina gegmistir. Yalniz % 3 kadari 30
saat icinde torasik lenfe gecmistir. PEG zinciri artirillarak kana gecis azaltilmis, lenfe
gecis ise 30 saat iginde % 29’a cikartiimistir. 4-benzen silfonath dendrimerin ise
kandan ve lenften iyi emilmedigi gorulmustir. Ayrica, pegile edilmis polilizin
dendrimerlerin s.c. enjeksiyon bdlgesinden iyi emilim gosterdigi gorilmustir. Bu
¢alismanin sonucunda, PEG boyutunun artmasiyla lenfatik emilimin arttigi ortaya
konulmustur.

Mitomisin C’nin intramuskuler ve intraperitoneal verilen su/yag (s/y) ve
yag/su (y/s) emilsiyonlarinin lenfatik tasinmasi kanitlanmistir (84). Bolgesel
enjeksiyonu takiben emdilsiyonlarin y/s > s/y > sulu ¢6zelti olacak sekilde lenflere
ulastig1 rapor edilmistir. Buna bagh olarak mide kanserinde kullanilmak (izere bir
antikanser ilaci, pirarubisin (Lipiodol®), iceren emilsiyon formilasyonu
gelistirilmistir. Bu formulasyon iginde ilacin lenf nodunda ve enjeksiyon bolgesinde
yaklasik 7 giin kalabildigi gosterilmistir (73).

Yag bazl formilasyonlar, ilacin absorpsiyonunu dizenledigi gibi, terapotik
indeksi distk olan ilaglar icin de vyararlidirlar. Bu formilasyonlar ilaclarin
absorpsiyonunu artirir, ilacin sistemik dolasima katilip ilk gegis etkisine ugramadan
lenfatik taginimini saglarlar ve kolaylastirirlar (86). SEDDS’ler, ilag, yag, ylizey etkin
madde ve/veya yardimci ylizey etkin madde ve yardimci ¢6zlcilerin birleserek
emilsiyon damlaciklari meydana getirmesiyle olusurlar, bu damlaciklarin
blyuklikleri 10-300 nm arasinda olup, kendiliginden mikro-emdilsifiye olabilen ilag
tasiyici sistemler (SMEDDS) icin ise fizyolojik sivilarla dillisyon sonucunda 50 nm’den
az olabilmektedir (87). SEDDS'in, lipofilik yapidaki ilaglarin biyoyararlanimini belirgin
bir sekilde artirdigi belirtilmistir (88).

SEDDS'lerin potansiyel lenfotropik ila¢ tasiyici sistemler olarak incelenmesi
konusunda da calismalar yapilmaktadir (75, 89). Lenfatik gecis, biyoyararlanimim
artirilmasinda etkili bir mekanizma olarak goriilmektedir (58, 90). Bu konuda yapilan
bir calismada; ontozolast etkin maddesi cesitli lipid bazh sistemler ile formile

edilmis ve formilasyonlarin ontozolasta ait oral biyoyararlanim ve lenfatik gecise
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etkisi incelenmistir. Soya yagi ile hazirlanan yag/su emilsiyonu, Gelucire 44/14 ve
Peceol iceren 2 farkh SEDDS formilasyonu ve etkin maddenin Peceol deki
¢Ozeltisinin incelenmesi sonucunda, tim formilasyonlarin ontozolasta ait
biyoyararlanimi kontrol siispansiyonuna gore artirdigi, SEDDS formiilasyonunun ise
daha hizli bir absorpsiyon gosterdigi goriilmustiir. Bu sonuglar i1siginda SEDDS'lerin
ilac emilimi sirasinda enterositlerde yiksek ila¢ konsantrasyonu saglayabilecegi ve

lenfatik gecisi konsantrasyona bagli olarak artirabilecegi diistiiniilmektedir (91).

2.5. Peptit Yapili Biyoaktif Molekiillerin Lenfatik Hedeflendirilmesi

Peptit-protein yapili bilesiklerin gastrointestinal kanaldan zayif absorpsiyon
gostermesi ve stabilite sorunlari oral formilasyonlarinin gelistirilmesini sinirlayici
etkenlerdir. Bu tip ilaglarin absorpsiyonunun iyilestirilmesi icin absorpsiyon artirici
etki gosteren doymamis yag asitleri ve gastrointestinal membranlara daha az zararli
ozellikler tasimasi nedeniyle dogal yaglarin kullanimi uygun olmaktadir. Ayrica,
intestinal lenfatiklere spesifik olarak hedeflenmis ilag sistemleri gelistirilmistir.
Antikanser bir ajan olan bleomisinin absorpsiyonun artirilmasi igin dekstran siilfat ile
iyon cifti olusturulmus ve bu sekilde lenfte ylksek konsantrasyona ulasiimistir (76).
Bu amagla uygulanan bagka bir yol ise farmakolojik aktivitenin korunmasi kosuluyla,
yag asitleri kullanilarak peptitlerin lipofilik tlrevlerinin hazirlanmasidir. Bu yolla
tirotropin salgilayici hormon, tetragastrin, enkefalin, kalsitonin ve insilin gibi peptid
yapih molekilerin tlrevleri hazirlanmistir. Uygun karbon sayisina sahip yag asitleri
ile acilasyon sonucu peptitlerin permeabilite, lenfatik gecis ve stabilitelerinde artis
goralmastir (74).

Peptit ve proteinlerin lenfatik tasinmasi Uzerine yapilan ¢alismalarda, d-1, 3,
4-H,a-tokoferil nikotinat, alfa, beta ve gama tokotrienoller ve a-tokoferollerin
orijinal dozlarinin % 30’undan fazlasinin lenfatik sisteme absorpsiyonu gérilmustir
(74). Peptit yapili ligantlarin hedeflendirilmesi icin cesitli nano boyutlu ilag tasiyici
sistemler hazirlanmistir. Fosfolipit miseller (92), lipozomlar (93), kuantum noktalari
(g-dots, quantum dots) (94), nanopartikiiller (95) bunlardan bazilaridir. insiilinin
kendine 0zgl reseptoriine hedeflendirilmesi icin manyetik nanopartikillerden

yararlanilmistir (96).
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2.6. Kendiliginden Emiilsifiye Olabilen ilag Tasiyici Sistemler (SEDDS, Self-
Emulsifying Drug Delivery Systems)

Bu bélimde tez ¢alismamizda kullanilan formilasyon sistemi hakkinda bilgi
verilmistir. Bu kisimda, SEDDS’lerin tanimi, hazirlanisi, karakterizasyonu ve bu

sistemlere ait literatlir galigmalarindan drneklere yer verilmistir.

2.6.1. SEDDS’lerin Tanim ve Ustiinliikleri

SEDDS; yag, yuzey etkin madde, yardimci ¢oziicli/yardimcr yuzey etkin
madde ve ilag bilesenlerinden olusan, su ile dusiik hizda karistirildiklarinda yag/su
mikro/nanoemdlsiyonu olusturabilen izotropik ve termodinamik acidan dayanikli
sistemlerdir. in vivo ortamda ise gastrointestinal sivilar gibi sulu ortamlarda
seyreltilmeleri sonucunda, gastrointestinal ortamin hareketinin sagladigl hafif
calkalanma ile mikroemilsiyon damlaciklari olusmaktadir. Bu formulasyonlar
damlacik boyutlarina gore iki grup altinda toplanabilirler: 50-300 nm araliginda
damlacik boyutuna sahip olan SEDDS’ler kendiliginden nano emiilsifiye olabilen ilag
tastyici  sistemler (SNEDDS), 50 nm ve altinda seffaf gorlinimli sistemler ise
kendiliginden mikro emiilsifiye olabilen ila¢ tasiyici sistemler (SMEDDS) olarak
tanimlanmaktadir. Nano boyutlu damlacik buiyikligine sahip emdilsiyonlar icin
literatlirde submikron emdiilsiyonlar, nano-emiilsiyonlar, miniemilsiyonlar gibi
terimlerin kullanildigi gorilmektedir. Bununla beraber kisa ve 6z olmasi, ayrica
termodinamik olarak stabil sistemler olan mikroemdilsiyonlar ile kavram kargasasini
Onlemek amaciyla, ortalama 50-300 nm arali§inda damlacik boyutuna sahip, kinetik
olarak stabil emiilsiyonlar icin nanoemdiilsiyon terimi tercih edilmektedir (97—99). Bu
sistemler (SEDDS), olusturduklari kiglik boyutlu damlaciklar ve gastrointestinal
kanalda lipoliz sonucu olusturduklari karisik miseller ile genis ylzey alani
saglamalari, ila¢ diflizyonunu artirmalar, ylizey etkin madde varligi nedeniyle
mukozal gecirgenlikte artis saglamalari ve iceriklerinde bulunan uzun zincirli yaglara
baglh olarak lenfatik emilimi artirmalari nedeniyle yiiksek etkinlik gostermektedirler
(87). Yag bazli sistemler olduklari icin suda ¢ozlintrlik sorunu olan (Class II, 1V)
ilaclarin formile edilmesinde kullaniimaktadirlar. Son yillarda, suda az ¢6ziinen

ilaclarin yavas ve tam olmayan c¢ozliinmeleri nedeniyle kisitlanan emilimlerini
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sindirim kanalinda mikroemilsiyon olusumu ile dizenlemek igin yag bazl
formulasyonlardan olan SMEDDS’ler (zerinde galismalar yogunlasmistir (100-103).
Bu formilasyonlarin Gstinlikleri arasinda etkin madde ¢6ziintrligiinlin artmasi ve
etkin maddenin viicut icerisinde pargalanmaya karsi dayanikhiliginin artmasi, kolay
Uretim ve son Urliinin yumusak jelatin kapsdiller icerisinde uygulanma potansiyeli
sayllabilir (104). Yumusak kapsiile dolum ile, sivi formilasyonlara ait tasinma,
saklanma ve stabilite gibi sorunlarin ¢6ziimd ile hasta uyuncu artmaktadir.

Lipitlerin ve lipofilik yardimci maddelerin, suda az ¢6zlinen/hi¢ ¢b6zinmeyen
ilaglarin absorpsiyonunun ve oral biyoyararlaniminin artirilmasinda oldukga 6nemli
ve yararl etkileri vardir. Lipitlerin ve lipofilik yardimci maddelerin oral verilis
sonrasinda ilacin absorpsiyonunu, biyoyararlanimini ve dagilimini etkilemelerinde 3
temel mekanizma etkilidir. Bunlar; intestinal ortamin igerigi ve 6zellikleri, lenfatik
ilag gecisinin katkisi ve enterosit bagimh gecis ile etkilesimdir (105). SEDDS’ler
Ozellikle suda c¢ozunirlik sorunu olan veya peptit-protein yapili ilaglarin oral
biyoyararlanimlarini artirma amaci ile tzerinde sik¢a calisilan sistemlerdendir (104,
106-110).

Yag bazli sistemlerden olan SEDDS’ler ile formilasyon, lenfatik ilag gegisini
artirmak icin kullanilan yollardan birisidir. intestinal lenfatikler, diyetle alinan
yaglarin, yagda ¢ozinebilen vitaminlerin ve lipofilik ilaglarin sistemik dolasima
gecisini saglamak Ulzere 6zellesmistir (111). Bu nedenle, lenfatik sistem lipofilik
ilaclarin sistemik alimini artirmak icin kullanilabilecek, yliksek ila¢ gecis kapasitesine
sahip 6nemli bir yoldur. Formdilasyon iceriginde uzun zincirli yag asitlerinin
kullanilmasi ile lipoprotein sentezinin ve buna bagl olarak lenfatik absorpsiyonun
artacagi bilinmektedir. Ayrica ilacin lenfatik sistem tarafindan alinmasi, hepatik ilk
gecis etkisini dislrecegi icin ilacin biyoyararlaniminin artmasina da yardimci olur
(105).

2.6.2. SEDDS’lerde Kullanilan Yardimci Maddeler

Bu sistemler, maddelerin belli oranlarda, belirli sicakliklarda karisimlari
sonucu olusurlar. Bu tip sistemler icin 6zel yardimci maddeler (yag, ylizey etkin

madde yardimci ¢ozlici/yuzey etkin madde) kullanilmaktadir. Firmalarin cesitli
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piyasa isimleri ile g¢ikardiklari yaglardan bazilar;; Capmul MCM® (Gliseril
monokaprilokaprat) (112), Labrafil M1944CS® (Oleil polioksilgliserit) (113), Labrafil
M2125CS ©(Linoleil polioksilgliserit) (113), Maisine 35-1™ (Gliseril monolinoleat)
(114), Myvacet 9-45® (iki —OH grubundan asetile edilmis monogliserit) (115),
Peceol™ (Gliseril monooleat)’dir (91). Bu yiizden HLB degerleri 3-5 arasinda
degismektedir. Ylzey etkin maddeler arasinda ise; Tween 80® (Polioksietilen 20
Oleat) (112), Gelucire 44/14® (Lauroil polioksilgliserit) (116), Labrasol®
(Kaprilokaproil polioksilgliserit) (117, 118), Cremophor EL®
(Polioksietilengliseroltririsinoleat 35), Cremophor RH 40°®
(olioksietilengliseroltririsinoleat) sayilabilir (108, 112). Yiizey etkin maddelerin HLB
degerleri 12—-16 arasinda degismektedir.

Lipid bazli yardimci maddelerin oncelikli kullanim alanlari; ¢ézunirligin
artinillarak biyoyararlanimin artirilmasi, lenfatik hedeflendirme ve enterosit bagimli
gecisin ayarlanmasidir (119). Bagirsaklardan yaglarin emilimi, yaglarin pankreatik
enzimlerle pargalanmasini takiben gesitli safra tuzlari ile misel olusturmalari yolu ile
gerceklesir. ilaglarin lipid bazl sistemler ile viicuda verilmesini takiben bu yolla
ilaclarin da enterosit bagiml gecisi saglanabilir. Yag olarak degisik doygunluk
derecelerine sahip uzun ve orta zincirli trigliseritler, soya yagi (103), misir yagi (120),
zeytin yagl (121), DL-alfa tokoferol (Vitamin E) (122), etil oleat (123) gibi cesitli
yaglar kullanilmaktadir. Dogal yaglara nazaran doymus veya hidrolize edilmis yari
sentetik tlirevler daha iyi ¢ozlnirlik gostermeleri acisindan tercih edilmektedir
(87).

Yizey etkin madde olarak vyiksek HLB degerine sahip yari kati veya sivi
ylzey etkin maddeler kullaniimaktadir. SEDDS’lerde ylizey etkin madde orani genel
olarak % 30-60 arasinda degismektedir (87). Ylizey etkin madde oraninin yiiksek
olmasi nedeniyle ylizey etkin maddenin givenilirligi bliyik 6nem tasimaktadir.
Dogal vylizey etkin maddeler bu acidan daha uygun olmalarina ragmen,
emdilsifikasyon kapasitesi acisindan sentetik ylizey etkin maddeler daha fazla
Ustinlik saglamaktadirlar. Ayrica kullanilan yiizey etkin maddenin yiikii de dnemli

bir faktordir. Bu acidan da iyonik olmayan yizey etkin maddeler toksisite yoniinden
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tercih edilmektedirler. Ginlimiizde oral kullanimi onaylanmis birgok sentetik ylizey
etkin madde bulunmaktadir.

Yardimci ¢6zici/yardimci ylzey etkin madde olarak etanol, propilen glikol
(112) gibi organik solvanlar, gliserol ve poli etilen glikol tirevleri (103), poligliseril
6-dioleat (Plurol Oleique®) (124), oral verilis icin uygun bazi yardimci
¢oziicli/yardimci yiizey etkin maddelere 6rnek olarak verilebilir. Ote yandan, alkol
turevleri gibi ugucu maddelerin, SEDDS'lerin icine konuldugu jelatin kapsullerden

buharlagmasi ile ilacin gokmesi s6z konusu olabilir(87).

2.6.3. SEDDS'lerin Hazirlanmasi

SEDDS’lerin tasariminda lggen faz diyagramlarindan yararlanilir (Sekil 2.5).
Calisilan bolgeler igerisinde teknolojik agidan uygun olanlar belirlenerek bu
bolgelerden secilen formiilasyonlar damlacik biyikligi ve dagilimi, zeta potansiyel

(), fiziksel goriinlis ve mikroskopik agilardan degerlendirilir.

s/Y
mikroemilsiyonu

SurekliFaz
Mikroemilsiyonu

L ]
’}. .\ "

() WY

Surfaktan i

Sekil 2.5. Klasik bir ticgen faz diyagrami ve bolgeleri, S: Su, Y: Yag, ME:
Mikroemiilsiyon (125).

Sekil 2.5’de klasik bir G¢gen faz diyagramini ve diyagram (izerinde belirlenmis

bolgelere ait sekil gériilmektedir. Ucgen faz diyagramlar tizerinde emiilsiyonun
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icerdigi yag, su ve ylizey etkin madde iceriklerine gore degisen mikroemdiilsiyon,
nanoemilsiyon gibi bolgeler belirlenir. Ayrica sekilde gri ile gosterilen bolgede faz
ayrimi oldugu gorilmektedir.

Bu tip sistemlerin tasarimi  yogun isglici, malzeme ve zaman
gerektirmektedir. Bunun nedenleri arasinda; yardimci maddelerin birden fazla ve
cok cesitli olmasi nedeniyle olusan ylizlerce formilasyon, bu formilasyonlarin el ile
hazirlanmasi, dinamik 1sik sagihmi ve fiziksel inceleme gibi analiz yontemlerinin
disuk verimli olmasi, énemli bir kismi viskoz ve yari kati yapida olan yardimci
maddelerin kiglk miktarlarda tartiminin zor olmasi nedeniyle kigik 06lcekte
Uretilememesi ve bu ylizden etkin maddelerin de kiigik miktarlarda kullanilamamasi
sayilabilir. Bu sebeple, formiilasyon secimi amaciyla yeni teknolojik yéntemler
gelistirilmektedir. Glinlimizde yapilan bir calismada “High Throughput Screening
System” (Yuksek Verimli Tarama Sistemi) adi verilen bir yontem ile uygun SEDDS
formulasyonlari hizh ve etkin bir sekilde belirlenmistir (126). Bu ydntemde
formulasyonlar, ¢ok sayida yardimci madde kullanilarak robotik sivi karistiricisiyla
mikrolitre dizeyinde hazirlanmis, hizli bir tirbidite analizi ile faz stabilitesi ve
mikroemiilsiyon goriintileri incelenmis ve uygun formilasyonlar secilmistir.
Turbidite analizinde formiilasyonlarin bulaniklik siddetleri 6lglilmekte ve bu durum

fiziksel stabilite hakkinda bilgi vermektedir.

2.6.4. SEDDS’lerin Olusum Mekanizmasi

Kendiliginden emiilsifikasyon disaridan enerji destegi olmadan, birbiri ile
karismayan iki sivinin temas halinde emilsiyon olusturmasi esasina dayanan
surectir. Bu slire¢ ancak belirli kosullar altinda gerceklesirken bazi durumlarda nano
boyutlu damlaciklarin olusumu ile sonuglanmaktadir (127).

Kendiliginden emiilsifikasyon ilk defa 1878 yilinda Johannes Gad tarafindan
ortaya atilmistir (128). Uzun siire dnce ortaya ¢ikmis olmasina ragmen mekanizmasi
henliz tam olarak anlasilamamistir. Kendiliginden emidilsifikasyon mekanizmalari
Uzerine cesitli gorisler mevcuttur. Bunlardan bazilar ylizeylerarasi tilrbilans,

negatif ylizeylerarasi gerilim, difiizyon ve biikilme teorileridir (129). Yizeylerarasi
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tirbilans teorisinde, ylizey etkin madde molekdllerinin yiizeyde ya da ylizeye yakin
bolgelerdeki tekdiize olmayan dagilimlarina baglh olarak ylzeylerarasindaki
gerilimdeki azalma nedeniyle stabilite bozulur ve damla olusumu goézlenir. Negatif
ylzeylerarasi gerilim teorisinde ise ylizey etkin madde veya yardimci ylzey etkin
madde molekdllerinin araylizeyde tutunmasi nedeniyle vylzeylerarasi gerilim
oldukga azalir (<1 mN/m) ve sonrasinda bir anhgina sifirin altina diiser. Bu sebeple
araylzey artar ve herhangi bir dalgalanma araylizeyi bozabilir. Bahsedilen iki teoride
de mekanik bir dayaniksizlik durumu mevcuttur. Diflizyon ve bikiilme teorisinde ise
emdilsifikasyon kimyasal bir temele dayanir ve oldukga yliksek ylizey geriliminde bile
gerceklesebilir. Bu teoride iki fazda da ¢Oziilebilen bir yardimci yizey etkin madde
varligi ile bir fazin digerine diflizyonu gerceklesir. Bu durumda yardimci ylizey etkin
maddeyi daha fazla ¢6zen faz difiize olan fazla doygun hale gelir. Kendiliginden
emilsifikasyon performansi damlacik blylkliglu acisindan incelendiginde, dusiik
damlacik buydklliklerinde daha etkin  emilsifikasyon gorilmustir. Sistemin
kendiliginden emdiilsifikasyon yetenegi yag ve ylizey etkin maddein cinsine baghdir.
Arastirmacilar emiilsifikasyon etkinliginin ylzey etkin madde konsantrasyonu,
yag/yuzey etkin madde orani, emilsiyonun polaritesi, damlacik buyiklGgu ve yiki
gibi formilasyon parametrelerine bagh oldugunu distinmektedirler (130). Reiss’e
gore (131) sistemin entropisi dispersiyonun yizey alanini artirma yoniinde degistigi
anda kendiliginden emilsifikasyon gerceklesmektedir. Ayrica kendiliginden
emdilsifikasyonun gerceklestigi sistemlerde ylizey ayrimina (surface shearing) karsi
direnc olmamali ve sistemin serbest eneriji ihtiyaci disiik olmalidir (120, 132).

Yiizey etkin madde konsantrasyonu ve yapisi da emilsiyon damlaciklarinin
olusumu ve buydklaklerini etkileyen diger bir etkendir. Henry ve dig. (133)
yaptiklari bir calismada, ylizey etkin madde yapisi ve ylzey etkin madde
konsantrasyonunun damlaciklarin ayrilmasi ve birlesmesi lizerine etkisini
incelemislerdir.  Yiksek basingli  homojenizatérde hazirlanan dekan/su
nanoemdiilsiyonlari Uzerinde vyapilan bu calismada, incelenen 6 vyiizey etkin
maddedan herbiri icin ylzey etkin madde konsantrasyonu arttikca damlacik

blyakligu azalmistir. Yizey etkin maddeler arasinda kullanilan 3 siikroz monoesteri
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birbirlerine yakin damlacik boyutu goésterirken, Tween® 20, Tween® 80 ve Brij®
96v'de daha farklh damlacik boyutlari elde edilmistir. Bunda yilizey etkin madde
yapisinin, emiilsifikasyon silirecinde damlaciklarin ayrilmasi ve birlesmesi (zerine

olan etkilerinin neden oldugu séylenmistir.

2.6.5. SEDDS’lerin Karakterizasyonu

SEDDS’lerde 6ncelikli olarak fiziksel incelemeler vyapilir. Tirbidimetrik
yontemler kullanilarak emilsiyon olusma hizi ve tekrarlanabilirligi saptanabilir (112).
50 nm civarinda damlacik buyikligline sahip SMEDDS'ler berrak goriiniise sahipken
damlacik bilylkliglu arttikca bulaniklik artmaktadir. Ayrica seyreltme faktori
formilasyonun fiziksel goriniisiinde degisikliklere neden olabilir. Formilasyonlar
berrak goriiniimde iken, seyreltme arttik¢a bulanik goriinimden faz ayrimina kadar
degisen gorinlime sahip olabilirler (115, 134).

Formulasyonlarin morfolojik agidan goriintlilenmesinde gecirimli elektron
mikroskobu (Transmission Electron Microscope, TEM) kullanilabilmektedir (107,
114, 135). Wasan ve dig.'nin (136) yaptiklari bir calismada ise atomik gig
mikroskobu (Atomic Force Microscopy, AFM) formiilasyon stabilitesinin ve nano
boyutta faz ayriminin goézlenmesi igin kullanilmistir.

