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OZET

Karaca, M. (2017). Pankreas Kanseri Tedavisine Yonelik Gemsitabin ve Vismodegib
Iceren Misellerin Hazirlanmas1 ve Karakterizasyonu. Istanbul Universitesi Saglik

Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Teknoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Hedgehog (Hh) sinyali pankreas duktal adenokarsinomasi gelisiminde ve metastasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Hastaligin tedavisinde ilk secenek olan Gemsitabin (GEM)’
in kullanimi hizli metabolizmaya ugramasi ve kisa yar1 Oomrii sebebiyle sekteye
ugramaktadir. Birden fazla ila¢ kullanilarak uygulanan kombinasyon tedavisi yaklagimi
kanser tedavisinde umut vadeden bir yaklasimdir. Bu tez c¢aligmasinda, poli (etilen
glikol)-blok-poli(2-metil-2-karboksil-propilen  karbonat)-graft-dodekanol (mPEG-b-
PCC-g-DC) kopolimeri sentezlenerek bu kopolimere GEM konjuge edilerek miselleri
hazirlanmis veya hidrofobik bolgesine bir Hh inhibitorii olan vismodegib (GDC-0449)
enkapsiile edilmigtir. Calismanin amaci ise bu misellerin kombinasyonunun tekli misel
formiilasyonlarina gére Hh sinyalini inhibe etmede ve pankreas kanserinin proliferasyonu
ve metastazint engellemede daha etkili olup olamayacaginin gosterilmesidir. Tez
caligmas1 sonucunda, GEM’ in konjugasyon sonrasi in vivo stabilitesinin etkili sekilde
artirlldigl bunun da daha yiiksek antitlimor etki sagladigi gosterilmistir. Enkapstile olan
Vismodegib’ in yaklasik %80’ 1 ve konjuge olmus GEM’ in yaklasik %19’ u in vitro pH
5.5 de 48 saatte uzatilmis salim ile salinmigtir. MIA PaCa-2 kanser hiicre hatt1 {izerine
yapilan ¢aligmada misel kombinasyonunun tekli misel formiilasyonlarina gore hiicrelerin
invazyon, migrasyon ve koloni olusturma potansiyellerini anlamli derecede inhibe ettigi
gosterilmistir. Kombinasyon miselleri ile tedavi tekli misel formiilasyonlarina gére PARP
kesilmesinde ve Bax ekspresyonunda fark edilebilir bir artis saglamistir. In vivo ve in
vitro ¢alismalar sonucunda, misel kombinasyonunun etkili sekilde timor biiylimesini
engelledigi, apoptozisi artirdigi, Hh ligandlar1 PTCH-1 ve Gli-1’ in ekspresyonunu
azalttig1 ve epitelyal-mezenkimal dontisiim (EMD) aktivatorii ZEB-1 diizeyini disiirdiigi
gosterilmistir. Sonu¢ olarak, GEM ve Vismodegib (GDC-0449) tasiyan misel

kombinasyonu pankreas kanseri tedavisi i¢in potansiyel tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler : pankreas kanseri, hedgehog sinyali, gemsitabin, vismodegib,

polimerik miseller, kombinasyon tedavisi
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ABSTRACT

Karaca, M. (2017). Preparation and Charactarization of Micelles Containing Gemcitabine
and Vismodegib for Pancreatic Cancer Treatment. Istanbul University, Institute of Health

Science, Pharmaceutical Technology Department. Doktora Tezi. Istanbul.