Diger onemli bir faktér ise damlacik blyuklGglt ve dagilimidir. Damlacik
biydkligt ve dagilimi ilag emilimini etkileyen bir faktordiir. Kiclik damlacik
biyukligine sahip sistemler daha genis ylizey alani saglamalari nedeni ile ilag
absorpsiyonunda da artis saglarlar (123). Damlacik biyuklGginin o6lctilmesinde
kullanilan en yaygin yontemlerden biri foton korelasyon spektroskopisi (Photon
Correlation Spectroscopy, PCS)'dir (109, 118). Kuasi-elastik 1sik sacilimi (Quasi-
Elastic Light Scattering , QELS) veya dinamik 1sik sacilimi (Dynamic Light Scattering,
DLS) olarak da bilinen bu yontem, kolloidal partikiillerin sivi icerisindeki rastgele
hareketleri yani “Brown Hareketleri” yardimi ile partikil/damlacik buyukluginin
Olcimi  esasina  dayanir. Bu Olglimlerde, sivi  icinde difize olan
partikiil/damlaciklardan  yansiyan lazer isiginin yogunlugundaki  degisim

partikil/damlaciklarin buyuklikleri hakkinda bilgi verir.
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Damlaciklara ait diger bir 6zellik ise damlaciklarin yikidir. Zeta potansiyel
degerleri formilasyonda kullanilan ylizey etkin madde ve yaglarin yikine baghdir.
Damlacik yuki ilag yiklemede ve stabilitede etkili olmaktadir. Zeta potansiyelin yani
damlaciklar arasi itici kuvvetlerin artmasi, damlaciklarin birlesmesini engelleyerek
daha stabil emilsiyon olusumunu saglarken, dlsik zeta potansiyele sahip
formulasyonlarda faz ayrimi gérilmektedir (134).

SEDDS formiilasyonlarinda, yliksek ylizey etkin madde konsantrasyonlari
nedeniyle su ile seyreltilmelerini takiben liyotropik sivi kristal yapilar (lamellar,
hekzagonal, kibik) da olusabilir. Su ile seyreltme oranina bagh olarak sivi kristal
fazlarin incelenmesi ve bunun ilag salimi ve ¢ézunurligline etkisi kiiglik agili x-1sin1
sacihmi  (Small-Angle X-ray Scattering, SAXS) ile incelenmistir (137). Bu tip
sistemlerden salim Uzerine etkili faktorlerden bazilari sivi kristal fazin tipi, sisme ve
ilac yukleme kapasitesi, ilaglar arasindaki elektrostatik etkilesimler ve lipid gift

tabakalaridir (138).

2.6.6. Kati SEDDS

Sivi  formilasyonlar olarak hazirlanan SEDDS’lerin, sonsuz fiziksel
dayaniklihga sahip sistemler olmalarinin yaninda tasima kolayligi saglanmasi ve
mikrobiyolojik dayanikhliklarinin artirilmasi amaciyla kati dozaj formu sekline
getirilmeleri i¢in cesitli yontemler gelistirilmistir. Kati SEDDS formilasyonlari ile
yuksek dayaniklilik, tekrarlanabilirlik ve hasta uyuncunun artmasi gibi Gstlnlikler
saglanabilmektedir.

Kapstile dolum teknolojisi, sivi veya yari kati sistemlerin enkapsile edilerek
oral yolla uygulanmasinda kullanilan en kolay ve yaygin teknolojidir. Fakat ylksek
maliyet ve kapsiil deformasyonu gibi sakincalari bulunmaktadir. Bu teknikte dikkat
edilmesi gereken noktalardan en 6nemlisi; yardimci maddelerin kapsil materyali ile
gecimli olmasidir. Diger bir 6nemli parametre ise dolum sicakligidir. Yari kati veya
kati yag bazli yardimci maddelerin kullanildigi durumlarda dolumun yapilacagi
kapstller de formiilasyonun eridigi sicakliga isitilmali, etkin maddenin disperse

oldugu durumlarda faz ayrimi ve ¢cokme olmayacak sekilde calkalama altinda dolum
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yapilmahdir (139). Li ve dig. yaptiklari ¢alismada (140), lipid ve ylizey etkin madde
karisimini iceren mikroemiilsiyon formiilasyonu, kati PEG matriksi kullanilarak sert
jelatin kapsillere doldurulmus ve sogumaya birakilmistir. Sonucta 150 nm’den
kiicik damlacik boyutlarina sahip mikroemdlsiyon formilasyonu olusumu ile, suda
¢ozunurlik sorunu olan ilacin saliminda artis gézlenmistir. Bunun yaninda PEG’in
emdilsifikasyon ve salim slirecinde negatif bir etkisi olmadigi gosterilmistir.

SEDDS’lerin, sivi halde sert ve yumusak kapsillere doldurulmasinin yaninda
cesitli yontemlerle pellet veya toz haline getirildigi goriilmektedir (141). Sivi veya
yart kati sistemleri kati dozaj formuna donlstirme tekniklerinden bazilari
puskiirterek kurutma (142), dondurarak kurutma (143), kati tasiyicilara adsorpsiyon
(144), yas graniilasyon (145) ve yas ekstriizyon (146) ‘dur.

SEDDS’lere uygulanan katilagtirma yontemlerinden biri olan puskirterek
kurutma teknigi, kati tasiyici iceren sivi formilasyonun puskirtiiciden gegirilerek
atomize damlalar haline getirilmesi, kurutma odasina génderilerek kontrolll sicaklik
ve hava akiminda formilasyon igcindeki suyun uzaklastiriimasi ve kuru partikillerin
olusmasi esasina dayanmaktadir (147). Bu partikiller, daha sonra tablet halinde
veya kapsillere doldurularak da formiile edilebilmektedir. Plskilrterek kurutma
teknigi ile yapilan bir calismada Labrasol, Cremophor, Etil Oleat ve Nimodipin’den
olusan sivi sistem ve kati taslyici olarak dekstran kullaniimistir (135). Bu calismada,
konvansiyonel tablet ile karsilastirildiginda sivi SMEDDS’in 2.6, kati SMEDDS’in ise
6.6 kat daha fazla oral biyoyararlanim gosterdigi bulunmustur.

Kati tastyici Gzerine adsorpsiyon teknigi ile de serbest akisli toz elde edilmesi
mumkindidr. Bu basit teknik, kati adsorban (izerine eklenen sivi formilasyonun
karistirilmasi esasina dayanir. Bu teknikle tekdize icerige sahip toz eldesi ve yiiksek
verimle adsorpsiyon (% 70’in Ustiinde) saglanabilmektedir (148). Kati tasiyici olarak
silika ve silikatlar (149), magnezyum trisilikat, magnezyum hidroksit, talk,
krospovidon, capraz bagh sodyum karboksi metil selliloz ve ¢apraz bagh polimetil
metakrilat kullanilabilir (150). Wang ve dig. (151) ekstrizyon/sferonizasyon teknigi
kullanarak nitrendipin iceren kati SEDDS formiilasyonlari hazirlamislar, in vitro salim

ve in vivo biyoyararlanimi degerlendirmislerdir. Kati adsorban olarak silikon dioksit
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ve krospovidon kullanilan bu calismada tekdiize blyuklikte pelletler elde edilmistir.
Pellet, sivi SEDDS ve konvansiyonel tabletler Gzerinde yapilan oral biyoyararlanim
calismasinda sivi ve pellet SEDDS’ler arasinda fark bulunmazken, tablet ve pellet
karsilastirildiginda pelletlerde 1.6 kat daha fazla biyoyararlanim elde edilmistir.

Bu tekniklerin yaninda; kendiliginden emdilsifiye olabilen kati dispersiyonlar,
boncuklar (152), mikrokireler (153) ve nanopartikiller (154, 155) gibi kontrolli
salim yapabilen yeni ilag tasiyici sistemler de ¢alisilan kati dozaj formlarindandir.
Ayrica yag bazlh formilasyonlarin gastrointestinal emilimi artirmasinin yanisira
rektal/vajinal emilimi de artirmasi distncesi ile kendiliginden emidilsifiye olabilen
supozituvarlar da hazirlanmistir (156). Diger bir yaklagim ise beyin timorlerinde
kullanilan ve kisa yarilanma omriine sahip BCNU etkin maddesinin SEDDS
formuilasyonunun, PLGA implantlari ile beraber hazirlanmasidir (157). Bu sekilde,
etkin maddenin in vitro yarilanma émrinin 45 dakikadan 130 dakikaya ¢ikarildigi

goralmastir.

2.6.7. SEDDS’ler Uzerine Yapilan Giincel Calismalar

SEDDS'ler ile yapilan calismalarda antihipertansif, analjezik-
antienflamatvuar, antiviral, antikanser, antiepileptik, bakteriostatik etkili ¢esitli etkin
maddeler kullanilmistir (100-103, 112, 117, 134). SEDDS’ler kullanilarak yapilan
calismalarda kullanilan ilaglara 6rnek olarak kandesartan (134), valsartan (100),
daidzein (102), paklitaksel (101), karbamazepin (103), fenitoin (117) ve lasidipin
(112) verilebilir.

Degisik ticari isimlerle piyasada bulunan yag, yizey etkin madde ve yardimci
¢ozlict/yuzey etkin maddelerin kombinasyonlari ile hazirlanan bu formiilasyonlarla
bircok etkin maddenin ¢ozinlrlik, emilim ve biyoyararlaniminda artis saglanmustir.

Nekkanti ve dig.'nin (134) yaptiklari bir calismada kandesartan sileksetil
kullanilarak SMEDDS formilasyonlari hazirlanmis ve bunlar sert jelatin kapsillere
doldurularak analiz edilmistir. Sonucta SMEDDS formiilasyonlarinin suda az ¢6ziinen
etkin maddenin c¢o6zinirlik ve dissolliisyonunu artirdigi ve buna bagh olarak

terapotik etkinligi de artirabilecegi gosterilmistir. Dixit ve dig. (100), tavsanlar
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Uzerinde vyaptiklari oral biyoyararlanim calismalarinda, hazirladiklari SMEDDS
formulasyonlari ile piyasadaki kapsul formilasyonuna gore valsartan emiliminde
1. 78 kat artis gozlemislerdir.

Wei ve dig. (158) vyaptigl bir calismada karvedilol iceren SEDDS’in ozmotik
tablet sekline getirilmesiyle hem biyoyararlanimda artis, hem de etkin maddenin
plazma konsantrasyonunun sabit tutulmasi amaglanmistir. bu galismada etkin
maddenin bagil biyoyararlanimi % 156.78 bulunurken, kan konsantrasyonunun
normal piyasa tabletine gore daha uzun siire sabit kaldigi gosterilmistir.

SEDDS ile peptit/protein yapisindaki ilaglarin formile edilmesine iliskin
calismalar da bulunmaktadir (106, 107, 141, 159). Ayrica, bu konuda patentler
alindig1 gorulmektedir (160, 161). Proteinlerin makromolekiler olmasi nedeniyle
gecirgenliklerinin disik olmasi, ayrica gastrointestinal kanalda enzimler varliginda
kisa surede parcalanmalari ve disik absorpsiyon gostermeleri oral kullanimlarini
kisitlamaktadir. Mikroemdlsiyon damlaciklari igerisine hapsedilen bu yapidaki
ilaglarin ortam kosullarindan korunabilmesi ve lipidik bir yapi iginde hiicre
membranlarindan daha kolay gecebilmesi amaglanmaktadir. Rao ve Shao (108)
model protein olarak floresan isaretli B-laktamaz kullanmis ve kati dispersiyon
teknigi ile etkin maddeyi SNEDDS formiilasyonlari igine yuklemislerdir. 4 °C'de 12
hafta boyunca yapilan stabilite calismalarinda enzim aktivitesinde yalnizca % 10’luk
bir dlistis gézlenmistir. Ayrica organ transplantasyonunda immuin baskilayici olarak
kullanilan ve suda ¢ok az ¢ozunurlige sahip siklik peptit yapisindaki siklosporin A’nin
artinlmis oral biyoyararlanim saglayan mikroemilsiyon formilasyonu Neoral®
(Novartis, www.novartis.com.tr), yumusak jelatin kapsill ve oral ¢Ozelti olarak
piyasada bulunmaktadir. Neoral® oral ¢ozeltisi icinde siklosporin A zeytin yagi icinde
¢Ozlinmustur; formilasyonda ayrica kosolvan olarak alkol ve ylizey etkin madde
olarak Labrafil®M 1944 CS bulunmaktadir. Piyasada bulunan diger SEDDS
preparatlarina bakildiginda peptit yapida olmayan antiviral ajanlar gorilmektedir.
Ritonavir iceren Norvir® (Abbott, www.abbott.com.tr) ve sakinavir iceren

Fortovase® (Roche, www.roche.com.tr) bunlara érnek olarak verilebilir
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2.7. Etkin Madde Hakkinda Bilgi

Kanser hiicreleri, membranlari lzerinde spesifik reseptorler tasirlar. Bu da
kanser hicrelerinin molekdiler hiicre ylzey markerlari (spesifik membran ligantlari)
ile hedeflendirilmesine olanak saglar (46). Faj sunumu (phage display) teknigi
kullanilarak elde edilen ve yilizey immunglobulini, kanser hiicre ylizeyi ve bir¢ok
timorin damar yapisindaki spesifik bolgelere baglanabilen peptit yapili ligantlar bu
amagla kullanilabilir (46, 51, 66, 162, 163). Timor dokusunda bulunan kan ve lenf
damarlari genellikle anjiogenezle ilgili ve bazi timor tiplerine spesifik reseptorler
tasirlar (66). Faj sunumu teknigi ile MDA-MB-435 meme kanseri ksenograftlarindan,
sadece timor lenf damarlarina spesifisite gosteren 9 amino asitli siklik bir peptit
olan LyP-1 (CGNKRTRGC) teshis edilmistir (51). Molekil agirligi 995.2 g/mol olan bu

peptidin lineer ve siklik yapisi Sekil 2.6’da gorilmektedir.
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Sekil 2.6. Lyp-1 peptidinin (A) diiz zincir (Cys-Gly-Arg-Thr-Arg-Lys-Asn-Gly-Cys) ve (B)

siklik yapisi.
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LyP-1, timor ve endotel hiicrelerine 6zgl bir marker olmakla beraber diger
vaskiler peptitlerden farkli olmak Uzere sadece timor lenf damarlarina spesifisite
gostermektedir (163). Keza, LyP-1 peptidinin intravendz injeksiyon sonrasi timor ve
metastatik bolgelerde yogun bir sekilde toplandigl gérilmistiir. Timore ait lenfatik
endotel hicrelerine yerlesme ve internalizasyon o6zelliginin yaninda, baglandig
hiicrede apoptozu indliklemesi, LyP-1 peptidini diger timor spesifik peptitler
arasinda essiz  kilmaktadir. Timor gelistirilen farelerde LyP-1'in  sistemik
uygulanmasi sonucu timor buiylmesini inhibe ettigi gorilmustir (164). Bu etkinin,
peptidin sitotoksik aktivitesine bagl oldugu sanilmaktadir. LyP-1’in timor lenfatik
damarlarina spesifik olarak baglanmasi, bu damarlarin normal lenfatik damarlardan
farkhlik gosterdiginin anlasiimasini saglamistir. Daha sonra Zhang ve dig. (163)
tarafindan yapilan calismalarda timor lenfatik damarlarina 6zgli peptit panelleri
tanimlanmistir. Bu ¢alisma ile timor gelisimi sirasinda oncelikle kan damarlarinda
olmak Uzere lenfatik damarlarda da organ ve boélgeye spesifik degisimler oldugu
gosterilmistir. LyP-1 ile yapilan diger bir c¢alisma ise, floresan bagh peptidin
goriintileme amaciyla kullanilmasidir.  LyP-1'in  hedef hicre c¢ekirdegine
internalizasyonu ve toplanmasi sonucu artan floresan konsantrasyonu ile timoriin
basariyla goriintilenmesi saglanmistir (51). Ayrica intravaskiler goriintiileme ve ilag
tasinma potansiyeli ile ilgi ceken inorganik g-dot partikillerinin, vaskiler yerlesme
ozelligi olan F3 ve LyP-1 peptitleri ile kaplanmasi ve intraventz uygulanmasi ile
hedeflendirme amaclanmistir (45). F3 bagl partikillerin kan damarlarinda, LyP-1
bagh partikillerin ise ayni timorde lenf damarlarinda yerlestigi gortlmustr.
Peptitlerin timor dokusuna yerlesme ve internalizasyon ozellikleri kullanilarak
cesitli terapotik molekiillerle konjugatlari hazirlanmistir. Sik kullanilan bir antikanser
ajan olan Doksorubisin ile RGD ve NGR peptidlerinin konjugatlari meme kanseri
Uzerinde arastirilmistir. Peptit konjugati kullanildiginda daha uzun yasam siiresi ve
daha az akciger metastazina rastlanmistir (162).

LyP-1, CGKRK ve F3 peptitleri kullanilarak yapilan bir ¢alismada viris aracili
gen transferi artirlmaya calisiimistir. Viral zarfin modifikasyonu ile ylizeye

yerlestirilen peptitler MDA-MB 435 meme kanseri ve HepG2 hepatokarsinoma
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hiicre hatlarinda baglanma deneyleri yapilarak incelenmistir. Sonucta, virlsin hiicre
icine internalizasyonu ve gen transferi, meme ve hepatokarsinoma hiicrelerinde
siraslyla 7 ve 24 kat artmistir. LyP-1 peptidi insan meme kanser hicre hattinda
modifiye virlise ait viral baglanmayi , diger peptitlere gore daha fazla 6zglinlik
gostererek bliylik 6l¢tide inhibe etmistir (55).

Alinan sonuclar dogrultusunda yapilan in vivo ¢alismalarda, modifiye virUs,
MDA-MB 453 ve MDA-MB 231 tumorl gelistirilen farelere iv enjeksiyon ile
uygulanmistir. Enjeksiyon sonrasi modifiye virlisiin timorde daha cok toplandig
gorilmekle beraber diger organlarda daha az dagilim goéstermistir. Peptidi sunan
virUs ile yapilan ¢alismalarda sitotoksik etki gézlenmemistir (54).

Virlsle yapilan ¢alismalarda peptidin pozitif yikli oldugu ve hiicre ylzeyi ile
etkilesiminin arttigi soylenmektedir. Ayrica LyP-1 peptidinin hiicre ylizeyinde
baglanma bdlgesinin henliz bilinmedigi ve hiicre ylizey molekillerinden heparan
sulfat ve fosfatidil serinle olabilecek olasi etkilesimlerle baglantili olabilecegi
soylenmektedir (55).

Fogal ve dig. (165) ‘nin yaptigi calismada bu peptidin mitokondriyal ve hiicre
ylzey proteinlerinden p32/gClqR’ye baglandigi bulunmustur. P32 halka seklinde
trimer bir proteindir (166) ve oncelikli olarak mitokondride yerlesmistir (167).
Ancak, hiicre ylzeyinde ve g¢ekirdekte de bulundugu rapor edilmistir (168). Bir¢ok
hiicre disi ve hiicre i¢i proteinin baglandigl p32 reseptoériniin ¢ok fonksiyonlu bir
saperon protein olabilecegi disinilmektedir. P32’nin  hiicrede oksidatif
fosforilasyonun diizenlenmesinde rol aldigi ve buna bagli olarak hiicre ici dejenere
organellerin sindirilmesinde (otofaji) etkili oldugu varsayilmaktadir (167). P32
ekspresyonunun kanserli hiicrelerde artmis oldugu da gosterilmistir (169). LyP-1
yapisinda kiglk, baglanma afinitesi yliksek ve internalizasyon yetenegine sahip bir
ligandin baglandigi bu reseptoriin timoér hicrelerinde olasi hedeflendirme
noktalarindan biri olabilecegi diistintlmektedir.

LyP-1 peptidi ile calisilan diger nanosistemlerden biri de nanopartikillerdir.
Maleimid-PEG-PLGA kopolimerinin maleimid ucundan sulfidril gruplari aracilig ile

polimere baglanan peptit ile konjugasyonu gerceklestirilmistir. Boylece konjuge
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polimer ile hazirlanan nanopartikilin ylzeyinde sergilenen peptitler hedeflendirme
bolgeleri olarak kullaniimistir. Bu yolla hazirlanan 6-kumarin yikli nanopartikiiller
ile insan pankreatik kanser hicrelerinde yapilan (BxPC-3) in vitro hiicre igine alim
calismalarinda 4 kat, in vivo galismalarda ise biyoyararlanimin 8 kat arttig

gorulmistir (170).



3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Madde, Malzeme ve Aletler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetik Asit (% 100)

Caco-2 hiicre Hatti
Cremophor EL

Deoksikolik Asit Sodyum Tuzu
DMEM

DMSO

Etil Oleat

FBS

Fosforik Asit

Gelucire 44/14

Gliserol

Hidroklorik Asit

Labrasol

Lipoid S100

LyP-1 Peptit

Maisine

MDA-MB 231 Hucre Hatti
MTT

Peceol

Pen-Strep (10000 U/10000 pg/mL)
Poli Etilen Glikol 300

Poli Etilen Glikol 3000

Poli Etilen Glikol 6000
Potasyum Dihidrojen Fosfat
Propilen Glikol

Sivi Parafin

Sodyum Asetat Trihidrat
Sodyum Dihidrojen Fosfat
Sodyum Dodesil Sulfat (SDS)
Sodyum Klorir

Soya Yagi

Tripsin EDTA

Triton X-100

Tyloxapol

Merck, Almanya

SAP Enstitlsi, Turkiye
Sigma, Almanya

Fluka, Almanya

Hyclone, ABD

Sigma, Almanya

Fluka, Almanya

Hyclone, ABD

Emboy, Tlrkiye
Gattefossé, Fransa
Sigma, Almanya
Riedel-de Haén, Almanya
Gattefossé, Fransa
Lipoid, Almanya
Anaspec, ABD
Gattefossé, Fransa

H.U. Tip Fak. Temel Onkoloji A.D.
Sigma, Almanya
Gattefossé, Fransa
Hyclone, ABD

Merck, Almanya

Fluka, Almanya

J.T. Baker, ABD

Riedel-de Haén, Almanya
Fluka, Almanya

Birpa, Tirkiye
PRS-Panreac, ispanya
Riedel-de Haén, Almanya
Fluka, Almanya
Riedel-de Haén, Almanya
Sigma, Almanya

Hyclone, ABD

Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Ultra, Almanya
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3.1.2. Kullanilan Aletler

Cok Noktali Karistirici
Deiyonize Su Cihazi

Differansiyel Taramali Kalorimetre (DSC)

HPLC

HPLC Degazer

HPLC Otosampler

HPLC Pompa

HPLC Termostatli kolon bélmesi
HPLC UV Dedektor

Isitictl Manyetik Karistiric
inkiibator

Koni Plak Viskometre

Laminar Kabin

Liyofilizator

Nanosizer ZS 2000

PH metre

Polarize Isik Mikroskobu

Saf su cihazi

Su Banyosu

Terazi

Versamax Mikroplaka Okuyucu
Vortex

XTerra Kolon, 4.6x250 mm, RP18, 5um
XTerra, Koruyucu Kolon, RP18, 5um,
3.9x20 mm

Variomag, ABD

Millipore milli Di, ABD

TA Instruments, Q 100, ABD
Agillent 1200 Series, ABD
Agillent G1322A, ABD
Agillent G1329A, ABD
Agillent G1311A, ABD
Agillent G1316A, ABD
Agillent G1314B, ABD

Falc F60, italya

Sanyo, Japonya

Brookfield DV-II+, ABD

BHG 2000 S/D Faster, italya
Heto PowerDry PL 3000, Danimarka
Malvern, ingiltere

Sartorius PP-20, Almanya
Leica DM EP, Almanya
Millipore Simplicity 185, ABD
Memmert, Almanya
Shimadzu AX 200, Japonya
Molecular Devices, ABD
FinePCR 4S, Kore

Waters, ABD

Waters, ABD



3.2. Onformiilasyon Calismalari

3.2.1. Uggen Faz Diyagramlar

36

Kendiliginden emdilsifiye olabilen ilag taslyici sistemlere ait dnformilasyon

calismalarinda toplam 18 iicgen faz diyagrami calisilmistir (Tablo 3.1). Ucgen faz

diyagramlarinda ilk basamak olarak 10 nokta belirlenmistir (Sekil 3.1).

Tablo 3.1. Onformiilasyon calismalari sirasinda hazirlanan tiggen faz diyagrami

bilesenleri.