Hedgehog (Hh) signaling has a pivotal role in the growth and metastasis of pancreatic
ductal adenocarcinoma (PDAC). Gemcitabine (GEM) has long been used as a first-line
therapy for PDAC, however its clinical benefits are compromised due to rapid
metabolism and short plasma half-life. Combination therapy approach emerges as a
promising alternative for treating cancer. In this thesis study, we conjugated the GEM to
methoxy poly(ethylene glycol)-block-poly(2-methyl-2-carboxyl-propylene carbonate)-
graft-dodecanol (mPEG-b-PCC-g-DC) copolymer and encapsulated a Hh inhibitor,
vismodegib (GDC-0449), into its hydrophobic core individually for pancreatic cancer
treatment. The aim of this study is to determine the combination effect of GEM and
Vismodegib (GDC-0449) to inhibit Hh signaling pathway and block the proliferation and
metastasis of pancreatic cancer. Miceller delivery system has enabled sustain delivery
which was evaluated in in vitro release studies. It was shown to be that almost 80% of
encapsulated GDC-0449 and 19% conjugated GEM were released in vitro at pH 5.5 in
48 h. Combination of two micelles composed of GEM and vismodegib (GDC-0449)
significantly inhibited the invasion, migration, and colony forming features of MIA PaCa-
2 pancreatic cancer cell line. In vitro protein analysis showed that miceller mixture
treatment resulted in notably increased apoptosis that was evaluated via PARP cleavage
and Bax expression. Combination approach applied on athymic nude mice bearing
subcutaneous tumor generated using MIA PaCa-2 cells and resulted in inhibited tumor
growth, increased apoptosis, reduced Hh ligands Gli-1, and lowered EMT- activator ZEB-
1 compared to monotherapy as demonstrated in immunohistochemical analysis. In
conclusion, micelle combination composed of GEM and GDC-0449 have the potential

to treat PDAC.

Key Words: pancreatic cancer, hedgehog signaling, gemcitabine, GDC-0449, polymeric

micelles, combination therapy



1. GIRIS VE AMAC

Oliime sebebiyet veren kanser tiirleri arasinda pankreas kanseri dne ¢ikan bir
tirdiir. Hem erken hem de ileri derece pankreas kanserinde tek faydali yontem cerrahi
cikarim iglemidir, ancak hastaligin prognozu oldukga zayiftir (Cheol Kim ve ark., 2012).
Hastalarda metastaz ve lokal tekrarlama gerceklesmekte ve adjuvan tedavi uygulanmasi
gerekmektedir. Gelistirilen tedavi yontemlerine ragmen toplam sagkalim oldukga diigiik

olup, hastalarda ilaca kars1 direng ve toksisite goriilmektedir (Oberstein ve Olive, 2013).

Bir pirimidin antimetaboliti olan gemsitabin (GEM), 15 yildan uzun siiredir
kemoterapik ajan olarak kullanilmaktadir ve etkisi kromozomal replikasyonu
engelleyerek ve apoptozisi indiikleyerek gostermektedir (Ewald, Sampath ve Plunkett,
2008). Ancak, ilacin vuciida alinmasmi takiben hizla metabolize olmasi klinik
potansiyelini kisitlamaktadir. Ilag, viicuda alindiktan sonra sitidin deaminaz enzimi
tarafindan metabolize olarak 2’-2’-diflorodeoksiiiridin inaktif metabolitine doniismekte
ve bobreklerden atilima ge¢mektedir. Bu durumda hastalara daha yiiksek dozlarda
uygulama gerekmekte ve bu da ciddi yan etkilere ve toksisiteye yol agmaktadir (Reddy
ve Couvreur, 2008).

Gemsitabin’in bir baska kisitlayici 6zelligi ise hidrofilik bir yapiya sahip olmasi
ve bu durumun ilacin uzatilmis salimini ve kanser dokusuna ekstravazasyonunu

engellemesidir (Chitkara ve ark., 2013).

Gemsitabin’in farmakokinetik 6zelliklerini iyilestirmek ic¢in nanoformiilasyonlar
gelistirilmis, plazmadaki instabilitesi engellenmeye calisilmistir. Ilacin  salimini

iyilestirmek i¢in enkapsiilasyon ve konjugasyon teknikleri kullanilmigtir.

Gemsitabin ile polimer konjugasyonlari modifiye polietilen glikol (PEG)
kullanim1 ile ilacin stabilitesi ve sitotoksisitesi artiritlmis ve farmakokinetik 6zelligi

iyilestirilmistir (Vandana ve Sahoo, 2010).

Gemsitabinin skualen konjugatlar1 hazirlanarak lipozomal formiilasyonlar
olusturulmus, ilacin farmakokinetik profili iyilestirilmis ve direngli kanser hiicrelerinde
birikmesi saglanmistir. Fakat bu formiilasyonlar retikiilo endotelyal sistem (RES)
hiicreleri tarafindan alinarak karaciger ve dalakta birikime yol agmistir (Pili ve ark.,

2010).