Seri No Yiizey Etkin Madde Karisimi  Yag Fazi Yardimci Coziicii
1 Triton X-100:Na-DOC (2:1) Soya Yagi Gliserin

2 Cremophor:Na-DOC (2:1) Soya Yagi Gliserin

3 Triton X-100:Na-DOC (2:1) Soya Yagi PEG 300

4 Triton X-100:Na-DOC (2:1) Soya Yagi PEG 3000

5 Triton X-100:Na-DOC (2:1) Sivi Parafin PEG 300

6 Triton X-100:Na-DOC(2:1) Etil Oleat PEG 300

7 Tyloxapol:Na-DOC (2:1) Sivi Parafin PEG 300

8 Tyloxapol:Na-DOC (1:1) Etil Oleat PEG 300

9 Tyloxapol:Na-DOC (4:1) Sivi Parafin PEG 300

10 Tyloxapol:Na-DOC (3:1) Sivi Parafin PEG 300

11 Labrasol: Na-DOC (4:1) Sivi Parafin PEG 300

12 Gelucire: Na-DOC (4:1) Sivi Parafin PEG 300

13 Labrasol:Tyloxapol (4:1) Sivi Parafin PEG 300

14 Gelucire:Tyloxapol (4:1) Sivi Parafin PEG 300

15 Labrasol:Tyloxapol (1:1) Soya Yagi Propilen Glikol
16 Gelucire:Tyloxapol (1:1) Soya Yagi Propilen Glikol
17 Labrasol:Gelucire (1:1) Maisine PEG 300

18 Labrasol:Gelucire (1:1) Peceol PEG 300
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karigimi

Yardima ¢ozucu Yag Fazi

Artan Yag
e

Sekil 3.1. Onformiilasyon calismalarinda her bir {icgen faz diyagraminda belirlenen

noktalar (Tablo 3.1‘de verilen toplam 18 licgen faz diyagrami igin).
Sonrasinda secilen 2 lg¢gen faz diyagrami (17 ve 18 no’lu diyagramlar)

Uzerinde cahsilacak bolgeler belirlenmistir (Sekil 3.2) Sekil 3.3’de ise Seri 17 icin F1

ve F6 , Seri 18 i¢in F1 ve F2 ¢evresinde secilen noktalar gosterilmistir.

Labrasol/Gelucire 1:1

PEG 300

Peceol veya Maisine

Artan Yag
—

Sekil 3.2. 17 ve 18. serilerde ¢aligsilmasi belirlenen alanlar.
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Labrasol/Gelucire 1:1

- 7 7
PEG 6000 » R W e W % 2 9%  peceol
veya PEG 300 Artan Yag veya Maisine
e

Sekil 3.3. Seri 17 icin F1 ve F6, Seri 18 icin F1 ve F2

formulasyonlari etrafinda belirlenen noktalar.

3.2.2. Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

SMEDDS formiilasyonlarinin_hazirlanmasi: ilk olarak yiizey etkin maddeler

tartilmis ve 40 °C’lik su banyosunda baget yardimi ile homojen olarak karismalari
saglanmistir. Ardindan sirasiyla kosolvan ve yag fazi tartilarak su banyosunda
isitilarak karistirilmistir. Homojen karisim saglandiktan sonra formilasyonlar pH 7.4
tamponu ile 1:10 oraninda dilie edilmislerdir.

Kati dispersiyonun hazirlanmasi: Bu yontem Rao ve Shao (108) tarafindan

hidrofilik yapidaki proteinlerin yagh faza hapsedilmesi igin uygulanmis bir
yontemdir. Yontemde vyagsi yapi olarak soya fosfatidil kolini (Lipoid S100)
kullanilmistir.  Kati dispersiyonun hazirlanmasi i¢cin pH 1 icerisinde soya
fosfotidilkolini:peptidin 4:1 (a/a) oraninda disperse edilmis ve 24 saat liyofilize
edilmistir (108).

Stabilite testi icin formilasyonlarin _hazirlanmasi: Sirasiyla tartilan Gelucire

44/14, Labrasol, PEG 300 ve Peceol 40 °C’lik su banyosunda eritilerek homojen
olarak karistinlmistir. Kati dispersiyon veya peptit yag fazina eklenerek iyice
karistinlmistir. Ardindan peptidin en stabil oldugu pH 1 ¢ozeltisi ile 1:5 oraninda

dilGe edilmistir.
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3.2.3. Makroskopik Ozellikler
Formulasyonlar hazirlandiktan sonra zamana karsi fiziksel stabilitelerini
incelemek igin berraklik, kremalasma, faz ayrimi, renk degisimi gibi ozellikleri

acisindan organoleptik olarak incelenmistir.

3.2.4. Mikroskopik Ozellikler

Polarize 151k mikroskobu (Leica DM EP, Almanya) kullanilarak formilasyonlar
morfolojik agidan incelenmis ve olasi sivi kristal varligi acgisindan da
degerlendirilmistir. Ornekler, bir damla formiilasyonun lam lizerine damlatiimasi ve
lamel ile kapatilmasi ile hazirlanmistir. Ornekler 4x, 10x ve 40x’lik buyitmeler

altinda incelenmistir.

3.2.5. pH Tayini
Formilasyonlarin pH’lari pH metre (Sartorius PP-20, Almanya) kullanilarak
tespit edilmistir. PH metre her kullanimdan 6nce pH 4, 7 ve 10 tamponlari ile kalibre

edilmistir.

3.2.6. Damlacik Biiyiikliigii Tayini

Malvern Nanosizer ZS 2000 (ingiltere) kullanilarak uygun bulunan
formilasyonlarin damlacik buydklikleri tayin edilmistir. Bunun icin formulasyon
bilesenlerinin refraktif indeksleri ve dis faz viskoziteleri esas alinarak SOP’ler
(Standard Operating Procedures) olusturulmustur. Damlacik buyUklGgi tayini icin

kapiller hiicreler kullanilmistir. Her 6l¢ciim 3 kez tekrarlanmustir.

3.2.7. Zeta Potansiyel Tayini

Uygun bulunan formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri Malvern Zetasizer
ile 6lctlmdistir. Bunun icin formilasyon bilesenlerinin refraktif indeksleri ve dis faz
viskoziteleri esas alinarak SOP’ler (Standart operation procedures, Standard
operasyon prosedirleri) olusturulmustur. Zeta potansiyel tayini icin kapiller hiicreler

kullanilmistir. Her 6lciim 3 kez tekrarlanmistir.
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3.3. Formiilasyon Calismalari

3.3.1. Uggen Faz Diyagramlan

SMEDDS'lere ait 6nformilasyon ¢alismalari kapsaminda Tablo 3.2‘de goriilen
bilesenler kullanilarak 3 esas Ug¢gen faz diyagrami olusturulmus ve toplam 148
formilasyon calisiimistir. Calismalar icin olusturulan Ulggen faz diyagramlari Sekil

3.4, 3.5 ve 3.6 ‘da gorilmektedir.

Tablo 3.2. Secilen 3 esas licgen faz diyagrami bilesenleri.

Yiizey Etkin Madde Orani
(Labrasol/Gelucire 44/14)

.. . . 4:1 2:1 1:2
Formiilasyon Bilesenleri
Yardimci Coziici PEG 300 PEG 300 PEG 300
Yag Fazi Peceol Peceol Peceol

Labrasol/Gelucire 4:1

PEG 300 Peceol

Artan Yag
—

Sekil 3.4. Labrasol/Gelucire 4:1 oraninda ticgen faz diyagraminda hazirlanan
noktalar. Numaralandirilan noktalarda 10 adet fiziksel agidan dayanikli formilasyon

belirlenmistir.
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Labrasol/Gelucire1:2

PEG 300 A LA

- — - —~ —~ Peceol
10 20 30 40 50 &0 70 80 90
Artan Yag
—_—_—

Sekil 3.5. Labrasol/Gelucire 1:2 oraninda ti¢gen faz diyagraminda hazirlanan

noktalar. Numaralandirilan noktalarda 10 adet dayanikl formilasyon belirlenmistir.

Labrasol/Gelucire 2:1

PEG 300 10 20 30 PF4 s6 &0 26 80 90 Peceol
Artan Yag
_

Sekil 3.6. Labrasol/Gelucire 2:1 oraninda ticgen faz diyagraminda hazirlanan

noktalar. Numaralandirilan noktalarda 6 adet dayanikli formulasyon belirlenmistir.

3.3.2. Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Formilasyonlar Boliim 3.2.2’'de verildigi sekilde hazirlanmistir.
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3.3.3. Makroskopik Ozellikler

Makroskopik 6zellikler Bolim 3.2.3’de verildigi gibi incelenmistir.

3.3.4. Mikroskopik Ozellikler

Mikroskopik 6zellikler Bolim 3.2.4’de verildigi gibi incelenmistir.

3.3.5. pH Tayini
Formilasyonlarin ~ pH  Olgimleri  Bolum  3.2.5'de  verildigi  gibi

gerceklestirilmistir.

3.3.6. Damlacik Biyiikliigii Tayini
Formuilasyonlarin damlacik buyukltkleri olgim yontemi Bolim 3.2.6'da

verildigi gibidir.

3.3.7. Zeta Potansiyel Tayini
Formilasyonlarin damlacik buyiklikleri 6lgiim ydntemi Bolim 3.2.7'de

verildigi gibidir.

3.3.8. DSC Calismalari

Secilen formilasyon ve yardimci maddelere ait DSC c¢alismalari, DSC Q 100
(TA Instruments, ABD) model diferansiyel taramali kalorimetre kullanilarak
yapilmistir. Aliminyum hermetik panlar igerisine yerlestirilen dérneklerin (5-20 mg)
10 °C/dk hizda —25 °Ciile 75 °C sicaklik araliginda azot atmosferi altinda (50 mL/dk)
DSC termogramlari ¢ekilmistir. Bos ve kapali hermetik pan referans olarak
kullanilmistir.  DSC  cihazinin  kalibrasyonu indiyum standart kullanilarak

gerceklestirilmistir.

3.4. HPLC Metot Gelistirme ve Analitik Yontem Validasyonu

LyP-1’e ait miktar tayini HPLC cihazi ile UV dedektor kullanilarak yapilmistir.
Tayin icin C18 ters faz kolon (4.6x250 mm, 5um) kullanilimistir. Yontemde hareketli
faz olarak % 0.1 TFA (Trifloroasetik asit) iceren su:asetonitril (95:5, h/h) karisimi

kullanilmistir. Akis hizi 1 mL/dk, enjeksiyon hacmi ise 35 pl olarak ayarlanmis, UV
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dedektorin dalga boyu, HPLC'de farkli dalga boylarinda yapilan denemeler
sonucunda en yiiksek absorbansi gosteren 204 nm olarak belirlenmistir.
HPLC y6nteminin validasyonu “ICH Validation of Analytical Procedures: Text
and Methodology Q2 (R1)" stabilite kilavuzu esas alinarak gergeklestirilmis (171),
asagida verilen validasyon parametreleri incelenmistir.
e Dogrusallik
e Dogruluk
e Kesinlik
Tekrarlanabilirlik
Tekrar elde edilebilirlik
e Ozginlik
e Duyarlihk
Saptanabilirlik siniri (LOD, Limit of Detection)
Tayin edilebilirlik siniri (LOQ, Limit of Quantitation)

3.4.1. Dogrusallik (Linearity)

Dogrusallik icin LyP-1 peptidinin saf suda ¢ozllmesi ile hazirlanan standart
numuneler kullanilarak bes noktali kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. 200 pg/mil
konsantrasyondan yola cikilarak seri dilisyonlar ile elde edilen 150, 100, 50 ve 25
ug/mL derisimlerindeki 6rneklerin analizi HPLC ile yapilmis ve pik alanlari elde
edilmistir. Dogrusallik sonucunda maddenin konsantrasyonu ile degisen pik alani

arasindaki iliskinin dogrusal oldugu aralik belirlenmistir.

3.4.2. Dogruluk (Accuracy)

Analitik yontemin dogrulugu, yontemle elde edilen degerin gercek degere ne
kadar yakin oldugunun bir gostergesidir. Dogrulugun tayini icin secilen disuk, orta
ve yuksek derisimli Gi¢ konsantrasyona ait 6rnekler lg kez analiz edilerek % geri

kazanimlari ve % Bias degerleri hesaplanmistir (Esitlik 2.1 ve 2.2).
% Geri Kazanim= (Tayin Edilen Derisim/Eklenen Derisim)x100 (2.1)

%Bias=(Eklenen Derisim — Tayin Edilen Derisim)/Eklenen Derisimx100 (2.2)
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3.4.3. Kesinlik (Precision)

Kesinlik, sozkonusu yontemle vyapilan ardarda olglimlerin birbirlerine
yakinligini ifade etmektedir. Bir yontemin kesinligi istatistiksel agidan yeterli
degerlendirmenin yapilabilecegi sayida ayni derisimde o6rnegin birbirini izleyen
tayinlerinin ortalama (Xort), standart sapma (SS) ve varyasyon katsayilarinin (VK)

hesaplanmasi ile gosterilir.

Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

Tekrarlanabilirlik, ayni deney kosullarinda kisa bir zaman araligi icerisinde
yapilan olgimler arasindaki kesinligi belirtir. Tek derisimdeki ayni peptit
¢Ozeltisinden ardarda 6 6lciim yapilmasi ile bu 6lcimlerde bulunan pik alanlarindan
elde edilen derisim degerlerinin birbiri ile yakinhgr Xot, SS ve VK hesaplanarak
bulunur. Tekrarlanabilirlik igin dlgimler arasi varyason katsayisinin % 2’den kiguk
olmasi gerekmektedir. Tekrarlanabilirlik icin 200 pug/mL konsantrasyonda 6rnegin
ardarda yapilan 6 enjeksiyonu sonucu pik alanlarina karsilik gelen konsantrasyonlar
bulunmus, ortalama (Xo), standart sapma (SS) ve varyasyon katsayilari (VK)

hesaplanmistir.

Tekrar elde edilebilirlik (Reproducibility)

Tekrar elde edilebilirlik ayni yéntemin farkli deney zamanlarinda
uygulanmasi ile elde edilen degerlerin kesinligini gosterir. Tek derisimdeki 6 farkh
peptit ¢ozeltisinden yapilan 6l¢limler sonucu bulunan pik alanlarindan elde edilen
derisim degerlerinin birbiri ile yakinligi X, SS ve VK hesaplanarak bulunur. Tekrar
elde edilebilirlik igin 6lgimler arasi varyasyon katsayisinin % 2’den kiguk olmasi
gerekmektedir. Tekrar elde edilebilirlik ici 200 pg/mL konsantrasyonda 6rnegin iki
glin ardarda yapilan 6 enjeksiyonu sonucu pik alanlarina karsilik gelen
konsantrasyonlar bulunmus, ortalama (X,), standart sapma (SS) ve varyasyon

katsayilari (VK) hesaplanmistir.

3.4.4. Ozgiinliik (Specificity)
Bir analitik yontemin 6zglinligl ortamda bulunan diger maddeler (yardimci

madde, parcalanma drind, safsizhik vb.) varliginda istenilen maddenin, girisim
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olmaksizin tayin edilebilmesidir. Bu nedenle ayni kosullarda etkin madde digsindaki

(kér numune) formilasyon igeriginin tayini yapilmistir.

3.4.5. Duyarlilik (Sensitivity)

Duyarhlik kapsaminda gelistirilen yontem ile en fazla ne kadar madde
saptanabilecegi ve miktar tayini yapilabilecegi belirlenmistir. Genel olarak saptama
sinirt  (LOD) sinyal:glrilti  oraninin  3:1, tayin edilebilirlik siiri (LOQ) ise
sinyal:glirtlti oraninin 10:1 oldugu konsantrasyon olarak tanimlanmaktadir.
Saptama siniri ve tayin edilebilirlik sinirini saptamak igin ¢esitli yontemler
bulunmasina ragmen bu c¢alismada kalibrasyon dogrusunun egimi ve y-kesisim
degerlerine ait standart sapma degeri (o) kullanilarak 2.3 ve 2.4’de verilen

denklemlerden faydalanilmistir.

LOD = 3.3 (o/Egim) (2.3)

LOQ = 10 (o/Egim) (2.4)

3.4.6. Sistem Uygunluk Parametreleri

USP (Amerikan Farmakopesi) esas alinarak kuyruklanma faktori (Ty), teorik
tabaka sayisi (N), kapasite faktori (k') gibi sistem parametreleri hesaplanmistir (172,
173). Kapasite faktorii alikonma faktori olarak da bilinmektedir ve izokratik ayrimda
kolon tarafindan numune molekiliiniin ne kadar alikondugunu ifade eder (Sekil
3.7). Bu degerin 1-5 arasinda olmasi istenir ve 2.5'deki formille hesaplanir. N
faktori kolonun ve HPLC sisteminin etkinligini belirtir (Formil 2.6). Bu degerin
yiksek olmasi istenir. Kuyruklanma faktord pikin asimetrisinin bir olcistdir (Sekil
3.8). Bu faktoriin 1 olmasi pikin tam olarak simetrik oldugunu géstermektedir. Deger
1’den blyuk ise kuyruklanma oldugu soylenir. Bu degerin 1-1.5 arasinda olmasi
onerilir. 2.7’de verilen formdille hesaplanmistir. Bu formilde Wgos, 0.05Xpik
ylksekligi’'ndeki pik genisligini gdstermektedir. Wygs'in pikin tepe noktasindan
cizilen cizginin boldugl iki parcadan sagdaki (IABI)'nin iki katina bolinmesi ile elde

edilen deger kuyruklanma faktériinii vermektedir.
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k'= (tr-to)/(to) (2.5)
N=5.54 (tR/Wl/z) (26)
< g

haiz

Zaman

Sekil 3.7. k’ ve N hesaplanmasinda kullanilan kromotogram parametrelerinin sematik
olarak gosterimi. tg: alikonma suresi, to: allkonmamis retensiyon suresi, Wy /,: pik

yuksekliginin yarisindaki pik genisligi (173).

Te=Wo.0s/2f= IACI/2 1ABI (2.7)

Sekil 3.8. Tr hesaplanmasinda kullanilan pik 6lcilerinin sematik olarak gosterimi.

Wo.0s: 0.05 x pik yiksekligi’'ndeki pik genisligi (173).
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3.5. Stabilite Deneyleri

3.5.1. Etkin Madde Stabilitesi

LyP-1 peptidinin pargalanma kinetiginin ve pH-—hiz profilinin bulunmasi
amaciyla 12 farkh pH’daki stabilitesi incelenmistir. pH 1 ve pH 2 i¢in 0.1 M ve 0.01 M
HCI ¢ozeltileri kullanilmig, pH 12 igin ise 0.1 N NaOH c¢ozeltisi kullaniimistir.
Tamponlar icin gerekli miktarda tampon tuzu tartilmis ve suda ¢oziilmuistiir. Uygun
asit veya bazlarla pH ayarlanmasini takiben belirlenen hacme su ile tamamlanmistir.
Diger konsantrasyonlar icin su ile diliisyon yapilmistir. lyonik siddetin 0.15’e
ayarlanmasi icin gerekli miktarda NaCl eklenmistir. Tampon tirleri ve derisimleri
Tablo 3.3’de verilmistir. Lyp-1 peptit uygun tampon c¢ozeltisi ile 100 pg/mL
konsantrasyonda hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti uygun sicakliklarda (25 °C, 37 °C
ve 50 °C) bekletilerek belirlenen zamanlarda alinan érnekler -100 °C’de saklanmistir.

Stabilite galismalari etkin maddenin % 15’i kalana dek strdirilmustir.

Tablo 3.3. Stabilite calismasinda kullanilan tamponlar.

oH Tampon Tiiri Tampon Derigimi

(mM)

1 HCI 100
2 HCl 10
3 Fosfat 100
3 Fosfat 50
3 Fosfat 25
4 Asetat 30
4 Asetat 15
4 Asetat 7.5
5 Asetat 100
5 Asetat 50
5 Asetat 25
6 Fosfat 20
6 Fosfat 10
6 Fosfat 5
7 Fosfat 50
7 Fosfat 25
7 Fosfat 12.5
12 NaOH 10
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Farkli pH’larda yirttilen stabilite calismalarinda zamana baglh olarak degisen
peptit konsantrasyonlari Esitlik 2.8'de ve 2.9°da verilen denklemlerde yerine
koyularak parcalanma hiz sabitleri ve yarilanma émiirleri hesaplanmistir. Ug farkl
tampon konsantrasyonunda c¢alisilan pH 3, 4, 5, 6 ve 7 icgin ko degerleri
hesaplanmistir. Bu deger tampon katalizinin olmadigl durumdaki pargalanma hiz
sabitidir. Bunun icin 3 farkli tampon konsantrasyonundaki “keps” degerleri
bulunmustur. Tampon konsantrasyonu arttikga tampon katalizi nedeni ile
parcalanma hizi da artmaktadir. Buna gére tampon konsantrasyonuna karsi Kgps
degerleri grafige gecirildiginde elde edilen dogrunun y-eksenini kestigi deger ko

degerini vermektedir.
log % C=log % CO— (kobs/2.303)t (2.8)

Reaksiyon hizinin sicakliga etkisi Arrhenius tarafindan acgiklanmistir.
Arrhenius deneysel sonuglardan yola c¢ikarak, reaksiyon hiz sabitinin mutlak
sicaklikla Ussel olarak degistigini belirlemistir. Bu sebeple; elde edilen sonuglar
gbzonine alinarak peptidin pH 1, pH 2 ve pH 3’ln 3 farkh konsantrasyonunda (100,
50, 25 mM) 25 °C ve 50 °C’de de stabilite calismalari gerceklestirilmistir. Peptide ait
aktivasyon enerjilerinin bulunmasi igin esitlik 2.10’da verilen Arrhenius denklemi

kullanilmistir.

Ink=InA — (E./R) x (1/T) (2.10)

3.5.2. Formiilasyon Stabilitesi

Etkin madde icermeyen formiilasyonlara ait stabilite calismalarinda Sekil 3.4,
3.5 ve 3.6’da belirlenen toplam 26 formilasyonun stabilitesi incelenmistir. Bu
formulasyonlarin stabilitesi oda sicakliginda (25 °C) 2 hafta boyunca 0, 3, 5, 7, 10 ve
14. giinlerde damlacik buylkligl, zeta potansiyel, pH olciimleri, mikroskopla ve

fiziksel inceleme ile takip edilmistir.
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Formilasyon icerisinde etkin madde ve kati dispersiyonuna ait stabilite
calismalari 37 °C'de gergeklestirilmistir. SMEDDS formiilasyonu igin uygun bulunan
formilasyonlar icerisinde Labrasol/Gelucire 44/14 orani 1:2 olan tg¢gende 18 no’lu
formulasyon segilmistir. Formilasyonun hazirlanmasinda Tablo 3.2’de verilen

yardimci maddeler kullaniimigtir.
3.6. Hiicre Kiltiirii Calismalari

3.6.1. Sitotoksisite Calismalari

Etkin madde icermeyen formilasyonlara ait sitotoksisite calismalarinda
bagirsak hicrelerini iyi bir sekilde taklit eden kolon kanseri hiicre hatti olan Caco-2
hiicreleri  kullanilmistir. Caco-2 hiicrelerinin literatiirde pek c¢ok calismada
sitotoksisite deneyleri i¢in kullanildiklari gorilmektedir (101, 118, 123). Caco-2
hicreleri 25 cm?”lik flasklara ekilmistir. Hicre kiltirt ortami olarak 4mM L-
Glutamin ve Sodyum PirGivat, % 10 FBS, % 0.5 Penisilin (10.000 unite) ve
streptomisin silfat (10.000 pg/mL) karisimi iceren DMEM besiyeri kullaniimistir.
Hicreler 37 °Cde, % 5 CO, iceren ortamda inkiibasyona birakilmis ve
cogaltilmislardir. Cogaltilan hicreler tripan mauvisi ile boyanarak hemasitometre ile
sayilmis ve 100 pl hiicre suspansiyonu 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96’k
plaklara ekilmistir. Ekilen hicreler formulasyonlar uygulanmadan 6nce yukarida tarif
edilen besiyeri ortami ile 24 saat bekletilmislerdir. Hlicre canliliginin saptanmasi igin
MTT yontemi (3-[4, 5-dimetilltiyazol-2-y1]-2, 5-difenil tetrazolyum bromiir)
kullanilmistir.

pH 7.4 fosfat tamponu ile dilie edilen etkin madde icermeyen
formiilasyonlar 100 pl olacak sekilde cesitli dillisyonlarla hiicrelere uygulanmistir.
Negatif kontrol olarak PBS ¢06zeltisi, pozitif kontrol olarak ise % 0.1 lik SDS ¢0zeltisi
kullanilmistir. Etkin madde icermeyen formiilasyon 24 ve 48. saat sonunda
kuyucuklara 20 pl % 0.5’lik MTT c¢ozeltisi eklenmis ve 3 saat beklenmistir. 3 saat
sonunda olusan mor renkli formazan kristallerini ¢c6zmek icin plakadaki besiyerleri
bosaltilarak her bir kuyucuga 200 pl DMSO konulmustur. Olusan mor rengin

absorbansi 570 nm’de Elisa plaka okuyucu ile 6l¢tlmustar.
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LyP-1 peptidini iceren formilasyonlarin sitotoksisitesini incelemek icin ise
peptidin daha stabil oldugu pH 5 tamponunda peptide ve kati dispersiyonuna ait
formulasyonlar hazirlanmis ve 3 farkh dilisyonda uygulanmistir. Etkin madde

miktari 180 nM konsantrasyonda sabit tutulmustur.

3.6.2. Biyoaktivite Calismalar

LyP-1 peptidi ve kati dispersiyonunu iceren formilasyonlarin normal
hiicrelere degil meme kanseri hicreleri Uzerinde sitotoksik etki gosterdigi ve bu
etkinin formilasyondan degil peptidin aktivitesinden kaynaklandiginin belirlenmesi
amaci ile peptidi iceren ve icermeyen formiulasyonlarin biyoaktivite c¢alismalari
yapilmistir. Biyoaktivite calismalarinda MDA-MB 231 meme kanser hiicre hatti
kullanilmistir. Hiicre kaltirt ortami olarak 4mM L-glutamin ve sodyum pirlivat, % 10
FBS, % 0.5 penisilin (10.000 (nite) ve streptomisin stlfat (10.000 pg/mL) karisimi
iceren DMEM besiyeri kullanilmistir. Hiicreler 37 °C'de, % 5 CO, igceren ortamda
inkiibasyona birakilmis ve c¢ogaltilmiglardir. Cogaltilan hiicreler tripan mavisi ile
boyanarak hemasitometre ile sayilmis ve 100 pl hiicre sispansiyonu 5x10*
hicre/kuyucuk olacak sekilde 96’k plaklara ekilmistir. Ekilen hicreler
formiilasyonlar uygulanmadan 6nce yukarida tarif edilen besiyeri ortami ile 24 saat

bekletilmislerdir. Hiicre canliiginin saptanmasi icin MTT yontemi kullaniimistir.
3.7. Molekiiler Dinamik ve Termodinamik Calismalari

3.7.1. Sistem Kurulumu ve Baslangi¢ Yapilari

insan p32 (gClg-BP) mitokondrial matriks proteininin X-isini koordinatlari
Protein Veri Bankasi’ndan indirilmistir (PDB Kodu: 1P32). P32 proteinin X-1sini analizi
ile belirlenen yapisinda, proteindeki A, B ve C homolog zincirleri trimer olarak
kristallendirilmis ve vyapisi aydinlatilmistir (166). Ancak trimer yapidaki p32
proteininde bulunan zincirlerde, Sekil 3.9'da alti ¢izili amino asit dizilimlerinin kristal
yap! koordinatlari mevcut degildir. Bu eksik bolgeler A zincirinde aal41-aal61 (Pro-
Thr-Phe-Asp-Gly-Glu-Glu-Glu-Pro-Ser-GIn-Gly-GIn-Lys-Val-Glu-Glu-GIn-Glu-Pro-Glu)
ve aal91-aal96 (Asp-Glu-Val-Gly-GIn-Glu), B zincirinde aal39—aal163 (lle-Pro-Pro-
Thr-Phe-Asp-Gly-Glu-Glu-Glu-Pro-Ser-GIn-Gly-GlIn-Lys-Val-Glu-Glu-GIn-Glu-Pro-Glu-
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Leu-Thr) ile aa1l89—aa201 (Pro-Glu-Asp-Glu-Val-Gly-GIn-Glu-Asp-Glu-Ala-Glu-Ser) ve
C zincirinde aal40—aal60 (Pro-Pro-Thr-Phe-Asp-Gly-Glu-Glu-Glu-Pro-Ser-GIn-Gly-
GIn-Lys-Val-Glu-Glu-GIn-Glu-Pro) ile aal90—aa201 (Glu-Aps-Glu-Val-Gly-GIn-Glu-
Asp-Glu-Ala-Glu-Ser) bolgeleridir. Eksik amino asitler Discovery Studio Client v3.0
(trial version) [Accelrys Software, Inc., San Diego, CA USA ] programinda insa edilmis
ve bu yeni aa dizilimleri program igerisinde kabaca minimize edilmistir. Elde edilen
p32 proteininin protonlari silinmis ve PDB formatinda kaydedilmistir. Lineer ve siklik
LyP-1 (Bkz. Sekil 2.6) peptitleri Discovery Studio Client v3.0 (trial version)
programinda insa edilmis, distuk enerjili hale getirmek icin minimize edilmis ve

protonsuz olarak PDB formatinda kaydedilmistir.

p32-ZincirA T4 MHTDGDKAFWVDFLSDE IKEERK |QKHKTLFPKMSGGWELELNGTEAKLVREK
p32-Zincir A 124 [VAGEK I TYTFNINNS IPPTFDGEEEPSQGQAKVEEQEPELTSTPNEVVEY |
pP32-Zincir A 174 KINDDGKKALYLDCHYFPEDEVGQEDEAESD IFS I REVSFAQSTGESEWKDTHN
pP32-Zincir A 224 Y TLNTDSLDWALYDHLMDF LADRGYVDNTFADELVELSTALEHQEY ITFLE

p32-zincir A 274 DL KSF VK|S0
P32-Zincir8 74 MHTDGOKAF VDF LSDE | KEERK | QKHKTLPKMSGGWELELNG TEAKL VRK

P32-ZincirB 124 |VAGEK | TVTFENINNS IPPTFDGEEEPSQGAKVEEQEPELTSTRPNFEYVEY |
P32-ZincirB 174 [KNDDGKKALYLDCHYFEDEVGQEDEAESD IFIS | REVSFQSTGESEWKD TN
p32-ZineirB 224 Y| TLNTDSLDWALYDHLMDF LADRGYDNTFADELVELSTALEHQEY ITFLE

P32-ZincirB 274 DL KSF VKISQ
p32-Zincirc 74 MHTDGDKAFVDFLSDE I KEERKIQKHKTLPKMSGGWELELNGTEAKLVRK

P32-Zincirc 124 VAGEK I TVTFN/INNS IPPTFDGEEEPSQGQKVEEQEPELTSTPNFVVEV |
p32-Zincir ¢ 174 KNDDGKKALVLDCHYPEDEVGQEDEAESD I FISIREVSFQSTGESEWKDTN
P32-Zincir 224 YTLNTDSLDWALYDHLMDF LADRGVDNTFADELVELSTALEHQEYITFLE
pP32-Zincirc274 DLKSFVKSQ

Sekil 3.9. P32 reseptoriiniin kristal yapisinin (PDB Kodu: 1P32) amino asit dizilimi.
Alti gizili bolgelere karsilik gelen peptit kisimlarinin koordinatlari kristal yapisinda

belirtiimemistir.

Molekiler dinamik (MD) ve MM-PBSA (Molecular Mechanics—Poisson
Boltzman Surface Area) termodinamik hesaplamalari icin lisansi TUBITAK-ULAKBIM
TR-GRID Yiksek Performansli 64-bit Paralel Bilgisayar Agi Sistemi’nde bulunan
AMBER v.11 program paketi kullanilmistir (174).
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implisit su® (implicit water) MD hesaplamalari icin AMBER19995Bildn (force
field)  parametreleri kullanilmistir (175). Eksplisit su’ (explicit water) MD
hesaplamalari icin AMBER1999SB (force field) (176) parametreleri kullanilmistir.
Molekillerin protonlari AMBER v.11’in LeaP (177) programi araciliglyla eklenmistir.

3.7.2. Molekiiler Dinamik Hesaplamalari

implisit ve eksplisit su ortaminda sicaklik dengelenmesi ve molekiiler
dinamik hesaplamalari AMBER v.11’'in pmemd (Particle Mesh Ewald Molecular
Dynamics) programi ile gerceklestirilmistir (174). implisit su hesaplamalari icin
Onufriev ve dig.’nin (178) genellestiriimis Born su modeli kullaniimistir.
Molekillerdeki atomik ¢akismalar 1000 basamaklik minimizasyon boyunca
rahatlatilmistir (relaxation). Daha sonra rahatlatilmis protein sistemlerinin
sicakliklari 300 Kelvin’de 2 femto saniye zaman araliklariyla 5000 basamak (toplam
10 piko saniye) boyunca sabit hacim altinda molekiler dinamik hesaplamalari ile
dengelenmistir. Sistemin sicakligini 300 K'de dengelemek icin carpisma sikhgr 10 ps
ve hiz limiti 10 sicaklik birimi olan Langevin algoritmi kullaniimistir (179). 10 ps
sicaklik dengelenmesinden sonra, 1 bar (=1 atm) sabit basing ve 300 K sabit sicaklk
altinda 2 fs zaman araliklari ile 5 milyon basamak boyunca (toplam 10 ns) MD
Uretim hesaplamalari yuratilmistir. MD hesaplamalarinda hetero atomlara bagh
protonlara ait bag uzunluklarini sabit tutmak icin ise SHAKE yontemi uygulanmistir
(180). implisit hesaplamalarda ortamin dielektrik sabiti su icin 80 Debye olarak
kullanilmistir. Elektrostatik etkilesimler Particle Mesh Ewald yontemi (178) ile
implisit su ortaminda 999 A ve eksplisit su ortaminda ise 16 A sinir uzakliklari
kullanilarak hesaplanmistir. MD hesaplamalarinda koordinatlar her 5000 basamakta

trajektori olarak kaydedilmistir.

1implisit su: Su molekilleri kullanmadan ortamin dielektrik sabitini d=80 Debye alarak yuritilen MD.
2Eksplisit su: Sanal su molekdlleri kullanilarak yirdtilen MD.
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3.7.3. MM-PBSA (Molecular Mechanics, Poisson Boltzmann Surface Area)
Hesaplamalari
MM-PBSA baglanma enerji hesaplamalari AMBER v.11’in mm_pbsa programi

ile yarGtalmdastir (181). Genel olarak, bir kompleksin olusumu Esitlik 2.11’de

gosterilmistir.

Reseptor + Ligand %9 Kompleks (2.11)

Serbest enerji hesaplamalari kompleks, reseptor ve ligant icin ayri ayri
yapilmistir. Kompleks sisteminin, reseptor ve ligandin mutlak serbest enerjisi (G)
sistem sicaklig (T) 300 K sicaklik sabit tutularak Esitlik 2.12’de verilen denklem ile
hesaplanmistir. Esitlik 2.12’de goriilen entropi enerijisi (S) her bir kati faz tiri igin,
AMBER v.11 nmode programi icindeki normal mod analizi ile hesaplanmistir (182,

183).

G=H-T.S (2.12)

Kompleks sisteminin baglanma serbest enerijileri (AG) Esitlik 2.13’de verilen
denklem kullanilarak hesaplanmistir. Bu denklemde Gcmp kompleksin, Gyec

reseptoriin, Gjg ise ligandin mutlak serbest enerijisidir.

AG = Gcomp_[ Grec *+ Giig ] (2.13)

MM-PBSA hesaplamalari i¢in trajektoriin 9. ve 10. ns arasinda kompleks,
reseptor ve ligant icin 50 adet koordinat ekstrakte edilmistir. MM-PBSA enerijileri
her bir tlrtin koordinatlar icin hesaplanmis ve ortalamalari alinarak ortalama
baglanma serbest enerjileri (AG) elde edilmistir. Esitlik 2.14’de gorilen entalpi

terimi Esitlik 4’de verildigi gibi alt enerji birimlerine ayrilmistir.

Htot= Hgas + Gsolv (2.14)
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Hgas, Van der Waals (Eyqw), elektrostatik (Ee) and igsel (Ein) enerjilerin toplami
ile elde edilen gaz fazi icindeki katinin potansiyel enerjisidir (184). Ggo ise
elektrostatik (Ge) ve elektrostatik olmayan (hidrofobik) etkilerin (Gnonel) toplamidir
ve katinin vakumdan solvana gegisi icin gerekli ¢oziinme serbest enerjisine esittir

(Esitlik 2.15).

Gsolv = Gel + Gnonel (2.15)

Ge, AMBER v.11’in pbsa programindaki Poisson Boltzmann denklemleri

kullanilarak 0.15 M tuz konsantrasyonunda hesaplanmistir (181, 185). Gnonel
AMBER v.11’in molsurf programi ile hesaplanmistir (185).

3.7.4. Docking Deneyleri

LyP-1 diiz zincirli ve siklik yapilarinin p32 proteinine (PDB ID: 1P32) dock
edilmesi Autodock_vina v.1.1.2 (186) programi ile gerceklestiriimis ve baglanma
bolgesinde her bir peptit igin (lineer LyP-1, siklik LyP-1) en olasi iki konformasyon

secilmistir.

3.7.5. Trajektori (trajectory) Analizi

Molekiler dinamik hesaplamalarinda 10 ps araliklarla kaydedilen
koordinatlar trajektéri dosyalarinda arsivlenmistir. AMBER v.11 ptraj programi
kullanilarak trajektorilerde hidrojen baglari olusum, koék ortalama kare sapmasi

(Root-Mean-Square-Deviation, RMSD) ve kiime (cluster) analizleri yapilmistir.

3.8. Bulgularin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Deney bulgulari verilirken, yapilan en az 3 dlgimiin ortalama ve standart
sapmalari ile verilmistir. Bulgularin istatistiksel olarak karsilastiriilmasi SPSS 16.0
programi kullanilarak yapilmistir. Dogrusallik tayini icin dogrusalliktan ayrilis dnem
kontroli uygulanmistir. Birden c¢ok grubun karsilastirilacagi durumlarda non-
parametrik testlerden Kruskal Wallis tek yonlG varyans analizi, iki grubun
karsilastirilacagi durumlarda ise Mann- Whitney U testi kullanilmistir. Tim testlerde

guven aralig % 95 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Onformiilasyon Calismalari

4.1.1. Makroskobik Ozellikler

1-16 no’lu (Bkz. Tablo 3.1) li¢ggen faz diyagramlarina ait fiziksel inceleme
sonuclarinda, cahlsilan formilasyonlarda faz ayrimi, kremalasma, ylizeyde yag
damlaciklari, bulaniklasma ve pargacik olusumu, dipte ¢okelti olusumu gibi fiziksel
stabilite sorunlari gézlemlenmistir. Seri 17'de F1 ve F6, Seri 18de ise F1 ve F2
formulasyonlarinin fiziksel inceleme ve damlacik buylklGglu sonuglarindan yola
cikilarak bu formiulasyonlar cevresinde cesitli noktalar belirlenmis (Sekil 3.2 ve 3.3)

ve farkli kombinasyonlarda formilasyonlar hazirlanmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Seri 17 ve 18’de c¢alisiimak Uzere belirlenen noktalara ait formilasyon

icerikleri (%).

Form. No Labrasol Gelucire 44/14 Yardimci ¢6ziici*  Yag fazi**

45 45 5 5
2 42.5 42.5 10 5
3 42.5 42.5 5 10
4 40 40 15 5
5 40 40 5 15
6 37.5 37.5 15 10
7 37.5 37.5 10 15
8 35 35 15 15
9 32.5 32.5 20 15
10 32.5 32.5 15 20
11 30 30 25 15
12 30 30 15 25
13 20 20 55 5
14 20 20 50 10
15 17.5 17.5 60 5
16 17.5 17.5 55 10
17 15 15 65 5

*Yardimci Cozlicli olarak Seri 17 ‘de PEG 300 ve PEG 6000, Seri 18'de sadece PEG 300 kullaniimigtir.
**Yag fazi olarak Seri 17 Maisine, Seri 18 Peceol icermektedir.
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Hazirlanan formulasyonlar arasinda her iki seride de F1 formilasyonu
etrafinda calisilan 21 formilasyon icinde 1-4 no’lu formiilasyonlarda berrak
gortiinimli SMEDDS olusumlari saglanmistir. Hazirlanan formilasyonlardan alinan
sonuglara gore 1-4 no’lu formilasyonlar damlacik buydklGgu ve fiziksel gorinim
acisindan diger formilasyonlara goére daha uygun bulunmustur. Fakat fiziksel
stabilitelerini koruyamamalari nedeni ile ylzey etkin madde oraninda degisim
yapilarak 25 °C’de 2 hafta boyunca incelenmelerine karar verilmistir. Bunun igin
fiziksel agidan daha dayanikh bulunan 2 ve 3 no’lu formilasyonlar secilmistir.
Stabilite ¢alismasi icin 3 ylizey etkin madde oraninda 2 farkl yag fazi ile toplam 12
formilasyon calisiimistir. Yardimci ¢oOzlicli olarak ise PEG 6000 ile hazirlanan
formulasyonlarda gorilen bulaniklasma ve parcacik olusumu nedeni ile PEG 300’e
karar verilmistir (Sekil 4.1).

Ylzey etkin
madde orani Yardimci CGziich Yag Fazl

1 1

Maisine
4:1 PEG 300
Peceol

Maisine

2ve 3 no'lu

_ 211 PEG 300
formilasyonlar

Peceol

Maisine
1:2 PEG 300
Peceol

Sekil 4.1. Stabilite calismasi icin belirlenen formilasyon kombinasyonlari.

Stabilite calismasi sonucunda vyag fazi olarak Maisine kullanilan
formilasyonlarda gorilen stabilite sorunlari nedeni ile yag fazi olarak Peceol

secilmis ve formulasyon calismalarina gecilmistir.

4.1.2. Mikroskopik Ozellikler
Dayanikli formilasyonlardan alinan érnekler polarizan mikroskop altinda sivi

kristal yapi olusup olusmadiginin goriilmesi amaciyla incelenmislerdir. Yiksek ylzey
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etkin madde oranindaki emiilsiyonlarda anizotropik yapida ve polarize 1sik altinda
kendilerine 6zgi sekil ve renklerde gorilebilen sivi kristal yapilar olusabilmektedir.
Yapilan incelemeler sonucunda elde edilen formilasyonlarda sivi kristal yapiya

rastlanmamistir.

4.1.3. pH Tayini

Seri 17 ve 18’e ait pH olgiimleri sonucunda formilasyon pH’larinin 2.8-4.3
arasinda bulundugu gorilmistir. Bu nedenle bundan sonraki deney planinda pH 7.4
tamponu ile de tamamlama yapilmistir. Sonraki calisma asamasinda belirlenen
deney plani: Seri 17 F1 ve F6 formulasyonlari ve Seri 18 F1 ve F2 formilasyonlari
PEG 300 ve PEG 6000 kullanilarak, hem su hem tamponla dilie edilerek
hazirlanmistir. Seri 17 ve Seri 18’de secilen F1, F2 ve F6 formilasyonlarinin su ile
dilisyonlari sonucu pH degerleri 3.00-3.61 olarak ol¢ilmistir. pH 7.4 tamponu ile

dilisyon sonrasi pH degerleri 6.68—7.28 arasina ¢ikariimistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Seri 17 ve Seri 18’de hazirlanan formulasyonlara ait pH degerleri.

Formiilasyon No

. . Yardimci Yag
Seri 17 Formiilasyon sayisi pH o
Cozucii Fazi
F1 gevresi 7 formiilasyon (1-7) 6.79-6.98 PEG 300
F1 gevresi 7 formilasyon (1-7) 6.68-6.78 PEG 6000 Maisine
F6 gevresi 5 formulasyon (13-17) 7.17-7.22 PEG 300
F6 ¢evresi 5 formilasyon (13-17) 7.17-7.23 PEG 6000
Seri 18
F1 gevresi 7 formilasyon (1-7) 6.79-6.91 PEG 300 Peceol
F2 gevresi 5 formilasyon (8-12) 7.01-7.09 PEG 300

pH tayini calismalari sonucunda, tampon ile tamamlama sonucunda
formilasyon pH’lari asidik pH degerlerinden fizyolojik pH degerine yaklastiriimistir.
pH’larin disiik olmasinin nedeni alinan ultrasaf su pH’sinin disik olmasidir. 2
haftalik incelemeler sonucunda formilasyon pH’larinda 0.2—0.4 birimlik azalmalar

gorilmustir.
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4.1.4. Damlacik Biiyiikliigii ve Zeta Potansiyel Tayini

Onformiilasyon calismalari  kapsaminda hazirlanan 18 {icgen faz
diyagraminda yer alan formilasyonlardan ilk 16 lcgen faz diyagramindaki
formulasyonlarda gorlen stabilite sorunlari nedeniyle damlacik blyuklGgi 6lglimi
yapiimamistir.

Seri 17 ve 18’de ise bazi formilasyonlarda sonuca yaklasildigi gorilmis ve
damlacik baylklGgu tayini yapilmasina karar verilmistir. Yapilan degerlendirmelere
gore iclerinden etrafinda c¢alisilmasi uygun bulunan formilasyonlar belirlenmistir.

Ortalama damlacik biylkligu degerleri ve fiziksel inceleme sonuglari goze
alindiginda Seri 17'de bulunan formilasyonlar bimodal dagilim gostermektedirler.
F1 formilasyonunun berrak goériinimde oldugu ve damlaciklarin % 99’unun 30 nm
altinda oldugu goriilmektedir. F6 formiilasyonunun ise damlacik blyukliglu ve PDI
degerinin diger formilasyonlara gére daha kiiglik oldugu gortlmustir. Seri 18'de ise
F1 formilasyonunda trimodal dagilim goriilmesine ragmen 2 ve 3 no’lu popiilasyon
piklerinde 20 nm altinda damlaciklar elde edilmistir (Tablo 4.3, kalin harflerle
gosterilmistir). Sekil 4.2’de bu formilasyonlara ait % sikliga karsihk damlacik
blyaklagu deger grafikleri goriilmektedir.

Tablo 4.3. Seri 17 ve 18’e ait formilasyonlarin bimodal dagilim gosteren damlacik

cap! buylkligu degerleri (n=3, Ort+SS).

Formiilasyon

Parametre Seri 17 F1 Seri 17 F6 Seri 18 F1 Seri 18 F2
D.B. (d-nm) 1139+433.2 683.00+15.27 3975+535.8 1423+156.00
PDI* 0.90+0.16 0, 700, 12 0.95+0.09 0.99+0.01

Pik1(d-nm)  26.9949.85 390.40+41.51 277.60+202.50 672,60+138.10
Pik 2 (d-nm)  4.00%6.93 54.83+15.21 14.88+2.04 102, 6+40.37

Pik 3 (d-nm) 17.02+29.49 0
Pik 1 % 90.00+17.3  89.30+1.20 75.70£5.90 83.7043.20
Pik 2 % 9.70+16.70  9.70+1.20 18.70+2.50 15.30%3.20
Pik 3 % 4.70+8.10 0

*PDI: poli dispersite indeksi
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Sikhk (322)

0.1 1 10 100 1000 10000
Damlacik BoylklGgd (d-nm)

Record 56:5eri 17 F1 Record 57: Seri 17 F1 Record 58: Seri 17 F1,

Siklik (%)

0 | A | | |
0.1 1 w 100 1000 10000

Damlacik BlaylklGgl (d-nm)

[——— Record 56:5eri 18 F1 Record 57: Seri 18 F1 ——— Record 58: Seri 18F1 |

Sekil 4.2. Seri 17 ve Seri 18 F1 formiilasyonlarina ait damlacik buyaklGgi dagilim

grafikleri.

Bu nedenlerle Seri 17 ve Seri 18 Ulg¢gen faz diyagramlarindan 2’ser
formilasyon belirlenmis ve bu formilasyonlar etrafinda calisiimistir. Belirlenen
formiilasyonlarda PEG 300 ve PEG 6000 olmak {izere iki yardimci ¢0Ozlici
kullanilmasina karar verilmistir.

Tablo 4.2'de goriilen 6 grup icinde F1 cevresinde calisilan 7 formilasyonda
PEG 300 kullanilarak hazirlanan formilasyonlardan 1-4 no’lularin damlacik
blydkligu degerleri 20 nm civarinda, PDI degerleri ise 0.2 civarinda bulunmustur
(Tablo 4.4). Zeta Potansiyel degerleri ise 0 civarindadir. Bunun nedeni
formiilasyonlarda iyonik olmayan ylizey etkin maddelerin kullaniimasidir. Fiziksel

olarak incelendiklerinde 2 ve 3 no’lu formilasyonlarin berrakliklarini daha uzun sire
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koruduklari, diger formiilasyonlarda beyaz parcaciklarin olusumu ve tip dibinde

beyaz seffaf tabaka olusumlari gorilmustdr.