Kanser kok hiicreleri, stroma olusumu, ekstraseliiler matriks proteinlerinin agiri
iretimi pankreas kanseri patolojisi olusturur. Pankreas kanseri ile Hedgehog sinyali
arasinda korelasyon oldugu pek c¢ok c¢alisma ile kanitlanmistir. Bu ¢alismalarda
Hedgehog sinyal yolaginin diizensizliginin kanser mikrogevresinde anlamli bozukluga
sebebiyet verdigi gosterilmistir (Feldmann ve ark., 2007). Hedgehog sinyali, embriyonik
gelisim sirasinda hiicresel farklilasmadan sorumluyken, eriskinlerde sessiz konuma
geger, yeniden aktivasyonu ise kanser gelisimine yol agmaktadir (Jiang ve Hui, 2008).
Siklopamin, erismodegib, vismodegib (GDC-0449) gibi Hedgehog antagonistleri
Smoothened (SMO)’a baglanarak hiicre i¢i pek ¢ok kaskadi etkileyerek transmembran
proteini PTCH-1 ve Gli transkripsiyon faktorlerinin inaktivasyonuna yol agarak
Hedgehog sinyalini bloke eder (Gupta, Takebe ve LoRusso, 2010). Vismodegib (GDC-
0449)’in yiiksek dozlarda Hedgehog sinyalini baskiladig1 ancak anjiyogenezisi artirdigi
gosterilmistir (Mathew ve ark., 2014). Gemsitabin, vismodegib (GDC-0449) ve nab-
paklitaksel kombinasyonunun Gemsitabin ve kombinasyonundan {istiin oldugu
gosterilmistir (Teague, Lim ve Wang-Gillam, 2015). Pek ¢ok ¢alismada gemsitabin ve
Hedgehog inhibitorii kombinasyonunun pankreas kanseri timor biiylimesi rediiksiyonu
sagladigr  gosterilmigtir.  Fakat, gemsitabin ve  vismodegib (GDC-0449)
kombinasyonunun degerlendirildigi pilot klinik ¢aligmada kombinasyon tedavisinin
yalnizca gemsitabin tedavisine gore toplam medyan sagkalimda veya progresyonsuz
sagkalimda bir iistiinliik gostermedigi goriilmiistiir (Kim ve ark., 2014). Bu yiizden etkili

tedavi saglanabilmesi i¢in dengeli Hedgehog inhibisyonu yapilmalidir.

Gelisimsel bir proses olan epitelyal-mezenkimal dontisiim (EMD) ile Hedgehog
sinyali arasindaki baglanti pek ¢ok ¢aligmada gosterilmistir. EMD’de polar, hareketsiz
fenotipe sahip epitel hiicreler nonpolar, hareketli mezankimal hiicrelere doniisiir ve bu
durum tiimor gelisimini ve metastazt hizlandirir (Wang ve ark., 2016). Hedgehog
sinyalinin inhibisyonu ile EMD’nin tersine ¢evrilmesini saglayarak sitotoksik ilaglarin

timor duyarlilig artirilabilir.

Tez calismasinda biyouyumlu PEG ve biyobozunur polikarbonattan olusan
amfifilik polimer poli(etilen glikol)-blok-poli(2-metil-2-karboksil-propilen karbonat)
(PEG-PCC)’in karboksil grubuna gemsitabin konjuge edilerek etkili yiiklenme

saglanmigtir. Yine polimere gemsitabin ile birlikte dodekanol de konjuge edilerek



polimerin lipofilik o6zelligi artirilmaya ¢alisilmistir ve misel formiilasyonlari

olusturulmustur.

PEG-PCC’nin yalnizca dodekanol ile konjugasyonuna ise Hedgehog inhibitorii
vismodegib (GDC-0449) enkapsiile edilmistir. Tekli miseller ve kombinasyonlari in vitro
MIA PaCa-2 insan pankreas kanseri hiicre hatt1 ve in vivo atimik nude fareler lizerinde

degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pankreas Kanseri
2.1.1. Epidemiyoloji

Pankreas kanseri 5 yillik sag kalim orant %1.2-6 olan dldiiriicti bir hastaliktir
(Torre ve ark., 2015; Siegel, Miller ve Jemal, 2015). Diinyada her y1l 200.000’den fazla
insan pankreas kanseri yiiziinden olmektedir. Amerika’da pankreas kanserinin 2030
yilina kadar kanser 6liimlerinde ikinci siray1 yer almasi beklenmektedir (Rahib ve ark.,
2014). Avrupa popiilasyonlarinda da pankreas kanserine bagli 6liimler raporlanmakta, bu
da hastaligin diinya genelindeki ciddiyetini gézler 6niine sermektedir (Malvezzi ve ark.,

2016).

2.1.2. Risk Faktorleri

Hastalik Hindistan, Afrika ve Gilineydogu Asya’da diinyanin diger bolgelerine
oranla daha az siklikta goriilmektedir (Kamisawa ve ark., 2016). Afrikali-Amerikanlarda
Amerika’daki diger etnik gruplara oranla goriilme siklig1 daha yiiksektir. Fakat bu farkin
sebebi sigara icme veya diyabet gibi risk faktorlerinden kaynaklaniyor olabilmektedir.
Cinsiyet de pankreas kanseri goriilme sikligini etkileyen bir baska faktordiir. Hastalik
kadinlara oranla erkeklerde %50 daha sik goriilmektedir. Yine ayni sekilde 60-80 yas
hastalarda daha sik goriilmektedir (Kamisawa ve ark., 2016). Pankreas kanseri
vakalarinin yaklasik %10’u ailesel temele dayanmaktadir ve ailesel bir 0ykii kisinin
hastalig1r gecirme riskini artirmaktadir (Hruban ve ark., 2010; Klein, 2004). Ailesel
gecmisten sonra pankreas kanserine sebep olan en temel risk faktori sigara kullanimidir.
Kullanima ara verdikten 10 y1l sonra dahi %75 artmis risk bulunmaktadir (Iodice ve ark.,
2008). Kronik pankreas iltihabina sahip hastalar yasam boyu pankreas kanseri riski
tagimaktadir (Raimondi ve ark., 2010). Diyabet hastalarinda pankreas kanseri gelisme
riski %30 olarak bilinmekte ve bu risk hastalik teshis edildikten 20 y1l sonrasinda dahi
ciddiyetini devam ettirmektedir (Bosetti ve ark., 2014). Pankreas kanseri olusumu ile
obezite, 6zellikle viicut-kiitle indeksi (BMI) ve merkezi yag dagilimi arasinda pozitif bir

iligki bulunmaktadir (Arslan, 2010).



Tablo 2-1: Pankreaas Kanseri Risk Faktorleri

Sigara kullanimi

Alkol kullanimi

Beslenme aliskanliklar1

Kahve tiketimi

Ailesel 0ykii ve genetik yatkinlik

Diyabet ve kronik pankreas iltihabi gibi pankreas kanseri tetikleyici predispozan
hastaliklar

2.1.3. Hastalik Biyolojisi
2.1.3.1. Gen Degisimi ve Molekiiler Patoloji

Pankreas kanseri genomunda 63 genetik degisim bulunmustur. Yapilan molekiiler
analizlerde tiimdrogenez ve tedavi etkinligini etkileyen kanser genleri ve kanser sinyal

yolaklar1 gézlenmistir (Jones ve ark., 2008).

GTPaz, guanosin trifosfat (GTP)’1 hidroliz eden enzimdir. KRAS geni bu enzimi
kodlar ve GTPaz, biiylime faktorii reseptorlerinin downstream sinyalini diizenler. KRAS
geni ileri asamadaki pankreas kanserlerinde mutasyona ugramis onkogen olarak kodon
12°de bulunur. Kras mutasyonlar1 insan pankreas intraepitel neoplazi (PanIN) gelisiminde

erken sathada gézlemlenmistir (Karanikas ve ark., 2016).