Tablo 4.4. F1 cevresinde c¢alisilan 4 formulasyona ait formilasyon igerikleri ve

damlacik buydklGgi, PDI ve zeta potansiyel degerleri (n=3, OrtSS).

Formiilasyon igerigi (%)

Labrasol Gelucire | PEG Maisine
D.B. (d-nm) PDI {(mvV) a4/14 300
1 17.56£0.21 0.22+0.02 0.27+1.94 45 45 5 5
2 18.05+0.42 0.24+0.01 0.00£1.21 42.5 42.5 10 5
3 17.7940.26 0.21+0.01 0.13%0.59 42.5 42.5 5 10
4 20.00+£0.14 0.21+0.01 0.38+1.04 40 40 15 5
Formiilasyon igerigi (%)
Labrasol Gelucire | PEG Peceol
D.B. (d-nm) PDI {(mV) 44/14 300
1 19.46+0.61 0.23+0.02 -0.26+1.26 | 45 45 5 5
2 19.14+0.34  0.29+0.01 1.22+0.63 | 42.5 42.5 10 5
3 18.50+0.05 0.19+0.01 -0.1+2.59 |425 42.5 5 10
4 20.10#0.22 0.23+0.01 -0.15%0.52 | 40 40 15 5

2 ve 3 no’lu formilasyonlarin Sekil 4.1’de gorildugl Gzere degisik yag fazlan
ve degisik ylzey etkin madde oranlar ile hazirlanmasi sonucu elde edilen 12
formiilasyona ait iki haftalik stabilite calismasi sonrasinda toplam 4 formiilasyonun
14 giin boyunca damlacik buyuklikleri dl¢lilmustir. Bu formiilasyonlarin timiinde
yag fazi olarak Peceol kullaniimistir. Ug yiizey etkin madde oraninda uygun damlacik
blyuklGgine sahip formilasyonlar bulunmaktadir. 14. glin sonuglarina bakildiginda
formilasyonlarin uygun damlacik blylkligid ve PDI degerlerine sahip oldugu

gorilmektedir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. iki haftalik stabilite calismasi sonucu 4 dayanikli formilasyonun damlacik

blylkligu, PDI ve zeta potansiyel degerleri (n=3, Ort+SS).

0. giin 3. gilin 7. glin 10. giin 14. giin
* | Kk D.B. (d-nm)
4:1 | 2 | 68.33£76.7 | 22.62+0.31 | 23.52+0.64 | 23.86+0.64 | 32.39+2.81
2:1 | 3 | 32.40+12.39 | 24.01+1.39 | 26.40+0.76 | 23.07+0.48 | 24.26+1.07
4:1 | 3 | 77.39447.25 | 32.3143.44 | 52.20+31.63 | 75.57+43.1 | 30.07+0.71
1:2 | 3 | 17.62+0.26 | 22.10+#8.47 | 20.42+1.62 | 18.04+0.24 | 19.47+0.91
PDI
4:1 | 2 0.2310.06 0, 22+0.01 0.24+0.03 0.23+0.02 0.32+0.02
2:1 | 3 0.24+0.14 0.28+0.04 0.360.01 0.24+0.02 0.260.01
4:1 | 3 0.17+0.08 0.32+0.08 0.27+0.13 0.18+0.06 0.24+0.01
1:2 | 3 0.2210.02 0.18+0.09 0.29+0.06 0.22+0.03 0.29+0.02
¢(mv)
4:1 | 2 0.59£1.11 -0.41+2.62 -2.26%1.21 0, 01+0.55 -1.4242.27
2:1| 3| -0.33+2.74 -2.99+1.75 -1.34+1.44 -0.42+1.32 -2.960.77
4:1 | 3 3.31+1.96 1.33£2.03 0.34+0.78 0.58+0.89 -2.41+1.42
1:2 | 3 | -0.84+0.95 -1.69£1.75 0.69+1.13 -0.34+1.44 -0.95+2.29

*Yiizey Etkin Madde Orani ( Labrasol:Gelucire 44/14), **Formiilasyon No

2 haftalik stabilite calismalari sonucunda elde edilen degerler géz 6nine
alindiginda, her 3 Labrasol/Gelucire oraninda Peceol ve PEG 300 kullanilarak
hazirlanan formilasyonlarda istenilen damlacik buydkliklerine ulasilmistir. Sabit
degerler elde edilmesi icin l¢gen faz diyagramlari UGzerinde ayrintih calismalar

yapilmasi planlanmis ve formulasyon ¢alismalarina gecilmistir.

4.2. Formiilasyon Calismalari

SMEDDS formilasyonlarina ait formilasyon calismalari kapsaminda 3 farkh
Ucgen faz diyagraminda (Sekil 4.3) toplam 148 formiilasyon calisilmistir. 3 li¢cgen faz
diyagraminda toplam 26 adet SMEDDS formiilasyonu gelistirilmistir.



Labrasol/Gelucire 4:1

PEG 300

PEG 300

PEG 300

Peceol
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B Mikroemiilsiyon

B Makroemilsiyon

[] Submikron emdilsiyon
[ Faz Aynimi

Sekil 4.3. Formilasyon ¢alismalarinda kullanilan liggen faz diyagramlari ve

belirlenen bdlgeler.
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26 adet stabil mikroemilasiyon formilasyonunun icerikleri Tablo 4.6’da

verilmigtir.

Tablo 4.6. Stabil mikroemiilsiyonlarin igerikleri (%).

Surfaktan Form. Labrasol | Gelucire 44/14 | PEG 300 Peceol
Orani* No
1 64 16 15 5
2 64 16 10 10
4 60 15 20 5
5 60 15 15 10
a1 8 56 14 25 5
9 56 14 20 10
13 52 13 30 5
17 48 12 35 5
21 44 11 40 5
23 40 10 35 15
1 28.3 56.7 10 5
2 26.7 53.3 15 5
3 26.7 53.3 10 10
5 25 50 15 10
1:2 6 25 50 15 10
9 233 46.7 25 5
14 21.7 43.3 10 25
18 20 40 35 5
22 18.3 36.7 5 40
24 16.7 33.3 35 15
1 53.3 26.7 15 5
4 50 25 20 5
21 8 46.7 23.3 25 5
13 43.3 21.7 30 5
17 40 20 35 5
21 36.7 18.3 40 5

*Labrasol:Gelucire 44/14

4.2.1. Makroskopik Ozellikler

Formilasyon calismalari sirasinda hazirlanan 3 (lggen faz diyagraminda
numaralandirilan formulasyonlar (Sekil 3.4, 3.5 ve 3.6) berrak, seffaf ve izotropik
gorinimde bulunmustur. Bu formiulasyonlarin stabilitesi 2 hafta boyunca
incelenmis ve 14. giin sonunda da formdilasyonlarin berrak ve seffaf gortinimlerini

koruduklari gdézlemlenmistir.
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Uggen faz diyagramlarinin SMEDDS olusan bélgeleri disindaki (st
bolgelerinde bulanik formilasyonlar ve zamanla kremalasma, parg¢acik olusumu gibi
stabilite sorunlari gozlenmistir. Uggen faz diyagramlarinin alt bolgelerinde yani
yluzey etkin madde oraninin didsmesi, yag fazi oraninin artmasi ile birlikte,

formiilasyonlarda ilk hazirlandiklari anda faz ayrimlari gérilmdastdr.

4.2.2. Mikroskopik Ozellikler

Dayanikli formilasyonlardan alinan érnekler polarizan mikroskop altinda sivi
kristal yapi olusup olugsmadiginin goérilmesi amaciyla incelenmislerdir. Yiiksek ylizey
etkin madde oranindaki emiilsiyonlarda anizotropik yapida ve polarize 1sik altinda
kendilerine 6zgli sekil ve renklerde gorulebilen sivi kristal yapilar olusabilmektedir.
Yapilan incelemeler sonucunda elde edilen formilasyonlarda sivi kristal yapiya

rastlanmamustir.

4.2.3. pH Tayini
Uc ticgen faz diyagraminda dayanikli bulunan 26 formiilasyonun pH degerleri

2 hafta boyunca incelenmistir. Sonuglar asagida verilmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Formilasyon ¢alismalari kapsaminda belirlenen pH degerleri.

Labrasol/Gelucire (2:1), PEG 300, Peceol
GUN
F 0. 3. 7. 10. 14.
1 |720 7.06 6.97 6.91 6.82
4 | 721 6.97 690 6.85 6.77
8 | 727 7.01 691 6.83 6.75
13| 735 7.01 693 6.85 6.76
17 | 733 7.31 7.22 7.16 7.05
21 | 732 7.27 7.15 7.08 6.96
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Labrasol/Gelucire (4:1), PEG 300, Labrasol/Gelucire (1:2), PEG 300,
Peceol Peceol
GUN GUN

0. 3. 7. 10. 14. 0. 3. 7. 10. 14.

7.20 7.12 6.97 691 6.86 7.18 7.08 6.87 6.78 6.72

719 7.10 7.00 6.88 6.81 7.15 7.07 688 6.78 6.64

7.18 7.11 7.05 7.00 6.90 7.18 7.09 697 6385 6.77

7.20 7.12 7.03 6.97 6.87 7.14 7.06 698 6.87 6.76

F F
1 1
2 2
4 717 710 7.03 697 692| 3 716 7.05 692 681 665
5 5
8 6
9 9

719 7.12 7.05 694 6.83 7.18 7.08 6.97 6.88 6.78

13 712 7.02 69 689 680 |14 725 7.16 7.01 691 6.77

17 7.15 704 694 686 6.78 | 18 7.29 7.20 7.07 697 6.89

21 719 712 703 697 687 |22 725 7.14 7.01 6.89 6.78

23 704 701 689 680 6.70| 24 7.28 7.18 7.04 6.99 6.90

4.2.4. Damlacik Biiyukliigi Tayini

Dayanikli formilasyonlara ait damlacik buyikligli ve zeta potansiyel
degerleri 0, 3, 7, 10 ve 14. giinlerde tayin edilmistir. U¢ farkli ticgen faz diyagramina
ait dayanikli formulasyonlarin 2 hafta incelenmesi sonucu elde edilen veriler Tablo
4.8'de verilmistir.

Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6’da bu Ucggenler (zerinde calisilan formilasyonlara ait
0.glin damlacik buyiligu degerlerinin ortalamalarinin ¢akistiriimasi ile elde edilen
% Siklik=Damlacik ¢api buyukligiu degerleri’ne ait grafikler verilmistir. Grafiklerde
ortalama damlacik biyuklikleri 16 ila 31 nm arasinda degisirken, 4:1 lg¢genine ait
Sekil 4.4’de daha diizensiz bir dagilim oldugu goriilmuis ve bu durum PDI degerlerini
artirmistir. En kicglk PDI degerleri ise Sekil 4.6’dan da gorulecegi gibi 1:2 lggenine
aittir. Bu Uggene ait Sekil 4.7'de gorilen grafikte ise 14. giin verileri sonunda elde
edilen sonuclar verilmistir. Formilasyonun stabilitesini 2 hafta boyunca korudugu
gorilmektedir. Son olarak, 1:2 licgeninden secilen 18 no’lu formiilasyona ait 0, 3, 7,
10 ve 14. giin verilerine ait grafikten de goriilcegi gibi damlaciklarin oldukca diizglin
dagildiklari ve damlacik biylkliginin neredeyse degismedigi gortilmustar  (Sekil

4.8). Sekil 4.9’da Uc Ucgene ait 2 haftalik stabilite verileri (damlacik ¢api ve PDI
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degerleri) tek bir grafikte gosterilmistir. Burada da en az degisimin 1:2 ylzey etkin

madde oranina sahip liggende oldugu gorilmektedir.

Tablo 4.8. Dayanikli formilasyonlara ait 2 haftalik stabilite verileri (n=3, Ort£SS).

Yiizey Etkin Zaman D.B.

PDI H
Madde Orani  (Giin) (d-nm) P

26.38+4.10 0.20+£0.04  7.16%0.05
26.11+3.85 0.21+0.03  7.09+0.04

(n::l];))* 27.17+4.69 0.22+0.04  7.00+0.05
10 31.26+4.46 0.27+0.04  6.92+0.06

14 28.48+3.67 0.24+3.67  6.83+0.06

21.17+0.46 0.17+0.03  7.20+0.05

21.54+0.64 0.19+0.04  7.10+0.05

(::(;) 7 21.73+0.74 0.19+0.03  6.96%0.06
10 21.64+0.67 0.19+0.02  6.86+0.06

14 21.49+0.71 0.18+0.01  6.75%0.07

0 16.53+0.38 0.16+0.02  7.28+0.06

16.47+0.44 0.16£0.03  7.11+0.13

(n]::0) 16.74+1.44 0.16+0.04  7.01+0.12
10 17.16+0.69 0.21+0.03  6.94+0.12

14 17.76+0.93 0.24+0.04  6.85%0.11

*n: formulasyon sayisi

v AU L \ ................. ;
1 5 Y 5 5 r

=
- QO - s e e e T R e
=
= \\k
A 5,
e \? ......................................

1000 10000

Damlacik BlylklGga (d-nm)
Sekil 4.4. Labrasol/Gelucire orani 4:1 olan ti¢cgen faz diyagraminda incelen 10
formulasyona ait 0. giin verilerinin cakistirilmasi ile elde edilen grafik (her bir

formiilasyon i¢in n=3).
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Sikhk (26)
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1000 10000

Damlacik BiyiklGgd (d-nm)

Sekil 4.5. Labrasol/Gelucire orani 2:1 olan U¢gen faz diyagraminda incelen 10
formulasyona ait 0. glin verilerinin ¢akistiriimasi ile elde edilen grafik (her bir

formilasyon igin n=3).

100 1000 10000

Damlacik BlyGklagi (d-nm)

Sekil 4.6. Labrasol/Gelucire orani 1:2 olan ti¢gen faz diyagraminda incelen 10
formulasyona ait 0. gilin verilerinin ¢akistiriimasi ile elde edilen grafik (her bir

formulasyon igin n=3).
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Sikhik [36)

1000 10000

Damlacik BlytklGgs (d-nm)

Sekil 4.7. Labrasol/Gelucire orani 1:2 olan ti¢cgen faz diyagraminda incelenen 10
formulasyona ait 14. glin verilerinin ¢akistirilmasi ile elde edilen grafik (her bir

formiilasyon i¢in n=3).

..............................................

....................................................

Siklik {26)

........................................................................................

100 1000 10000

Damlacik Blylklagd (d-nm)

Sekil 4.8. Labrasol/Gelucire orani 1:2 olan ti¢gen faz diyagraminda segilen 18 no’lu
formiilasyona ait 0, 3, 7, 10 ve 14. glin verilerinin ¢akistiriimasi ile elde edilen grafik

(her glin icin n=3).
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A 40

Damlacik Biiyikliigi (d-nm)

0 3 7 10 14
Zaman (Giin)

M Labrasol/Gelucire 1:2 M Labrasol/Gelucire 4:1 W Labrasol/Gelucire 2:1

0,25

o
-

’

Poli Dispersite indeksi

0 3 7 10 14
Zaman (Giin)

M Labrasol/Gelucire 1:2 M Labrasol/Gelucire 4:1 W Labrasol/Gelucire 2:1

Sekil 4.9. Dayanikli formilasyonlara ait 2 haftalik damlacik blykliga (A) ve poli
dispersite indeksleri (B) verileri.

4.2.5. Zeta Potansiyel Tayini

iki haftalik stabilite calismasi sonucu uygun bulunan 26 formiilasyona ait zeta
potansiyel degerleri Tablo 4.9’da verilmistir. Tablodan da goriilecegi gibi, zeta
potansiyel degerlerinin “0” civarinda oldugu ve 2 hafta boyunca bu degerlerde

anlamli bir degisim olmadigi gérilmustar.
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Tablo 4.9. iki haftalik stabilite calismasi sonucu incelen formiilasyonlara ait zeta

potansiyel degerleri (n=3, Ort+SS).

Yiizey Etkin Madde Orani

4:1 2:1 1:2
(n=10)* (n=6) (n=10)
0 0.57+2.51 0.71+3.98 -0.98+2.54

Giin

3 -0.24+1.75 -0.58+1.17 -2.48%2.79

(mV) 7  -1.13+1.62 -2.16#1.6 -1.90+1.94

10 -0.73+2.31 -2.04+1.99 -1.21+1.38

14 -1.77+#1.85 -3.18+2.03 -1.34+2.36

*n: formulasyon sayisi

4.2.6. DSC Calismalan

Formilasyonlarin karakterizasyonu kapsaminda DSC  ¢alismalari
ylrittlmustir. Bu baglamda, yardimci maddelerin tek basina, dillisyon 6ncesi ve
dilisyon sonrasi 6rnek formiilasyona ait DSC endoterm ve ekzoterm pikleri Tablo
4.10’da gorilmektedir. (1:2 lggeni 18 no’lu formilasyon, Sekil 3.5) Ayrica, elde
edilen termogramlar Sekil 4.10’'de gorilmektedir. Sadece SMEDDS
formilasyonunun dillisyon 6ncesi ve sonrasina ait DSC termogramlari ise Sekil
4.11'de gorilmektedir.

Tablo 4.10. Yardimci madde ve 6rnek formilasyona ait DSC analizi sonuglari.

Ornek adi Endoterm piki (°C) Ekzoterm piki (°C)
1 2 3 4 5

Peceol -16.51 12.47 20.04 52.01 -10.01

PEG 300 -13.42 519

Labrasol -1.06 54.89

Gelucire 44/14  37.41 46.66

SMEDDS D.0.* -14.91 21.00 34.64 39.33 52.01

SMEDDS D.S.** 0.43 27.18 51.58

*D.0.: diliisyon dncesi; **D.S.: diliisyon sonrasi
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Yardimci  madde ve formilasyonlara ait DSC  termogramlari
karsilastirildiginda, yardimci maddelere ait termogramlarda goriilen bazi piklerin
formiilasyon termograminda da gorildtgl bazilarinin ise kayboldugu belirlenmistir
(Tablo 4.10). Buna gore; PEG 300’e ait -13.42 °C’de goriilen endoterminin dillisyon
Oncesi SMEDDS formilasyonunda -14.91 °C'ye kaydigi, dilisyon sonrasi SMEDDS
formilasyonunda kayboldugu goérilmektedir. Ayrica Peceol’e ait 20.04 °C'de
gorilen endotermin dillisyon 6ncesi SMEDDS formiilasyonunda bir derece arttigi
gorilmektedir.Diliisyon sonrasi SMEDDS formiilasyonunda ise 27.18 °C'de gorilen
pike karsilhk gelebilir. Diger yandan, Peceol’e ait termogramda -10.01 °C ve 12,
47°C'de gorilen pikler, dillisyon 6ncesi ve sonrasi formilasyonlarda kaybolmustur.
Gelucire 44/14’e ait 37.41 °C ve 46.66 °C’de goriilen pikler diliisyon éncesi SMEDDS
formiilasyonlarinda daha alt derecelere kayarken (sirasiyla 34.63 °C ve 39.33 °C)
dilisyon sonrasi formilasyonlarda kaybolmaktadir. Labrasol’e ait -1.06 °C'de
goriilen termogram, diliisyon oncesi formiilasyonlarda goriilmezken, dillisyon
sonrasl formilasyonda 0.43 °C’ye kaydigi gortlmektedir. Dillisyon 6ncesi ve sonrasi
formilasyonlara ait termogramlarda 52.01 °C ve 51.58 °C'de gorilen piklerin

Peceol, Labrasol ve PEG 300'den kaynaklandigi  dustnilmektedir.



Akis Hizi (W/g)

ot
wn

] f\\- 10.01 °C
00 J
05
10
15
20
25 {
] \ . — Gelucire 44/14
30 - i —===  |Labrasol
] \‘ ——~-  Peceol
- — — PEG 300
3.9 7] 0.43 °C — - SMEDDS DO
: —— -~ SMEDDS DS
40 . ; ; : :
-40 20 0 20 40 60 80
Exo Up Sicakhk (°C) Universal V4 2E

[l

Sekil 4.10. Ornek SMEDDS formiilasyonuna ait yardimci maddelerin tek basina, diliisyon éncesi (DO) ve diliisyon

sonras! (DS) DSC termogramlari



Akis Hizi (W/g)

05
00 ]
05 SMEDDSDOTN P .
© -14.91°C 21°C . 52.01°C
] 34.64 °C 39.33 °C
40 SMEDDS DS
j - T - )I'
_1_5 —_ "-\ 1— - _‘—‘-H\\‘Jr-—- - -
: , ’ T~ / 51.58 °C
20 \ / N /r
29 ; \ { 27.18 °C
30 - \“
35
. 0.43 °C
-4.0 ] - v - T . T T T - T T T T T T T T - - T T T T
-40 -20 0 20 40 60 80
Exo Up Sicaklik (°C) Universal V4.2E

e
Sekil 4.11. SMEDDS formiilasyonuna ait diliisyon dncesi ve diliisyon sonrasi DSC termogramlari o
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4.3. HPLC Metot Gelistirme ve Validasyon

4.3.1. Dogrusallik

Bolim 3.4.1’de aciklandigi gibi hazirlanan 5 farkh derisimdeki LyP-1 sulu
¢Ozeltisi kullanilarak kalibrasyon dogrulari ¢izilmis ve regresyon analizi yapilarak
dogru denklemleri elde edilmistir. 6 seri yapilan Olgim sonucu hesaplanan

“w n
r

kalibrasyon dogrusu denkleminin dogrusalliginin kontrol edilmesi igin (regresyon
katsayisi) degerinin hesaplanmasinin yaninda, dogrusalliktan ayrilisin 6nem kontroli
yapilmistir. Yapilan kontrol sonucu hesaplanan F istatistigi, tablodan bulunan F
degeri ile karsilastirilmis ve % 95 guven araliginda Fpesap>Frablo (23747.17>10.13
a=0.05) bulunmustur. Bu durumda Hg hipotezi reddedilerek iliskinin dogrusal oldugu
soylenebilir. Sekil 4.12’de Lyp-1’e ait kalibrasyon dogrusu gorilmektedir. Peptidin %
95 su : % 5 Asetonitril (ACN) (% 0.1 TFA) mobil faz sisteminde 204 nm dalga boyunda

elde edilen kromotogramlari ise Sekil 4.13’de verilmistir.

5000,00 -+

4500,00 - y =23.339x - 15.426
4000,00 - r2 = 0.9999

3500,00 -
3000,00 -
2500,00 -
2000,00 -
1500,00 -
1000,00 -
500,00 -

0,00 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Konsantrasyon (ug/ml)

Pik Alani (mAu)

Sekil 4.12. Lyp-1'in % 95 su : % 5 ACN (% 0.1 TFA) mobil faz sisteminde elde

edilen kalibrasyon dogrusu (n=6).
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- | m 25 pg/ml

- ] T 50 pg/ml
100~ i T
. J/ )\\l 100 pg/ml
o o J / “& 150 pg/ml
g : 7 200 pg/ml

T T T T T T
0 2 4 ] El 10 12

Sekil 4.13. LyP-1 peptidine ait % 95 su : % 5 ACN (% 0.1 TFA) mobil faz sisteminde

204 nm dalga boyunda elde edilen kromotogramlar (tg= 10.6 dk.).

4.3.2. Dogruluk

Yontem dogrulugunun saptanabilmesi icin distk, orta ve vyiksek
konsantrasyonda (25, 100, 200 ul) 3 6rnegin ardarda yapilan 3 enjeksiyonu sonrasi
% geri kazanimlari ve % Bias degerleri Bolim 3.4.2°de verildigi gibi hesaplanmistir

(Tablo 4.11).

Tablo 4.11. Lyp-1’in g farklh konsantrasyonuna ait dogruluk verileri (n=3).