Pankreas kanserinde CDK4/Rb yolagi, BRCA2 ve LKBI1 gibi tiimor supresor
genlerin ekspresyonunda da degisiklikler meydana gelir (Karanikas ve ark., 2016).

P53 geni hiicre donglisii ve apoptoziste onemli bir role sahiptir ve pankreas

kanserinde p53 geni mutasyonu oldugu goriilmiistiir (Muller and Vousden, 2013)

Hastalarin %55’inde transforming biiylime faktorii (TGF-8)’y1 kodlayan timor
supresor gen SMADA4 te de degisiklikler bulunmustur (Maitra and Hruban, 2008).



Proto onkogen B-Raf’ta mutasyonlar gozlenmistir. BRAF, mitojen-aktive protein
kinaz (MEK) ailesine ait olan RAF’1 kodlar. MEK, ekstraseliiler sinyal regiile kinazlar
(ERK) aktive ederek mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) sinyal yolagini aktive eder
(Karanikas ve ark., 2016).

KRAS ve BRAF mutasyonlarinin en sonunda MAPK sinyal yolagini tetikleyerek

pankreas kanseri gelisimine sebep oldugu bulunmustur (Furukawa, 2015).

Fosfatidilinositol-4,5-bifosfat 3-kinaz (PI3K) bir diger 6nemli sinyal yolagidir,
hiicre biiylimesini ve sagkalimmi yonetir ve pankreas kanseri ile yakin iligkisi

gosterilmistir (Payne ve ark., 2015).

2.1.4. Pankreas Kanseri ve Hedgehog Sinyali

Hedgehog sinyal yolagi, embriyonik organ olusumu sirasinda énemli bir role
sahiptir. Fakat, yetiskin doku hiicrelerinde bu yolagin aktivitesi anlamli derecede
azalmistir. Yetigkin hiicrelerinde bu sinyal yolagiin uygun olmayan aktivasyonu deri,
cerebellum, akciger, pankreas ve prostat gibi organlarda tiimor olusumu ile baglantilidir

(Abidi, 2014).

Memelilerde bilinen 3 tane hedgehog ligandi vardir. Bunlar Sonik Hedgehog
(Shh), indian Hedgehog (Ihh) ve Desert Hedgehog (Dhh)’dir. Ugii de ayn1 transmembran
reseptorii, Patched (Ptch)’e baglanir. Bu ligandlarin yoklugunda, Patched sinyal bileseni
Smoothened’1 (Smo) akisin1 bloke ederek sinyal yolagini inhibe eder. Bir Hedgehog
ligandinin Ptch’e baglanmasiyla, Ptch’in Smo {izerindeki inhibisyon fonksiyonu
baskilanir ve sonucunda Gli ailesi transkripsiyon faktorleri niikleusa translokasyon yapar
ve Hedgehog genlerinin ekspresyonunu aktive eder (Sekil 2-2). Bu ailenin memelilerde
bulunan 3 iiyesi vardir. Bunlar Glil, Gli 2 ve Gli3’tiir. Glil ve Gli2 genel olarak hedef
transkripsiyonun aktivatorii olarak hareket eder. Gli3’iin ise Hedgehog ligandlarinin

yoklugunda gen transkripsiyonunu baskiladig1 gosterilmistir (Rimkus ve ark., 2016).

2.14.1. SHH

Pankreas kanserinde Hedgehog sinyalinin 6neminin kaniti1 ilk olarak PanIN
lezyonlarinin ve invaziv pankreas karsinomalarinin SHH ligandi eksprese ettiginin
gbzlemlenmesiyle ortaya ¢ikmistir. Bu bulgu bir sekilde sasirtict olarak goriilmiistiir

ciinkii SHH ekspresyonu normal embriyonik ve yetigkin pankreas dokusunda



bulunmamistir. Bu durum pankreas hiicrelerinin tiimér olusumu siiresince transkripsiyon

profilinin oldukga aktif oldugunu desteklemektedir (Thayer ve ark., 2003).

2.14.2. PTCH1

12-transmembran proteini olan ve Hedgehog sinyalinde reseptor olarak gorev alan
Ptchl, Patched geni tarafindan kodlanir (Lum, 2004). Patched bir tiimor baskilayici
gendir ve bu genin mutasyonu Gorlin sendromu, medulloblastoma ve 6zofagal ve

skuamo6z kanserine yol agar (Bai ve ark., 2016).

2.1.4.3. SMO

Hedgehog peptidleri salindiginda ve hedef hiicrelerin Hedgehog reseptorlerini
aktivite ettiginde, Ptch aktivitesi baskilanir ve bu durum Smo’nun plazma membranina
translokasyonuna onciiliik eder. Smo, bir protoonkogen olaran Smo geni tarafindan
kodlanir. Heterotrimerik G-proteini ile baglasik bir 7-transmembran proteindir (Bai ve

ark., 2016).

Cekirdekte, Gli transkripsiyon faktorleri DNA’ya baglanarak Fox, Myc ve cyclin
D gibi doku gelisimi, farklilagsmasi, epitel-mezenkimal doniisiim ve kok hiicrelilikte rol

alan genlerin transkripsiyonunu diizenlerler.

Hh sinyal yolagi normalde reseptore ligand baglanmasiyla aktive olmasina
ragmen, Hh ligandlar1 olmadiginda da Gli protein aktivitesini artiran pek ¢cok mekanizma
bulunmustur. Meme kanserinde TGF-f sinyalinin Gli2 hedef genlerini aktive ettigi ve
ileri kemik metastazina sebebiyet verdigi gosterilmistir (Johnson ve ark., 2010). Bazal
hiicre karsinomasinda (BCC) mutasyona ugramis PTCH1 ekspresyonu Gli aktivasyonuna
sebep olmustur (Chen, 2002). Burkitt lenfomasinda onkogen c-MYC’nin Glil
ekspresyonunu SMO, PTCH veya Hh ligandlarinin varhigindan bagimsiz olarak
diizenledigi bulunmustur (Yoon ve ark., 2013). Pankreas kanseri modelleriyle yapilan pek
cok ¢aligma da Hh yolaginin parakrin yolla aktive oldugu dogrulanmistir. PI3K/AKT ve
RAS/ERK gibi diger sinyal yolaklarinin da pek cok kanser tiiriinde dogrudan Gli
proteinlerini aktive ettigi gosterilmistir (Hanna ve Shevde, 2016). Biitiin bunlar Gli
proteinlerinin aktivasyonunun ve onlarin hedefindeki genlerin transkripsiyonu sadece
PTCH reseptoriine Hh ligandi baglanmasiyla aktive olan klasik Hh yolagina bagh

olmadigint gostermektedir.



Insanlarda PanIN olusumu igin ilk basamak KRAS mutasyonudur ve bunu
Hedgehog sinyalinde bir artig takip eder. Hiicre-otonom Hedgehog aktivasyonunun
PanIN olusumunu hizlandirip hizlandirmayacagimi anlamak icin aktif Kras ve Hh
mutasyonlaria sahip transgenik fareler (Kras/GLI2) firetilmistir. Bu hayvanlardan
pankreaslar1 izole edilmistir ve karsinomaya donlismek iizere olan gesitli PanIN

lezyonlar1 gdzlemlenmistir (Pasca di Magliano and Hebrok, 2010).
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Sekil 2-1: Pankreas kanseri gelisim modeli (Hruban, 2000)

2.1.5. Desmoplazi

Desmoplazi, desmoplazik reaksiyon olarak isimlendirilen pankreas kanserinin
temel karakteristiklerinden biridir. Ekstraseliiler matriks proteinlerinin anlaml diizeyde
asir1 liretimi ve miyofibroblast-benzeri hiicrelerin asir1 ¢ogalmasi sonucu hiicresel ve
hiicresel olmayan bilesenlerden olusan kalin ve fibréz bir dokunun olusmasi olarak
tanimlanir (Whatcott ve ark., 2012). Desmoplazinin hiicresel bilesenleri yildiz hiicre
tiirevi miyofibroblast benzeri hiicreler ve immiin hiicre tipleridir. Hiicresel olmayan
bilesenler ise kollajen 1, 2 ve 4, fibronektin, laminin, hiyaluronan ve glikoprotein

osteonektin gibi ekstraseliiler matriks proteinleridir (Apte ve ark., 1999).