Eklenen Derisim Hesaplanan Derisim

(ng/ml) (ng/ml)
25 | 100 | 200 | 24.79 | 100.26 | 199.43 | 99.18 | 100.26 | 99.71

% Geri Kazanim

25 | 100 | 200 | 24.84 | 99.93 199.17 | 99.37 99.26 99.59

25 | 100 | 200 | 22.42 99.97 199.72 | 89.66 99.97 99.86

Xort 24.02 | 100.05 | 199.44 | 96.07 | 100.05 | 99.72

% Bias 3.93 0.03 0.14
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4.3.3. Kesinlik

Tekrarlanabilirlik

Bolim 3.4.3’de belirtildigi gibi ol¢imler arasindaki kesinligi belirlemek igin
200 pg/mL derisimdeki peptit c¢ozeltisinden 6 kez enjeksiyon yapilmis ve pik
alanlarina karsilik gelen derisimler igin Ortalama, SS ve VK degerleri hesaplanmistir.
VK'in % 2’'nin altinda bulunmasi yontemin tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir

(Tablo 4.12).

Tablo 4.12. Tekrarlanabilirlik degerleri (n=6).

Enjeksiyon tekrarlanabilirligi Yontem tekrarlanabilirligi
degerleri degerleri
Eklenen ) Hesaplanan ) Hesaplanan
L. Pik Alani L. Pik Alani .
Derigim Derigim Derigsim
(mAu) (mAu)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
5027.68 214.76 4658.7 198.95
4997.38 213.46 4631.3 197.77
200 4981.31 212.77 4669.9 199.43
4961.84 211.94 4663.9 199.17
4944.09 211.18 4676.6 199.72
4925.01 210.36 4595.6 196.25
Xort 212.41 Xort 198.55
SS 1.59 SS 1.31
VK 0.75 VK 0.66

Tekrar elde edilebilirlik

Bolim 3.4.4’de aciklandigi gibi farkh deney zamanlarinda yapilan
enjeksiyonlar arasinda fark olmadiginin belirlenmesi icin 6 farkh peptit sulu
¢Ozeltisinden yapilan enjeksiyonlar sonucu bulunan pik alanlarina karsilik gelen
derisimlerin Ortalama, SS ve VK degerleri hesaplanmistir. VK'in % 2'nin altinda

bulunmasi yoéntemin tekrar elde edilebilirligini géstermektedir (Tablo 4.13).
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Tablo 4.13. Tekrar elde edilebilirlik verileri (n=6).

Enjeksiyon
1. Giin 2. Gin
Sayisi
1 4129.79 5027.68
2 4868.06 4997.38
3 4876.09 4981.31
4 4922.40 4961.84
5 4943.11 4944.09
6 4982.01 4925.01
Alan (mAu) 4786.91 4972.88 Xort SS VK
Teorik Derigim
205.75 213.72 209.74 3.98 1.90
(ng/mL)

4.3.4. Ozgiinliik

Ozgiinliik icin formiilasyona giren yardimci maddeler olan Labrasol, Gelucire
44/14, Peceol ve PEG 300 ile secilen formilasyon F18 (Labrasol/Gelucire 44/14 1:2)
bos olarak analiz edilmis ve etkin madde ile ayni yerde pik vermedikleri
gosterilmistir.  Sekil 4.14'de peptide ve formilasyon bilesenlerine ait

kromotogramlar gorilmektedir.




Hodrm.

500 -

400 -

f T

]
}
Alw|IN P

-200 -

i ' i T i i ' T i i i T i i ' T ' i i T i i ' T ' i i
0 2 4 g g 10 12 min

Sekil 4.14. Yardimci madde, etkin madde igermeyen SMEDDS (1:10 dillisyon) ve LyP-1’e ait HPLC kromatogramlari ;
1) PEG 300, 2) Peceol, 3) Gelucire 44/14, 4) Labrasol, 5) SMEDDS, 6) Lyp-1.

8L
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4.3.5. Duyarhhk
Analiz yonteminin duyarliiginin belirlenmesine yonelik olarak teshis ve tayin
edilebilirlik sinirlari Bolim 3.4.5’de verildigi gibi hesaplanmustir.

Teshis Sinir1 (LOD): 7.75 pg/mL

Tayin Siniri (LOQ): 23.50 pg/mL

4.3.6. Sistem Uygunluk Parametreleri

Yontemin etkinligi ve uygunlugunun incelenmesi igin sistem uygunluk
parametreleri Bolim 3.4.6’da aciklandigl gibi hesaplanmistir. Tablo 4.14’de
hesaplanan degerler goriilmektedir. Hesaplanan verilere gore, gelistirilen yontemin

etkin ve uygun oldugu soylenebilir.

Tablo 4.14. Sistem uygunluk parametreleri.

Parametre Sonug
Kuyruklanma Faktora (T) 1.33
Kapasite Faktorii (k') 2.02
Teorik Tabaka Sayisi (N) 2722.96

4.4, Stabilite Deneyleri

4.4.1. Etkin Madde Stabilitesi
Farkli pH’larda yiritilen stabilite calismalarinda zamana bagh olarak degisen
peptit konsantrasyonlari Esitlik 2.8 ve 2.9°da verilen denklemlerde yerine koyularak

parcalanma hiz sabitleri ve yarilanma dmirleri hesaplanmistir (Tablo 4.15).



Tablo 4.15. Farkli pH’larda hesaplanan ko ve yarilanma émdirleri (37 °C)*

pH Tampon Tiirii ve Derisimi (mM) Kobs (sa™)* ty (sa)
1 HCl 100 2.14x10 3 304.72
2 HCl 10 1.45x10 47.76
3 Fosfat 100 8.50x10 8.15
3 Fosfat 50 6.49x10 10.67
3 Fosfat 25 4.30x10 16.12
3 Fosfat 0 3.05 x10 22.72
4 Asetat 30 2.53x10 2.75
4 Asetat 15 1.59x10 * 435
4 Asetat 7.5 8.64x10 8.02
4 Asetat 0 4.00 x10 17.32
5 Asetat 100 5.52x10 ! 1.25
5 Asetat 50 2.38x10 ™ 2.92
5 Asetat 25 2.29x10 * 3.02
5 Asetat 0 7.17x10 * 9.66
6 Fosfat 20 4.17x10 ! 1.66
6 Fosfat 10 3.68x10 ! 1.88
6 Fosfat 3.52x10 ! 1.97
6 Fosfat 0 3.27x10 ! 2.12
7 Fosfat 50 2.14 0.32
7 Fosfat 25 1.82 0.38
7 Fosfat 12.5 1.78 0.39
7 Fosfat 0 1.62 0.43
12 NaOH 10 3.75x10 ! 1.85

*pH 8, 9, 10 ve 11’de peptit ¢cok hizl bir sekilde pargalandigi (birkag dakika iginde) i¢in parg¢alanma
hiz sabitleri tespit edilememistir.
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Uc farkli tampon konsantrasyonunda calisilan pH 3, 4, 5, 6 ve 7 icin ko degerleri

hesaplanmistir (Sekil 4.15). Bu deger tampon katalizinin olmadigi durumdaki

parcalanma hiz sabitidir. Bunun ic¢in 3 farkli tampon konsantrasyonundaki “Keps”

degerleri bulunmustur. Tampon konsantrasyonu arttikca tampon katalizi nedeni ile

parcalanma hizi da artmaktadir. Buna goére tampon konsantrasyonuna karsl Kops

degerleri grafige gecirildiginde elde edilen dogrunun y-eksenini kestigi deger kg

degerini vermektedir.
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sekil 4.15. Konsantrasyon (M)—kops (sa™) grafikleri.

Stabilite g¢alismalari sonucunda Lyp-1 peptidinin asidik pH’larda ¢ok daha
dayanikli oldugu gorulmektedir. Sekil 4.16’da pH 1'de 37 °C'de gerceklestirilen
stabilite calismasinda 0. ve 20. gline ait kromatogramlar goriilmektedir. 20. giin
sonunda Lyp-1 peptidinin % 65’inin parcalandigl gorilmektedir. Yapilan ¢alismada,
pH 1 icerisinde farkli parcalanma pikleri gorilirken diger pH’larda 2 ana parcalanma

pikine rastlanmaktadir (Sekil 4.17 A-B).
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Sekil 4.17. pH 1 (A) ve pH 2 (B)'de yapilan stabilite ¢alismalarinda olusan
parcalanma pikleri (37 °C).
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Sekil 4.18’de ise pH 2’ye ait pargalanma pikleri goriilmektedir. pH 2’de pH 1’e
gore ¢ok daha hizli bir parcalanma gerceklesmekte olup, 48. saatin sonunda

peptidin % 47’si parcalanmaktadir.

a3

mAl -

80- o
— 0. sa Lyp-1
80-
50-
@-
30-
20-
10-
o
- L] 7 8 9 10 " min
mAU g & 2 é;_;l
@ 3 o
30.sa ° g ;
50 Lyp-l
ol
30 ]
20
&
10 g 4

ao 48. sa

%5&5
%

Sekil 4.18. pH 2’de yapilan stabilite calismasina ait parcalanma pikleri (37°C).

pH 3’de yiritilen calismalarda, 24 saat sonunda peptidin sadece % 19’unun
kaldig1 gortlmektedir (Sekil 4.19). Sekil 4.19’da ayrica zamanla artan parcalanma

Urlinlerine karsilik Lyp-1 peptidine ait pikin gittikce kiictldtugi gorilmektedir.
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Sekil 4.19. pH 3 (0.05 M) tamponunda 37 °C’'de gerceklestirilen stabilite

¢alismasina ait 2, 12 ve 24. saat pargalanma pikleri.

Gorildiga gibi pH arttikca peptidin parcalanma hizi da artmaktadir. pH 4, 5
ve 6’da da iki ana pargalanma pikine rastlanmistir. pH 7 tamponunda peptidin
yarilanma omrinidn 19.2 ila 23.4 dakika arasinda degistigi belirlenmistir. Sekil
4.20'de pH 7’ye ait parcalanma piklerinin de asidik pH’lar ile benzer oldugu
gorilmektedir. Bazik pH’larda ise peptidin dakikalar iginde pargalandig

gortlmustir.

mAl 8

n: 1.sa [

¥ /,\l

: '{ 2 \L

so ‘| Lyp-1

i 1 / \ N :
w: \

Sekil 4.20. pH 7 (0.05 M)’deki parcalanma pikleri (37 °C).
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Elde edilen verilere gore olusturulan peptide ait parcalanma hiz profilinde
de gorilecegi gibi Lyp-1 peptidi pH 1’de en stabil konumdadir (Sekil 4.21). pH1 ve
pH 5 sonrasi parcalanma hizi daha dik bir sekilde artmaktadir. Bulunan hiz profili
literatiirde bulunan benzer ¢alismalarla blyik oranda benzerlik gdstermektedir

(187, 188).

0.5

pH

Sekil 4.21. Lyp-1 peptidine ait pH-Log ko grafigi.

Reaksiyon hizinin sicakhga etkisi Arrhenius tarafindan aciklanmistir.
Arrhenius deneysel sonuglardan yola cikarak, reaksiyon hiz sabitinin mutlak
sicakhkla Ussel olarak degistigini belirlemistir. Bu sebeple; elde edilen sonuglar
gozonline alinarak peptidin pH 1, pH 2 ve pH 3’ln 3 farkli konsantrasyonunda 25 °C
ve 50 °C’de de stabilite ¢alismalari gerceklestirilmistir. Bu calismalara ait sonuclar

Tablo 4.16’da verilmistir.
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Peptide ait aktivasyon enerjilerinin hesaplanmasi igin esitlik 2.10’da verilen

Arrhenius denklemi kullanilmistir. pH 1, 2 ve 3 i¢in Arrhenius grafikleri sirasiyla Sekil

4.22-24'de gorilmektedir.

Tablo 4.16. pH 1, 2 ve 3 ortamlarinda gergeklestirilen kinetik ¢calismalar sonucu elde

edilen kops Ve t1/, degerleri.

Sicakhk
50 °C 37°C 25°C
pH kobs(sa™)  tiz2(sa) | kows(sa™®)  tya(sa) | kous(sa™)  ty2(sa)
1 1.09x102  63.35 | 2.14x10°  304.72 | 7.39x10*  937.91
2 4.61x10 15.05 1.45x10%  47.76 6.91x10°  100.30
3 (100 mM) | 1.89x10* 3.67 8.50x107 8.15 5.48x10%  12.64
3(50mM) | 1.43x10™ 4.85 6.49x102  10.67 | 4.35x10%  15.92
3(25mM) | 1.31x10" 5.28 430x10%  16.12 | 3.64x10%  19.04
Ea
20.12 15.05 10.11
(kcal/mol)
0
-1
-2
3
% 4 50°C
[7,]
:_5 e _
= 37°C
N 25°C
-7 y=-10127x ¥ 26,673 —&
8 R2=0,988
_9 T T T T T T 1

0,00305 0,0031 0,00315 0,0032 0,00325 0,0033 0,00335 0,0034

1/7 (1/°K)

Sekil 4.22. pH 1 ‘de degisen sicakliga bagh olarak LyP-1 pargalanma hiz sabiti

degerleri.
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1/T (1/K)
Sekil 4.23. pH 2’de degisen sicakliga bagli olarak LyP-1 parcalanma hiz sabiti
degerleri.
50°C
L 4
-37°C
PN 22°C
y = -5086,8x + 13,345
R?=0,823

-4,5
-5

0,00305 0,0031 0,00315 0,0032 0,00325 0,0033 0,00335 0,0034

1/7 (1/K)

Sekil 4.24. pH 3’de degisen sicakliga bagli olarak LyP-1 pargalanma hiz sabiti

degerleri.



88

4.4.2. LyP-1 igeren Formiilasyonlarin Stabilitesi

Formilasyon galismalari igin peptidin en stabil oldugu pH olan pH 1 ile dilie
edilen SMEDDS formiilasyonlari hazirlanarak etkin maddenin stabilitesi incelenmistir
(Sekil 4.25). Ayrica, kati dispersiyonun hazirlanmasi ile peptidin SMEDDS iginde yag

fazina gegirilmesi ve korunmasi amaglanmistir.

LyP-1 i
' s gl N4

WA (14 Bog formiilasyon
‘ ( Vs-_d-l-uw,‘—_a——rh.«“——"‘
“b_ e JILRE Standart LyP-1
N L N Oudk
-'_’t‘l £ ‘ ’l,
i ) M (7 S 15.dk
11 T e
b l| CE “ ‘ 1
N, SRS 30.dk
1 il e r v 1 @ iy S
o Lt | [
' o |
N L
Ne_ AN N " l.sa
\'xi‘| I : :\ , 3
Y A ) A s 2.5a
\ e N T — — —
| B
"r {8 3 s
1\"‘ |b\ ,_,y",\‘."'.\-"‘__‘_/ \/ .'.\ 4.sa

Sekil 4.25. 2 mg LyP-1 peptidi iceren SMEDDS formilasyonuna ait kromatogramlar
(37 °C). (Lyp-1 peptidine ait pik okla gosterilmistir).
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Sekil 4.26’de goruldiugl lzere kati dispersiyon haline getirilen peptidin
SMEDDS iginde yag fazina hapsedilmesi ile stabilitede artis gortilmektedir. 2. saatin

sonuna kadar peptit korunmaktadir. 2. saatten sonra ise pargalanma pikleri

belirginlesmektedir.

[\ ! T.*

Mo ) " Bog formiilasyon
:“‘\E f l:v -\1\% F I? "1
/A 1\

e _IL_‘r_,;_\:-., g . ) O.dk

p Rl
I\ 1
it N 15.dk
TR i >

00 B

\ ,‘\| l{\”\h_.‘ b
h ]l: ‘

| b P N | :‘.," N~ 30.dk
R Tt =

]"'1 V. 1.sa

l\\_,\_/“-f _;‘.;, W\ 2.5a

\ Youaiae: BE A : 3.sa

M WV N 4.sa

Sekil 4.26. 3, 2 mg Lyp-1-Soy PC kati dispersiyonu iceren SMEDDS formiilasyonuna

ait kromatogramlar (37 °C). (Lyp-1 peptidine ait pik okla gosterilmistir).
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4.5. Hiicre Kiiltiirii Caligmalari

4.5.1. Etkin madde igermeyen formiilasyonlarin sitotoksisitesi

Yapilan deneyler sonucunda, etkin madde icermeyen formilasyonun pH 7.4
fosfat tamponu ile seyreltilerek hazirlanan 6rneklerin uygulandigi hiicreler, 24 ve 48.
saatlerde MTT testi ile analiz edilmistir.

Bu ornekler igerisinde 1:100-1:400 dilisyona sahip olan gruplarda hicre
canliiginda ortalama % 21’e, 1:1600 ve 1:3200 olan gruplarda ise ortalama % 58’e

kadar disus gozlemlenmistir (Sekil 4.27).

100

80 —

60 +—

I
T
40 +— W 24.sa
- = = s W 48.sa

Kontrol %0,1SDS 1:100 1:200 1:400 1:1600  1:3200
(PBS)

% Hiicre Canlihgi

N
o
|

o

Formiilasyon

Sekil 4.27. pH 7.4 fosfat tamponu ile dilisyon sonrasi etkin madde

icermeyen formilasyonlara ait Caco-% hiicre canlligi degerleri (n=5).

Bunun Uzerine, formiilasyonun diliisyon orani artiriimis ve 1:8000 ile 1:64000
arasinda dilisyonlar yapilarak ayni sekilde Caco-2 hiicrelerine 48 saat boyunca
uygulanmislardir. Deneyler sonucunda 48. saat sonunda canhlik yaklasik % 80
oraninda korunmustur (Sekil 4.28). % 0.1’lik SDS c¢o6zeltisinde ise hiicre canliiginin
ayni sekilde % 20’nin altina distigu goérulmektedir. Dillsyonlar arasi yapilan
karsilastirmalarda 24 saat sonunda elde edilen sonuglar g6z oniine alindiginda
sadece 1:16000 ve 1:32000 diliisyon gruplarinda fark bulunmazken (p>0.05) diger
gruplar arasinda fark anlamh bulunmustur (p<0.05). 48 saat sonunda ise farkh

dilisyonlar arasinda fark bulunmamistir (p>0.05).
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W 24.sa
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Sekil 4.28. pH 7.4 fosfat tamponu ile dillisyon sonrasi etkin madde

icermeyen formilasyonlara ait Caco-2 % hticre canliligi degerleri (n=6).
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Peptit dusik pH’larda stabil oldugu icin, biyoaktivite calismalari icin pH 4 ve

pH 5 asetat tamponlari

ile bunlarla dilie edilmis etkin madde icermeyen

formulasyonlar Caco-2 hiicrelerine uygulanmis ve hiicre canliligi tayin edilmistir. pH

4 tamponu ile hiicre canlihgr % 30’in altina diserken, pH 5 tamponu ve pH 5 ile diliie

edilen formulasyonlarda 2 saat sonunda ortalama % 82 oraninda korunmusgtur (Sekil

4.29). Bu nedenle, etkin madde iceren formulasyonlara ait calismalarin pH 5 ile dille

edilerek 2 saat boyunca yapilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.29. pH 4 ve 5 asetat tamponu ile dillisyon sonrasi etkin madde

icermeyen formulasyonlara ait Caco-2 % hiicre canliligi degerleri (n=5).

Etkin madde igeren formilasyonlara ait c¢alismalarda o6ncelikle Caco-2
hiicreleri Gzerinde toksisite incelenmistir. Uygulanan tim formulasyonlarda peptit
konsantrasyonu sabit tutulmustur (180 nM). Elde edilen sonuclara gore, sadece
peptit ¢ozeltisi uygulanan grupta etkin madde icermeyen formilasyonlara gore
anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). KD ve PF gruplarinin (KD: Peptidin kati
dispersiyonunu iceren SMEDDS formiulasyonu, PF: Peptidi iceren SMEDDS
formiilasyonu) kendi iclerinde farkh dilisyonlarinin karsilastiriimalari sonucu fark
bulunmamis olup, etkin madde iceren formilasyon gruplarinin pH 5 tamponu ile
karsilastirilmasi sonucunda da gruplar arasinda fark bulunmamistir (p>0.05). Bu
durumda etkin madde iceren formiilasyonlarin bos tampon ile ayni etkiyi gosterdigi

ve Caco-2 hicrelerine toksik olmadigi séylenebilir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. pH 7.4 fosfat tamponu ile diliisyon sonrasi etkin madde iceren
formilasyonlara ait Caco-2 % hiicre canhligl degerleri (n=5).

*BF: Bos SMEDDS formiilasyonu, KD: Peptidin kati dispersiyonunu iceren SMEDDS formilasyonu, PF:
Peptidi iceren SMEDDS formiilasyonu.

4.5.2. Etkin Madde iceren Formiilasyonlara ait Biyoaktivite Calismalari

Biyoaktivite calismalarinda, kati dispersiyonu ve peptidi iceren formiilasyon
gruplari 3 farkli diliisyonda MDA-MB 231 hiicre hattina uygulanmistir. Formilasyon
gruplarinda ve ¢ozeltide, peptit konsantrasyonu ayni tutulmustur.

Elde edilen sonuglara ait % hiicre canliigi grafigi Sekil 4.31’de goérilmektedir.
Peptit ¢ozeltisinin bu hiicre hattinda da bos tampona gore etkili oldugu gorilmustir
(p<0.05). Formiilasyon gruplarinda ise peptit ¢cozeltisine gore hiicre canhliginda daha
fazla distise neden olduklari gorilmektedir.

1. saat sonunda KD grubu formilasyonlar ile peptit ¢ozeltisi arasinda fark
bulunmazken, PF grubu formiilasyonlar ile peptit ¢cozeltisi arasinda fark anlamli
bulunmustur (p<0.05). Peptidi tek basina iceren formilasyonlarin (PF 1:16000-
1:32000), kati dispersiyon ile karsilastirildiginda (KD 1:16000-1:32000) hiicre
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canlihgini yaklasik % 10 daha fazla distrdukleri gortlmdistir. Fakat fark istatistiksel
acidan anlamli bulunmamustir (p=0.052). Ote yandan, KD ve PF gruplarinin 1:16000
dilusyonlari karsilastirildiginda farkin anlamli oldugu gérilmektedir (p<0.05). Her iki
formulasyon grubunda kendi iglerinde dillisyonlar arasi fark bulunmamistir (p>0.05).
Etkin madde iceren formilasyonlarin her bir dilisyonu etkin madde icermeyen

formulasyonlariile karsilastirildiginda tiim gruplarda fark bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4.31. pH 5 asetat tamponu ile diliisyon sonrasi etkin madde iceren

formiilasyonlara ait MDA-MB 231 % hiicre canhligi degerleri (n=5).

*BF: Bos SMEDDS formiilasyonu, KD: Peptidin kati dispersiyonunu iceren SMEDDS formilasyonu,
PF: Peptidi iceren SMEDDS formilasyonu.
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4.6. Molekiiler Dinamik (MD) Caligmalari

4.6.1. P32 Proteinine ait Molekiiler Dinamik Calismalari

Peptidin reseptdre baglanmasinin incelenmesi igin dncelikle p32 proteininin
kristal yapisi ve MD yapisinin taninmasi ve karsilastirilmasi amaci ile p32 proteinine
ait molekuler dinamik galismalar yaratalmastir. P32 igin 13 ns implisit su MD
hesaplamalarinda elde eilen RMSD egrileri Sekil 4.32’de gosterilmektedir. Bu RMSD
egrilerine gore P32 proteinin A (siyah), B (kirmizi) ve C (yesil) zincirlerinin 9 ns (9000

ps)’den sonra bir dengeye ve kararliliga ulastigi gorilmustir.

10 T | T I T

Zincir A
Zincir B
Zincir C

(V) -

RMSD (Angstrom)

| L | L
0 5000 10000 13000

Zaman (ps)

Sekil 4.32. p32 proteininin A (siyah), B (kirmizi), C (yesil) zincirleri igin 13 ns (13000
ps) RMSD egrileri. RMSD grafikleri icin X-1sini koordinatlari referans alinmistir.
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Sekil 4.33'de p32’nin X-isini kristal (mavi) ve 13 ns implisit su MD (yesil)
yapilar Ust Uste cakistirilarak kurdele (ribbon) formunda gosterilmistir. Bu yapilara
gore, genel itibari ile proteinin iskelet yapisinda fazla bir sapma tespit edilmemistir.
Ancak p32 X-isini yapisindaki (mavi) halkanin i¢ ylzeyinde sarkan belli amino
asitlerin (A-zincirinde: PHE211 ve LEU226 arasi, B-zincirinde: GLU212 ve SER366
arasli, C-zincirinde: GLU212 ve TYR 224 arasl) sulu ortamda (yesil) proteinin i¢

ylzeyine dogru cekildigi gortlmektedir.

Sekil 4.33. p32’nin X-1sini kristal (mavi) ve 13 ns MD (yesil) yapilarinin Gst Uste

cakistirilmasi. Basit olmasi icin sadece kurdele (ribbon) yapisinda gosterilmektedir.
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Sekil 4.34’de Ust Uste cakistirilan p32’nin A-zincirinde bulunan ve X-isini
koordinatlarinda belirtiimeyen eksik amino asitleri p32’nin MD yapisinda
tamamlanmis olup bdlge 1 ve 2 olarak isaretlenmistir. 13 ns MD hesaplamalari
sonunda olusan yapilanmada bdlge 2 de ASP192 ile GLU197 arasinda alfa heliks
yapisi olustugu gorilmektedir. Bolge 1'deki amino asit zincirinde boyle bir
yapllanma gozlenmemistir. Bolge 2’'deki alfa heliks yapisinin benzeri B ve C

zincirlerinde de 6 ve 13 ns MD boyunca zaman zaman gorilmustir.

S GLU197

Sekil 4.34. p32’nin A zincirinin X-1sini kristal (mavi) ve 10 ns MD (yesil) yapilarinin Ust
Uste cakistirilmasi. Basit olmasi icin sadece kurdele (ribbon) yapisinda
gosterilmektedir. X-i1sini kristal yapisinda koordinatlari belli olmayan amino asitler

(Sekil 3.9, alti gizili bolgeler) MD yapisinda goriilmektedir (bolge 1 ve 2).

4.6.2. LyP-1’e ait Molekiiler Dinamik Calismalari

Peptidin lineer ve siklik haldeki yapilarinin sulu ortamda konformasyonlarinin
belirlenmesi ve en distk enerjili konformasyonun bulunmasi icin LyP-1'e ait
molekiler dinamik ¢alismalari ylritilmustir. Lineer LyP-1 ve siklik LyP-1’in sirasiyla
10 ns implisit su ve 10 ns explisit su MD hesaplamalari boyunca RMSD egrileri Sekil
435 A ve B’de sirasiyla gosterilmistir. Bu grafiklerde, her iki peptit

konformasyonunun da 6 ns’den (6000 ps) sonra dengeye ulastigl gordlmustir.
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Sekil 4.35. Lineer LyP-1 (A) ve siklik LyP-1 (B)’in sirasiyla 10 ns implisit ve eksplisit su

MD boyunca RMSD grafikleri. Grafiklerde peptitlerin baslangi¢ koordinatlari

referans alinmistir.

4.6.3. Docking ve Baglanma Afinitesi Hesaplamalari

Ligant-reseptor etkilesiminin incelenmesi amaci ile docking ve baglanma

afinitesi hesaplari yapilmistir. LyP-1'in diz zincirli ve siklik yapilarinin p32 proteinine

(PDB ID: 1P32) Autodock_vina ile dock edilmis gorintileri sirasiyla Sekil 4.36 A—B ve

Sekil 4.37 A— B’de gosterilmistir. Docking deneyleri sonucunda lineer LyP-1’in

p32’nin degisik bolgelerine konuslanabilecegi tespit edilmis iken siklik LyP-1'in daha

¢ok p32’'nin i¢ halka bolgesindeki C zincirine konuslandigi belirlenmistir. Docking
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deneylerinde, p32 kristal yapisinin dis ylzeyinde koordinatlari tanimlanmamis
amino asit bolgelerine (Sekil 4.34) baglanan LyP-1 konformasyonlari sekil 4.36 ve
4.37’de dahil edilmemistir.

A Zinciri,

C zinciri C zinciri

Sekil 4.36. p32 ve lineer LyP-1’e ait docking goriintiileri A: On bdlge (p32’nin eksik

amino asit bolgesi) B: Arka bolge.

A Zinciri

C zinciri

C zinciri

Sekil 4.37. p32 ve siklik LyP-1’e ait docking goriintiileri A: On bélge (p32’nin eksik

amino asit bolgesi) B: Arka bolge.

Siklik LyP-1’in sulu ortamda p32’ye baglanma afinitesini belirlemek igin siklik
LyP-1’in p32 C zincirinin i¢ halka yuzeyine docking ile tespit edilmis iki farkl

konformasyonu (Konformasyon 1 ve Konformasyon 10) secilmistir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. Docking ile tespit edilmis siklik Lyp-1’in, p32’nin C zincirine baglanma

konformasyonlari, konformasyon 1 (A) ve 10 (B).

Siklik LyP-1’in hangi dock konformasyonunun sulu ortamda (25 °C, 1 atm)
daha yilksek afinite ile baglandigini tespit etmek icin Konformasyon 1 ve
Konformasyon 10’un p32’'nin C zinciri ile olan kompleksleri icin ayri ayri 1000 ps (1
ns) implicit su MD hesaplamalari yaratalmustir. Trajektorlerin 900 ps ve 1000 ps
kisimlarindaki MD koordinatlari kullanilarak MM-PBSA termodinamik hesaplamalari
yapilmistir ve bunlarin sonuclari Tablo 4.17°da verilmistir. Peptit ve protein
yapilarinin ayni olmasindan, her iki konformasyonun da ayni baglanma entropileri
sonucunu vereceklerinden ve MM-PBSA entropi hesaplamalarinin ¢ok zaman
almasindan dolayi, baglanma enerjisine entropi katkilari dahil edilmemistir. Dolayisi
ile baglanma afiniteleri icin bu tezde sadece baglanma entalpileri goreceli olarak
karsilastinlmistir.  MM-PBSA  sonuglarina  goére  LyP-1'in 1.  docking
konformasyonunun (AH = 72.90 kcal/mol) 10. docking konformasyonundan (AH =
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91.32 kcal/mol) yaklasik -18 kcal/mol daha yuksek afinite ile baglandigi hesaplamal

olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.17. Siklik LyP-1’in 1. ve 10. docking konformasyonlari icin MM-PBSA

baglanma entalpi enerijileri (kcal/mol).

Enerji Parametreleri Konformasyon 1 Konformasyon 10
AE, -1374.51 -1653.06
AEypw -29.75 -36.19
AE T 159.65 148.87
AGonel -7.14 -7.07
AG 1324.65 1638.78
AH 72.90 91.32

OH = AE + AEypw + AE\nT + AGhonel + Agel

MM-PBSA enerjisine gore daha yuksek afinite gosteren siklik LyP-1’in 1.
docking konformasyonunun p32 ile kompleksinin sulu ortamda (25 °C, 1 atm) nasil
etkilestigini incelemek icin 3.5 ns’lik implisit su MD hesaplamasi ylritilmastir ve
bunun RMSD grafigi Sekil 4.39’da gosterilmistir. Burada hem siklik LyP-1’in hem de

p32’nin 2 ns MD sonrasinda dengeye ulastigl ve kararli hale gectigi gbozlenmektedir.

15 . I : |

RMSD (Angstrom)

0 . I s | s |
1000 2000 3000

3500

Zaman (ps)

Sekil 4.39. LyP-1’in 1. docking konformasyonunun p32 ile sulu ortamda 3.5 ns
boyunca etkilesmesinin RMSD grafigi.
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Peptidin  ARG5 grubu, C zincirinin GLN212 ve GLU218 gruplan ile,
ARG82 grubu ise, C zincirinin ASN167 ve HIS187 gruplari ile etkilestigi gortlmustir
(Sekil 4.40).

B HIS114

Sekil 4.40. 3.5 ns MD sonunda LyP-1.p32 kompleksinin ¢ozelti yapisi. A. P32'nin
ylzey yapisi ve LyP-1’'in C-zincir'indeki konumu. B. LyP-1 peptit halkasinin p32 C-

zinciri (kurdele yapisi) ile olusturdugu hidrojen baglari (yesil cizgiler).
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3.5 ns MD sonunda LyP-1 peptit halkasinin P32 C-zinciri (Sekil 4.40-A) ile
spesifik hidrojen baglari olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 4.40-B). Baslica hidrojen
baglari LyP-1-GLY2 amit grubu ile p32 C-zinciri-GLU218 y-karboksilat grubu arasinda;
LyP-1-ARG5 guanidinyum grubu ile p32-C-zinciri-(GLU171 ve GLU216) y-karboksilat
gruplari arasinda; LyP-1-THR6 hidroksil grubu ile p32 C-zinciri-SER210 hidroksil
grubu arasinda ve LyP-1-ARG7 guanidinyum grubu ile p32 C-zinciri-(ASN167 B-amit,
ASP185 B-karboksilat ve HIS187 imidazol) gruplari arasinda olugsmustur (Sekil 4.40-
B).

Siklik LyP-1.p32 kompleks sisteminde ortalama MM-PBSA baglanma energisi
3 ve 3.5 ns arasinda 50 adet koordinat kullanilarak hesaplandi ve bu hesaplamalarin
sonuglari Tablo 4.18’de verilmektedir. MM-PBSA sonuglarina gore LyP-1 p32’ye
yiksek bir afinite ile baglandigi hesaplamali olarak tespit edilmistir (AG® = -24.69

kcal/mol).

Tablo 4.18. Siklik LyP-1.P32 kompleks sisteminde ortalama MM-PBSA

baglanma enerijisi (kcal/mol).

Enerji Parametreleri LyP-1
AE, -1293.46
AE\pw -36.99
AE\NT 0.00
AGronel -6.81
AG, 1281.27
AH° -55.99
T.AS° -31.30
AG° -24.69

AH® = AE + AEypw + AE\NT + AGponel + AGe
AG° = AH° - T. AS°
T=300K
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5. TARTISMA

Bu bolimde, tez ¢alismasi sonucunda elde edilen bulgular 1siginda, yapilan
deneysel calismalarin sonuclari degerlendirilmis ve tartisiimistir. Bu amacla,
teknolojik olarak uygun olan formilasyonlarin elde edilmesi icin gergeklestirilen
onformilasyon ve formilasyon calismalari, etkin madde icermeyen formiilasyonlara
ait stabilite ¢alismalari, etkin maddenin miktar tayini igin gelistirilen HPLC yontemi
ve analitik yontemin validasyonu, etkin maddeye ait stabilite ve pargalanma kinetigi
calismalari, etkin madde iceren formilasyona ait stabilite calismalari ve hicre
kiiltir  deneyleri kapsaminda gerceklestirilen sitotoksisite ve biyoaktivite
deneylerine ait sonuclar degerlendirilmistir. Son olarak; molekiiler modelleme
¢alismalari kapsaminda ligant—resept6r arasindaki olasi etkilesimler incelenmistir.
Peptidin (LyP-1) ve reseptorin (p32) kristal yapisi ve MD sonrasi elde edilen yapilari
karsilastirilarak, docking c¢alismalari  yiratilmis ve baglanma enerjileri
hesaplanmistir.

Bu tez calismasinda amag; etkin madde olarak segilen LyP-1 peptidine ait
SMEDDS formilasyonlari gelistiriimesidir. Timor lenfatik damarlarina 6zgli ve
antikanser etki gosteren bu peptidin yag bazli formulasyonlardan olan SMEDDS'ler
ile oral uygulama sonrasi lenfatik yolla tasinmasi, parcalanmadan korunmasi ve etki
yerinde toplanmasi amaglanmaktadir. Bilindigi lizere peptit ve protein yapisindaki
ilaglarin yarilanma ©omdirleri ve vicuttaki dayanikliliklari olduk¢a dustktir.
Tasinmanin lenfatik sistem araciligi ile olmasi ve kanda kalis sliresinin azaltilmasi ile
ilaca ait stabilitenin artirilabilecegi duslintlmektedir. Peptidin timor lenfatik
damarlarina 6zgii olmasi ile de aktif hedeflendirmenin saglanmasi, saglkli dokularda
birikimin ve muhtemel yan etkilerin azaltilmasi amaclanmaktadir.

Teknolojik acidan uygun ve dayanikh formilasyonlarin gelistirilmesi icin ilk
olarak onformiilasyon calismalari gerceklestirilmistir. Bu calismalar kapsaminda 18
adet licgen faz diyagrami ve her bir diyagramdan secilen 10 nokta calisiimistir (Bkz.
Sekil 3.1). Elde edilen veriler sonucunda belirlenen noktalar cevresinde c¢alismalar
yogunlastiriimistir. En uygun formilasyon bilesenlerinin belirlenmesinden sonra

ylzey etkin madde karisiminin orani degistirilerek istenilen 6zelliklere sahip ¢ adet
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Ucgen faz diyagrami elde edilmistir. SEDDS'ler ancak belli yardimci maddelerin
0zglin oranlarda karistiriimasi ile elde edilen formilasyonlardir. Kullanilan yardimci
maddeler bu tip formilasyonlarda siklikla kullanilan, oral ve topikal kullanim igin
onaylanmis ve 6nerilen yag bazli maddelerdir (109, 113, 115, 118, 189, 190).

Sekil 4.3'de goruldiugi gibi dayanikli formilasyonlar tahmin edildigi gibi
Uggenlerin Ust bolgelerinde yani ylizey etkin madde igeriginin arttigi bolgelerde
gortlmustlr. SEDDS formiulasyonlarinda, yuksek ylizey etkin madde
konsantrasyonlari nedeniyle su ile seyreltiimelerini takiben liyotropik sivi kristal
yapilar da (lamellar, hekzagonal, kibik) olusabilir. Ancak yapilan mikroskop
galismalari sonucunda formiilasyonlarda sivi kristal yapisina rastlanmamistir. Yizey
etkin maddeler yag/su araylizeyinde tutunarak sistemin serbest enerjisini duslrir
ve damlaciklarin stabilizasyonunu saglarlar. Yizey etkin madde oraninin fazla
olmasi Gi sistem duvarlarinda iritasyona neden olabilecegi icin istenmeyen bir
durumdur. Ancak formiilasyonun uygulanma hacmi ve uygulama sonrasi Gi kanalda
meydana gelecek sonsuz diliisyon ile bu etki en aza indirilmekte, 6te yandan ylizey
etkin maddelerin bagirsak limeninden etkin madde gecisini kolaylastirma etkisi
gosterecegi distinilmektedir. Elde edilen formilasyonlarla 2 hafta boyunca stabilite
sorunlari gozlenmemis, formilasyonlar berrak fiziksel gortiniimlerini korumuslardir.
Ortalama damlacik biykligu (capt) 20 nm civarinda bulunan formilasyonlarin zeta
potansiyel degerleri ise 0’a yakin bulunmustur. Bunun nedeninin formilasyon
iceriginde iyonik olmayan vylzey etkin maddelerin kullanilmasi oldugu
disiinilmektedir. Zeta potansiyel degeri bize partikller formulasyonlarin stabilitesi
hakkinda bilgi vermektedir ve negatif veya pozitif yonde yiiksek degerlere (30-50
mV) sahip olmasi sistemin stabilitesini artirmaktadir (134). Ancak bu sistemler
sonsuz fiziksel stabiliteye sahip sistemler olarak bilinmektedir ve vyapilan
c¢alismalarda su ile dilisyonlarini takiben 2 hafta boyunca stabilite sorunlarina
rastlanmamistir. Labrasol, Gelucire 44/14, PEG 300 ve Peceol kullanilarak yapilan
formiilasyon calismalari sonucunda 26 adet stabil formilasyon elde edilmistir. En
yuksek damlacik boyutu (25 nm Uzeri) Labrasol /Gelucire orani 4:1 olan

formiilasyonlarda elde edilmistir. Bunlarin icinde en kiiclik damlacik biytkligiine
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sahip formilasyonlar ise (20 nm alti) Labrasol/Gelucire orani 1:2 olan
formulasyonlardir. Bu durumda, Gelucire oraninin artmasi ile damlacik boyutunun
azaldigi gorulmektedir. Model formilasyon olarak, L/G orani 1:2 olan faz
diyagraminda ylzey etkin madde oraninin disik oldugu bolgede bulunan ve iki
hafta boyunca incelenen parametreler agisindan en az degiskenlik gosteren 18
numaral formilasyon secilmistir. Bu formiilasyon % 60 ylizey etkin madde, % 35
yardimci ¢oziict (PEG 300) ve % 5 yag fazi (Peceol) icermektedir.

Formilasyon icerisindeki yardimci maddelerin etkilesimlerinin, diliisyon
oncesi ve sonrasi farkliliklarin incelenmesi amaciyla DSC galismalari yaratilmastir.
Elde edilen verilere gore, yardimci madde ve formiilasyonlara ait DSC termogramlari
karsilastirldiginda, yardimci maddelere ait termogramlarda goérilen bazi piklerin
formiilasyon termograminda da gorildigi bazilarinin ise kayboldugu belirlenmis ve
bulgular kisminda belirtilmistir (Bkz. Sekil 4.10 ve 4.11 ). Mikroemdilsiyon sisteminde
varolan su, sistemin durumuna goére bagli veya serbest halde olabilir. Serbest suyun
fizikokimyasal 6zellikleri saf suya benzerken, bagh su formilasyondaki yiizey etkin
madde varligindan SMEDDS ve suyun birlesmesi sonucu, suyun donma noktasi,
erime noktasi ve entalpi gibi termodinamik 6zellikleri, formulasyonda yer alan ylizey
etkin maddelerden gliclii bir sekilde etkilenir ve yanindaki ylizey etkin madde tiriine
gore degisebilir (191, 192). Diliisyon sonrasi SMEDDS’de ise 0 °C’'de suya ait erime
piki gorulmektedir. Bu bize yag/su mikroemilsiyon formilasyonumuz igindeki
serbest suyun varligini gostermektedir. Dilisyon 6ncesi SMEDDS formiilasyonunda
35 °C civarinda gorilen omuzun Gelucire’den kaynaklandigi distnilmektedir. Ayni
sekilde dilisyon sonrasi 27 °C'de gorilen pikin de Gelucire’e ait oldugu
dislinilmekte ve diliisyon sonrasinda kaydigi gorilmektedir. DSC verilerine gore
SMEDDS ve suyun birlesmesi, formiilasyonda yer alan ylizey etkin maddeler ve
kosolvanin yag/su araytizeyindeki Ug¢ boyutlu konumlanmalarinda degisiklige neden
oldugu soylenebilir.

Peptide ait miktar tayini yontemi gelistiriimesi kapsaminda HPLC c¢alismalari
ylrittlmus ve gelistirilen yontem valide edilmistir. Ayrim yontemi olarak ters faz

sivi kromotografisi secilmistir. Peptit-protein yapisinda maddelerin miktar tayini icin
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siklikla kullanilan bu yontemin segilme amaci, hizli ve etkin bir sekilde maddenin
analizini saglamak ve etkin maddeye ait parcalanma Urilinlerini tespit edebilmektir.
Sistemin mobil fazi, peptitlerin analizinde mobil fazlara siklikla eklenen TFA
icermektedir. TFA’nin dislik konsantrasyonlardaki sulu c¢ozeltileri kullanilarak
peptitlerin ayrimi gliclendirilmekte, pik sekilleri daha diizgin olmaktadir. TFA'nin
kullanimi ile ters ylkli gruplarla iyon cifti olusturarak ters fazda alikonmasinin
artirillmasi veya silanol gruplari ile peptitlerin istenmeyen iyonik etkilesimlerinin
engellenmesi saglanmaktadir. Yontemin validasyonu “ICH Validation of Analytical
Procedures: Text and Methodology Q2 (R1)" stabilite kilavuzu esas alinarak
gerceklestirilmistir. Yapilan analizler sonucu yontemi dogrusallik, dogruluk, kesinlik,
Ozgunlik ve sistem uygunluk parametreleri agisindan valide edilmistir.

Stabilite calismalari sonucunda Lyp-1 peptidinin asidik pH’larda cok daha
dayanikli oldugu gorilmektedir. Peptide ait parcalanma hiz profilinde de goruldigi
gibi pH arttikca peptidin parcalanma hizi da artmaktadir (Bkz. Sekil 4.21). Lyp-1
peptidi pH 1’de en stabil konumdadir, pH1 ve pH 5 sonrasi pargalanma hizi daha dik
bir sekilde artmaktadir.

Lyp-1 peptidindeki asparajin (Asn) amino asidinin deamidasyonu, peptit ve
proteinlerin kimyasal parcalanmasindaki en o6nemli kimyasal yolaklardandir.
Asparajin amino asidinin deamidasyonu sonucu siklik imid olusumunu takiben iki
ana parcalanma Urind, izoaspartil ve aspartil peptit olusumu gorilmektedir (Sekil
5.1). Bu Uriinlerden izoaspartil peptit olusumu daha baskindir (188).

Bulunan kimyasal parcalanma hiz profili literatirde bulunan benzer
calismalarla biylik oranda benzerlik gostermektedir. Patel ve Borchardt’a (187, 188)
ait ve hekzapeptit ile yapilan bir kinetik calismada, deamidasyonun hizi pH arttikca
artmaktadir. Asidik ve alkali pH’larda farkh parcalanma yolaklarinin yiridugi
gosterilmistir. Literatlrde asidik pH’larda asparajinil peptidinin direkt hidroliz ile
aspartil peptidi olusturdugu, bazik pH’larda ise 6nce siklik imid olusumu ardindan iki
parcalanma Urind olusumu goriuldigu belirtiimektedir (Sekil 5.1). Calismada,
peptidin en stabil oldugu pH'nin pH 3 ila 4 araliginda oldugu bulunmustur. Bizim

calismamizda ise, LyP-1 peptidinin pH 1'de en stabil konumunda oldugu
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gozlemlenmistir. Peptidin deamidasyonu pH, sicaklik ve tampon konsantrasyonuna
gore degisebilmekle beraber asparajin amino asidinin C ve N terminallerinde
bulunan amino aside gore de degisiklik gosterebilmektedir. Peptidin sistein amino
asitlerinden disulfiir baglari ile siklik yapi olusturmasi sonucu peptidin stabilitesinde
artis gorulebilir (43, 170). Bizim galismamizda da iki ana pargalanma drinine
rastlanmis bunlardan birisinin ise daha ¢ok miktarda olustugu gortlmektedir. Bu
Urlintn yaklasik % 70—-85 oranla olusan izoaspartil peptidi, diger Grinin ise aspartil
peptidi oldugu distnilmektedir.

Uc farkh sicaklikta gerceklestirilen calismalar sonucunda peptidin
parcalanma hizi, beklendigi gibi artmaktadir. Oda sicakhiginda gergeklestirilen
calismalarda peptidin pH 1’deki yarilanma émriiniin yaklasik 40 giine kadar arttig
gorilmektedir. Ayni sekilde tampon konsantrasyonu da peptidin parcalanmasinda

etkilidir. Tampon katalizi sonucu peptidin  pargalanma hizi  tampon

konsantrasyonuna bagli olarak artmakta veya azalmaktadir.
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Sekil 5.1. Asparajin amino asidinin parcalanma yolaklari (187).
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Sicakhk reaksiyon hizini etkileyen en 6nemli faktorlerden birisidir. Sicakhgin
reaksiyon hizina etkisi ilk defa Arrhenius tarafindan agiklanmistir. Arrhenius’a gore
reaksiyon hiz sabiti, mutlak sicaklikla Ussel olarak degismektedir. Tablo 4.15'de
gorilebilecegi gibi sicaklik arttikga aktivasyon enerjisi artmaktadir.

LyP-1 peptidine ait Arrhenius dogrulari kullanilarak peptidin daha disuk
veya daha yiliksek sicakliklar icin reaksiyon hiz sabitinin hesaplanmasi, farkl
sicakliklardaki yarilanma dmriniin belirlenmesi miimkiin olmaktadir.

Peptidin yag fazina hapsedilmesi amaciyla LyP-1’in kati dispersiyonlari
hazirlanmistir. Bu teknikte peptidin soya fosfotidilkolini ile liyofilize edilerek daha
lipofilik bir hale getirilmesi tasarlanmistir. Peptidi tek basina ve kati dispersiyon
halinde iceren formilasyonlar hazirlanmis ve SMEDDS iginde 37 °C'de
formulasyonlarin stabiliteleri incelenmistir. Kati dispersiyon teknigi ile hazirlanan
peptidin stabilitesinde 2 kata yakin artis gorilmustiir. Bu durumda, peptidin yag
damlaciklariigine hapsedildigi ve tampon hidrolizine karsi korundugu séylenebilir.

Tez kapsaminda yuritilen hiicre kaltird calismalarinda oncelikle etkin
madde icermeyen formilasyonlarin cesitli dilisyonlarda hiicrelere toksik olup
olmadiginin incelenmesi igin Caco-2 hiicre hatti kullanilarak sitotoksisite ¢alismalari
yapilmistir. Caco-2 hiicre hatti kolon kanseri hicreleri kokenli, literatlirde bagirsak
epitelinin taklit edilmesi amaciyla kullanilan hicrelerdir (193). Bu hiicreler
cogalmalarini takiben tek tabaka olusturma ozellikleri nedeni ile 6zellikle
permeabilite calismalarinda siklikla kullanilmaktadir (194, 195). Ayni zamanda
emiilsiyon tipi formulasyonlarin sitotoksisite calismalarinda da Caco-2 hiicre hattinin
kullanildig1 gorilmektedir (123, 195).

Bu tezde oral yolla uygulama ile lenfatik hedeflendirme amaclanmaktadir.
istenilen, tipki yagsi yapidaki maddelerde oldugu gibi, formiilasyonun bagirsak
enterositlerinden emilmesi, sonrasinda M hiicreleri ve Peyer plaklari araciligi ile
lenfatik dolasima gecmesidir. Bu durumda, ilacin emilecegi temel bdlge bagirsak

epitelidir. Bu nedenle, sitotoksisite calismalarinda Caco-2 hiicreleri tercih edilmistir.
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Yapilan deneyler sonucunda, etkin madde icermeyen SMEDDS
formulasyonunun pH 7.4 fosfat tamponu ile dilisyonu hazirlanan orneklerin
uygulandigi hiicreler, 24 ve 48. saatlerde MTT testi ile analiz edilmistir. Bu 6rnekler
icerisinde 1:100-1:400 dilisyona sahip olan gruplarda hiicre canliiginda % 20’ye,
1:1600 ve 1:3200 diliisyona sahip olan gruplarda ise % 60’a kadar disls
gozlemlenmistir. Disik dilisyon oranina sahip gruplarda negatif kontrol olarak
kullanilan % 0.1’lik SDS ¢ozeltisi ile benzer etki goérilmistiir. Bunun nedeninin,
formulasyon icerigindeki yilksek vylzey etkin madde konsantrasyonu oldugu
disunilmektedir. Yiizey etkin maddeler hiicreler arasi siki bolgelerin agilmasini,
dolayisiyla  etkin  maddeye gecirgenligin  artmasini  saglarlar.  Yiksek
konsantrasyonlarda ise hiicre membran yapisini ve bltlinliglini bozarak hiicrenin
Olimine neden olabilirler. Fakat formiilasyonun oral verilmesini takiben mide-
bagirsak kanalinda sonsuz dillisyona ugrayacagl distnulerek dilisyon orani
artirilmistir.  Boylece, 1:8000-1:64000 diliisyon araliginda 48 saat sonunda
hicrelerin % 80’e yakininin canli kaldigi goriilmektedir. Bu durumda, segilen
formiilasyonun hiicrelere sitotoksik etkisinin olmadigi sdylenebilir.

Peptidin bazik pH’larda dakikalar icinde parcalanmasi nedeni ile daha asidik
pH’larda etkin madde icermeyen formilasyonlar ile sitotoksisite calismalari
yapiimistir. ince bagirsagin st kisimlarinda pH 4.5 ile 6.5 arasinda degismektedir
(196). Bunun icin, pH 4 ve pH 5’in en distik tampon konsantrasyonlari, dillisyon
orani olarak ise 1:16000-1:64000 araligi segilmistir. pH 4 tamponu ile yapilan
calismalarda 2 saat sonunda hticre canliligi % 20’ye kadar diserken, pH 5 ile galisilan
gruplarda % 80’e varan hiicre canliigl gozlenmistir. pH 5'de 25 mM
konsantrasyondaki asetat tamponunda peptidin yarilanma émrii 3.024 saattir. Bu
nedenle biyoaktivite calismalari 1. ve 2. saat ornekleri alinarak 2 saat icerisinde
tamamlanmistir.

Biyoaktivite calismalarina baslamadan oOnce etkin madde iceren
formilasyonun sitotoksik etkisini incelemek amaciyla Caco-2 hiicrelerinde uygulama
yapilmistir. Etkin madde iceren formilasyonlarda kontrol grubu ile fark

bulunmazken, sadece peptit ¢ozeltisi uygulanan grupta bos tampona gore anlaml
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bir fark bulunmustur (p<0.05). Ote yandan, etkin madde iceren formilasyonlarin da
sitotoksik etki gostermedigi soylenebilir.

Biyoaktivite calismalarinda peptidin reseptori olan p32’yi icerdigi bilinen ve
daha once LyP-1 ile galisiimis olan MDA-MB 231 meme kanseri hicre hatti
kullanilmistir  (197-200). Kati dispersiyonu ve peptidi tek basina iceren
formulasyonlar ¢ farkh dilisyonda (1:16000, 1:32000, 1:64000) hicrelere
uygulanmistir. Formulasyonun etkisini daha net gérebilmek amaciyla peptidin pH 5
tamponundaki ¢ozeltisi de uygulanmistir. Elde edilen sonuglara goére, peptit ¢ozeltisi
bos pH 5 tamponuna gore hiicre canliligini 2 saat sonunda % 87'den % 70’e
disirmustir. iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh bulunmustur
(p<0.05). Formiilasyon igerisindeki kati dispersiyon ve peptit gruplarina bakildiginda
peptidi yalniz basina iceren formiilasyonlarda etkinin daha fazla oldugu hiicre
canliiginin % 60’in altina indigi gorilmektedir. Bu durumda, formilasyonun peptidin
parcalanmadan hiicreden gecisini artirdigini soyleyebiliriz. 1:16000 dilisyonda 2
saat sonucunda elde edilen verilere gére kati dispersiyon ve peptidi tek basina
iceren formilasyon gruplarinda etkin madde icermeyen formilasyonla karsilastirma
sonrasinda fark anlamh bulunmustur (p<0.05). Kati dispersiyonu iceren gruplarda
yalnizca peptit iceren formilasyon gruplarina gore biyoaktivitenin daha az oldugu
gozlenmistir. Bunun nedeninin, peptidin yagsi tabaka ile kapl olmasi, bu durumda
yag fazinin icinden saliminin daha yavas olmasi ile aciklayabiliriz. Bu durumda,
hiicreler ile inkibasyon siiresi uzatilarak etki artirilabilir. Tim hicre kaltard
¢alismalarinda rastlanan, ilerleyen zamana bagh olarak hticre canliigindaki artmanin
ise yag bazlh formilasyonlarin hicreler lizerinde besleyici etki gostererek hiicre
proliferasyonunu artirmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Peptit ve son vyillarda baglandigi bulunan p32 reseptorii (165) ile
etkilesiminin incelenmesi icin yiritilen molekiiler modelleme c¢alismalarinda
oncelikle P32 proteinine ait molekiiler dinamik (MD) calismalari yapilmistir. P32
proteinin  hilicredeki goérevi tam olarak bilinmemekle beraber oksidatif
fosforilasyonda gorev aldigi séylenmekte ve kanser hiicrelerinde yapiminin arttig

bilinmektedir (165, 167, 197, 199, 201, 202). Hiicre membrani, ¢ekirdek, mitokondri
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ve sitozol gibi hlicrenin degisik yerlerinde konumlanabilen bu trimer yapili proteinin
MD sonucunda elde edilen yapisi kristal yapisi ile karsilastirildiginda, protein iskelet
yapilari arasinda biyuk bir fark olmadigi goriilmektedir (Sekil 4.33). Bununla beraber
p32 yapisinin i¢ kisimlarinda sarkan amino asit kisimlarinin sulu ortam igerisinde ice
dogru kivrildigi ve halka yapisinda genislemeye neden oldugu goriilmustiir. P32’'nin
MD yapisinda goriilen i¢ halkanin genislemesinin (Sekil 4.33), halka icerisinde LyP-
1’in konuslanmasini veya halkadan gecisini kolaylastirdigi dustindlmektedir. P32
proteinine ait kristal ve MD yapilari arasindaki bir diger fark ise kristal yapisindaki
eksik amino asit dizilimlerinin tamamlanmasi (Bkz. Sekil 4.34’da bolge 1 ve 2) ve MD
sonrasinda her bir zincirde ASP192 ile GLU197 amino asitleri arasinda gozlenen alfa
heliks yapisidir. MD sonrasinda Bolge 1’deki amino asit dizilimleri i¢in bir yapilanma
gozlenmemistir.

Peptidin disllfir bagi ile kimyasal agidan daha dayanikl hale gelebilecegi
daha once belirtilmistir. Bu baglamda, peptidin lineer ve siklik yapilarinin hiicre
icinde alacagl konumlarin incelenmesi amaciyla 10 ns boyunca MD calismalari
yurutulmustar. Elde edilen RMSD grafiklerine (Sekil 4.35) gore lineer LyP-1'in RMSD
egrisinin siklik LyP-1’e gore daha genis bir Angstrom araliginda vyayildig
gorilmektedir. Bu da lineer LyP-1'in konformasyonel olarak sulu ortamda cok
hareketli ve esnek bir yapida oldugunu siklik LyP-1’in ise sulu ortamda daha sinirli
hareket ettigini ifade etmektedir. 5 ile 10 ns MD trajektorlerinde uygulanan
kiimeleme (cluster) analizlerine gore elde edilen en disik enerjili Gger tane peptit
konformasyonu Sekil 5.2 A (lineer LyP-1) ve 5.2 B (siklik LyP-1)’de gosterilmistir.
Sekilde de goruldigu gibi kurdele (ribbon) yapilarindaki hareketlilik lineer LyP-1
peptidinde daha fazladir. Ayrica, MD hesaplamalari boyunca lineer LyP-1'in alfa
heliks ile lineer yapilari (Sekil 5.2 A) arasinda denge olusturdugu gozlenmistir.
Lineer LyP-1'in sulu ¢ozeltide konformasyonal cesitliliginin, lineer LyP-1'in p32’nin
birden ¢cok bolgesine baglanabilmesini sagladigl diustindlmektedir (Bkz. Sekil 4.36).
Siklik LyP-1'in  sulu c¢o6zeltideki konformasyonlarinin sinirh  olmasi, docking
deneylerinde siklik LyP-1'in p32’nin sadece i¢ halka bdlgesine baglanmasini

aciklamaktadir (Sekil 4.37).
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Sekil 5.2. Lineer LyP-1 (A) ve siklik LyP-1 (B) kiime yapilarinin (st Gste ¢akistiriimis
kurdele (ribbon) goriintileri.t

Docking deneylerinde lineer Lyp-1’in p32 lzerinde bir ¢ok bdlgede farkli
baglanma konformasyonlarinin oldugu tespit edilmistir. Lineer LyP-1’in her bir farkl
baglanma modu igin sulu ortamdaki afiniteleri hesaplamalarin ¢ok uzun zaman
almasindan dolayi belirlenmemistir. Buna karsilik, LyP-1 peptidinin 6zellikle siklik
formunun p32’ye baglandigi literatirde belirtilmektedir (51, 52, 164, 165). Ayrica,
elde ettigimiz docking ¢alismalari sonuglari ile siklik LyP-1'in daha ¢ok p32’'nin ig
halka yapisinda konuslandigl tespit edilmistir. Bu sebeple siklik LyP-1'in p32 ile
etkilesmesini yakindan incelemek igin bu peptidin p32 C zincirinin i¢ halka ylizeyine
docking ile tespit edilmis iki farkh konformasyonu (Konformasyon 1 ve
Konformasyon 10) segilmistir (Bkz. Sekil 4.39). Secilen LyP-1 konformasyonlarinin
p32 ile sulu ortamda etkilesmelerini incelemek igin 1 ns boyunca implisit su MD
hesaplamalari ve bunu takiben MM-PBSA baglanma enerjileri hesaplamalari

yuratalmastir.



114

Tablo 4.17’da verilen MM-PBSA enerjilerine gére, Konformasyon 1 p32’ye
Konformayson 10’a gére daha kararh bir entalpik afinite ile baglanmaktadir (AH=-18
kcal/mol). LyP-1'in her iki konformasyonunda elektrostatik enerjileri toplaminin
(AEe, gaz fazi+ AGe, sulu faz) kararli (favorable) oldugu hesaplanmistir
(Konformasyon 1: -49.86 kcal/mol, Konformasyon 10: -14.28 kcal/mol). Ayni sekilde,
bu konformasyonlarin elektrostatik olmayan enerjileri toplaminin da  (AEypw,
gazfazi+ Agnonel, SUlu faz) kararh (favorable) oldugu hesaplanmistir (Konformasyon 1:
-36.89 kcal/mol, Konformasyon 10: -43.26 kcal/mol). Dolayisi ile hem elektrostatik
ve hem de elektrostatik olmayan enerjilerin siklik LyP-1'in her iki
konformasyonunun da p32 ile etkilesmesinde rol oynadigi tespit edilmistir. Ancak
elektrostatik ve elektrostatik olmayan enerjilerin toplami (AEe+ AGe) AEvpw+ AGhoner)
Konformasyon 1’i Konformasyon 10’a gore daha kararli bir baglanma durumuna
getirmektedir (Konformasyon 1: -86.75 kcal/mol, Konformasyon 10: -57.54
kcal/mol).

Bu c¢alismalar sonucunda 1. konformasyondaki peptidin reseptdore daha
yuksek afiniteyle baglandigi goriilmis ve reseptorin tamami ile implisit su MD
¢alismalari bu docking konformasyon ile baslatilmistir. 3.5 ns MD hesaplamalari
sonunda elde edilen RMSD grafigi Sekil 4.39’da gosterilmektedir. Grafikten de
gorildugl tzere p32’'nin her bir zinciri 2 ns MD’den sonra dengeye ulasmistir. Siklik
LyP-1 2000 ps'den (2 ns) sonra yer degistirmis ve C zinciri icerisinde daha stabil bir
etkilesme konformasyonu buldugu gorilmustir.

Hesaplama kolayligi agisindan bu MD c¢alismalarinda sadece bir LyP-1 siklik
peptidinin p32 C zinciri ile etkilesmesi incelenmistir. Ancak MD calismalari sonunda
p32 ic halkasindaki hacim genisligi ve p32’nin biitlin zincirlerindeki amino asit
diziliminlerinin ayni olmasi g6z énlinde tutuldugunda, p32’nin i¢ halkasindaki diger
zincirlere de birer LyP-1’in benzer sekilde baglanma olasiliklari yliksektir.

Tablo 4.17'de verilen MM-PBSA sonuglarina goére 1. docking
konformasyonundaki siklik LyP-1 peptidinin p32 C-zincirine daha yilksek afiniteyle
baglandigl gorulmuistir. Bu sebeple 1. docking konformasyonundaki siklik LyP-1

peptidinin p32 (A, B ve C zincirleri kompleksi) ile fizyolojik ortamda davranisini
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incelemek ve afinitesini belirlemek icin 3.5 ns implisit su MD c¢alismalari
yuratalmastiir. MD hesaplamalarinda siklik LyP-1’in 2000 ps’den (2 ns) sonra C
zinciri icerisinde daha stabil bir etkilesme konformasyonu buldugu ve 6zellikle LyP1-
GLY2, LyP1-ARG5 ve LyP1-ARG7 aminoasitlerinin P32 C zinciri ile spesifik hidrojen
baglari olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 4.40-B).

MM-PBSA hesaplamalari siklik LyP-1'in p32 ile etkilesmesinde hem
elektrostatik enerjileri toplami (AEe gaz fazi + AGg, sulu faz) (-12.19 kcal/mol) ve
hem de elektrostatik olmayan enerjileri toplamlarinin (AEypw, gazfazi + AGpenel, SUlu
faz) (-43.80 kcal/mol) kararli (favorable) oldugunu ve bu enerjilerin entalpik
baglanmada rol oynadigini gostermistir (Tablo 4.17). Ancak Tablo 4.18’de verildigi
gibi, MM-PBSA metodu ile hesaplanan entropi terimi (T.AS° = -31.30 kcal/mol)
kompleks sistemin baglanma enerjisine (AG°) kararli olmayan (non-favorable) bir
katkida bulunmaktadir. Dolayisi ile LyP-1 baglanmasi sadece entalpik olarak kararli

bulunmustur.
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6. SONUGC

Bu tez ¢alismasi sonucunda; LyP-1 peptidinin oral yolla uygulanarak lenfatik
hedeflendirilmesi amaciyla, damlacik blyukIGglu ortalama 20 nm olan, fiziksel ve
termodinamik agidan stabil olan SMEDDS formilasyonlari gelistirilmistir. LyP-1
peptidine ait bir HPLC miktar tayini yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Peptide
ait ayrintili bir stabilite calismasi yapilmis olup, 12 farkli tampon kullanilarak
parcalanma hiz sabitleri ve yarilanma omiirleri tespit edilmistir. Sonugta, peptidin
asidik pH’larda daha dayanikl oldugu bulunmustur. Peptidin yag fazina hapsedilmesi
icin, soya fosfotidilkolini kullanilarak kati dispersiyonlari hazirlanmis ve bu yéntemle
peptidin  stabilitesini  arttirmak amaglanmistir.  Etkin madde igermeyen
formulasyonlarin Caco-2 hiicreleri Uzerinde sitotoksisite c¢alismalari yapiimis ve
toksik etki gostermedikleri  gorllmistir. Sadece peptidi ve peptidin kati
dispersiyonunu iceren formilasyonlara ait biyoaktivite ¢alismalari sonucunda,
peptidin timor hiicrelerinde hiicre canhiligini azalttigl, formilasyon icindeki peptidin
ise ¢Ozelti icindeki peptide gore daha etkili oldugu gérilmustir. Son olarak; peptide
ve hlicrede baglandigi p32 reseptoriine ait molekiler dinamik c¢alismalari
ylritilmus, peptidin ve reseptoriin sulu ortamdaki konformasyonlari incelenmistir.
En olasi konformasyonlarla yapilan docking calismalari ile peptidin reseptére nasil
baglandigi aciga cikariimistir.

Gunlmuzde peptit ve protein yapisindaki ilaglarin oral uygulanmasi Uzerine
bircok galisma yapilmakta olup bu tip ilaglarin tasinmasinda SMEDDS'lerle birlikte
diger yag bazh tasiyici sistemlere ait ornekler tezin genel bilgiler kisminda
sunulmustur. Bu tezde calisilan formiilasyon, 6zellikle birden cok ilaci beraber almak
zorunda olan kanser hastalarinda hasta uyuncunu arttirmak amaci ile oral yolla
uygulanmak (zere tasarlanmistir. SMEDDS formilasyonlarina ait piyasada oral
¢Ozelti ve yumusak jelatin kapsilil gibi dozaj formlari bulunmaktadir. Burada
tasarlanan ve oral kullanim icin uygun vyardimci maddeler ile hazirlanmis
formilasyonun da yari kati halde yumusak jelatin kapsiiller icine doldurulmasi, ayni
zamanda enterik kaplanarak midedeki ortamdan korunmasi mimkiin olabilir.

Ayrica, emdilsiyon formilasyonlarinin genel bilgiler boélimiinde bahsedilen
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katilagtirma tekniklerinden bazilari uygulanarak kati SEDDS haline getirilmesi
mumkindir. Bu yolla, uygun yardimci maddeler kullanilarak, sert enterik kaph
kapstllere doldurma veya tablet—mini tablet haline getirme gibi yollarla da kati
dozaj formlari elde edilebilir. Mideden gegen enterik kaph kapsil veya tablet
bagirsak ortaminda dagildigi zaman, igerisindeki yarikati formilasyonun bagirsak
sivilari ile dillisyon sonucu emdilsifiye olarak nanoboyutlu damlaciklar olusturmasi
beklenmektedir. Bu damlaciklarin, yaglarin emilim yolunu izleyerek bulyuk
cogunlukla lenf dolasimi aracilligl ile timodre ulasmasi istenmektedir. TUmor
cevresinde lenf damarlarinin yogunlasmasi ve kullanilan etkin maddenin oOzellikle
timor cevresindeki lenf damarlarina spesifik olmasinin bunu kolaylastiracagi
disinilmektedir. Ayni zamanda, yag damlaciklari icine hapsedilen peptidin
hidrolizden korunmasi ve hilicre membranlarindan gecisinin kolaylastiriimasi da
mumkiin olabilecektir. Yapilan molekiiler modelleme ¢alismalari sonucunda,
reseptore daha etkin bir sekilde baglanabilecek peptitler sentezlenmesi, bu
peptitlerin yag asitleri ile konjuge edilerek stabilite ve lipofilisitelerinin artirilmasi ve
de peptitlerin antikanser etkili  bilesiklerle konjuge edilerek timore

hedeflendirilmesi mimkun olabilecektir.
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Design and Characterization of Tumor Specific Lyp-1 Peptide-Containing SMEDDS
for the Lymphatic Targeting of Solid Tumors in Cancer Therapy

0. Cevik?, N. Gursoy1

1Hacettepe University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical
Technology, Ankara-Turkey

Purpose

Recent studies on tumor homing peptides have shown that the LyP-1 peptide
(CGNKRTRGC) is specific to tumor lymphatics. Knowing that the lymphatic system is
an important pathway of tumor metastasis, the purpose of the present work was to
design SMEDDS (Self-Microemulsifiying Drug Delivery System) formulations for the
lymphatic delivery of a LyP-1 peptide-lipid reversible conjugate targeted to solid
tumors.

Methods

Preformulation studies were carried out to determine the optimum formulation
components of the SMEDDS. Ternary phase diagrams were constructed containing
different oils, surfactants and cosolvents. Characterization studies were conducted
using polarized light microscopy (Leica, Germany) and a nanosizer (Malvern
Zetasizer Nanoseries, UK).

Results

Optimum SMEDDS formulations were obtained using Peceol as the oil phase,
Labrasol:Gelucire (4:1 and 1:2 ratios) mixture as the surfactant system, and PEG 300
as the cosolvent. The oil (5 — 10%), surfactant (50 — 85%), and cosolvent (5 — 45%)
were mixed homogenously on a 40°C water bath until a clear mixture was obtained.
This mixture was then diluted with pH 7,4 phosphate buffer at a ratio of 1:10. The
formulations were clear, isotropic systems with Newtonian type flow properties.
These SMEDDS formulations were physically stable with no phase separation
following a two week stability study at 25£1°C. The pH of the formulations varied
between 7,05 — 7,20. The formulations were evaluated using polarized light
microscopy for the possibility of liquid crystal structures that give specific
anisotropic image under polarized light. None of the SMEDDS formulations
appeared to have liquid crystal structures. Since non-ionic surfactants were used in
the formulations, the zeta potential values were close to zero. The droplet size was
28,25+5,52 nm (PDI:0,19) and 18,04%+1,84 nm (PDI:0,19) for the SMEDDS
formulations containing Labrasol:Gelucire at a ratio of 4:1and 1:2, respectively.
Conclusion

Suitable SMEDDS formulations were designed and characterized for the targeted
lymphatic delivery of the anticancer peptide LyP-1.
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Stability Assessment of the Tumor Spesific Lyp-1 Peptide at Different pH and in
the Newly-Developed Self-Microemulsifying Drug Delivery Systems (SMEDDS)

O. Cevik, N. Gursoy

Hacettepe University

Purpose.

To determine the chemical stability of the anticancer peptide, Lyp-1 (CGNKRTRGC),
at different pH values and in the newly-developed self-microemulsifying drug
delivery systems (SMEDDS).

Methods.

The pH and time-dependent chemical stability of the Lyp-1 peptide was monitored
at different pH values ranging from 1 to 12. All studies were carried out at 37 °C and
at a constant ionic strength of 0.15. The initial concentration of the peptide was

10 mM in all the solutions prepared. The samples were kept frozen at — 100 °C until
analysis. The chemical stability of the peptide was further monitored in the SMEDDS
formulations that were recently developed. The peptide was added into the
SMEDDS formulations as is or as a solid dispersion form prepared with soy
phosphatidylcholine at a 1:4 (w/w). The quantitative analysis was conducted with a
validated HPLC method utilizing a RP-HPLC equipped with a C18 column. The

HPLC analysis was carried out at 204 nm, and the samples were run in triplicate.
Results.

Deamidation of Asn residues is a major chemical degradation pathway of peptides
and proteins. The final degradation products are known to be the isoaspartyl
peptide and aspartyl peptide. It appears that the Lyp-1 peptide which also contains
an Asn residue degrades into the two major degration products. It was also found
that the peptide was more stable at low pH than at neutral or high pH. On the other
hand, the Lyp-1 peptide was found to be quite stable in the SMEDDS formulations.
Conclusion.

Buffer catalysis was observed during the pH-dependent chemical stability
assessment of the Lyp-1 peptide. It appears that the chemical stability of the
peptide could be improved when formulated into the newly-developed SMEDDS
formulations, which have been designed for the lymphatic targeting of this highly
potent anticancer peptide.
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