Ekstraseliiler matriks proteinlerinin {iretiminin artmast ve interstitiyal sivi
basincinin yiikselmesi zayif doku perflizyonuna sebep olur. Bu durum ise fizyolojik
kemorezistansa yol agar. Diop-Frimpong ve ark, anti-hipertansif ajan Losartan’in kollajen

diistirticii etkisi ile nanopartikiillerin penetrasyonunda anlamli artis gerceklestigini



gostermislerdir (Diop-Frimpong ve ark., 2011). Kollajen gibi dokunun hyaluronan
iceriginin de ilaclarinin perfiizyonuna etkisi s6z konusudur. Hyaluronan yani bir diger
adryla hyalunorik asit ekstraseliiler matriks proteinleri aginin yapisal rijiditesine katkida
bulunur ve damarlardan disariya gececek molekiiller i¢in adeta molekiiler elek gorevinde
bulunur (Stern, 2004). Bu durum ise pankreas kanserinde kemoterapik ajanlarin bolgeye

penetrasyonunu azaltir.

Desmoplazi, bircok hiicre i¢i ve hiicreler arasi biyolojik sinyal olaylar ile
meydana gelmektedir. Olive ve ark transgenik farelerin pankreasinda kendiliginden
geligen tiimorlerin transplante ksenograft tiimorlere veya normal pankreas dokusuna gore
zaylf damarlanmaya sahip oldugunu ve bu sebeple ila¢ perfiizyonunun az oldugunu
gostermislerdir. Bu ¢aligmada kullanilan hedgehog inhibitérii artan perfiizyon ve azalan
fibrozis ile kemoterapik ajan gemsitabinin terapdtik etkisini artirmistir (Olive ve ark.,

2009).

2.1.6. Epitelyal-Mezenkimal Doniisiim

Epitelyal-mezenkimal doniistim (EMD) hiicrelerin rijid yapilarindan kagarak uzak
bolgelere yayilmasina izin veren gelisimsel bir prosestir (Lee ve ark., 2006; Thiery ve
ark., 2009; Kalluri ve Weinberg, 2009). Hiicreler EMD’e ugradike¢a epitel 6zelliklerini,
polaritelerini kaybederler ve E-kadherin down-regiilasyona ugrar. Hiicreler mezenkimal
fenotip gelistirir, levha seklinden ¢cubuk seklinde bir morfolojiye doniisiir, motilasyonlari
artar ve N-kadherin, fibronektin, vimentin gibi mezenkimal belirtegleri eksprese etmeye
baslarlar (Thiery ve ark., 2009; Dangi-Garimella ve ark., 2012). Insan pankreatik timor
ornekleri iizerine yapilan calismalarda fibronektin ve vimentinin yiikseldigi ve E-
kadherin ekspresyonunun azalmis oldugu gozlenmistir. Bu hastalarin daha az EMD kanit1
gosteren hastalara gore sagkalim oranlarinin anlamli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir

(Dangi-Garimella ve ark., 2012).

EMD’nin anahtar regiilatorleri zinc finger transkripsiyon faktorleri Snail, Slug,
Zebl ve Twist’tir. Bunlar epitel fenotipten sorumlu genleri baskilarlar. Zebl
ekspresyonun ileri tiimor derecesi ve kotii sonuglarla iliskili oldugu gosterilmistir (Dangi-

Garimella ve ark., 2012).
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2.1.6.1. Pankreas Kanserinde EMD Indiikleyici Faktérler
Molekiiller

* E-Kadherin

o Hiicre adhezyonu ve hareketini diizenler.

o Epitel hiicre plastisitesini olusturur ve stabilize eder.

o Kanser invazyonunu baskilar (Lamouille, Xu ve Derynck, 2014).
* Snail ailesi (Snail 1, Snail 2 ve Snail 3)

o E-Kadherin prométoriinii baskilar.

o EMD’yi indiikler.

o Immiinosupresyonu indiikler.

o Hiicre proliferasyonunu artirir ve hiicreleri 6liime kars1 korur (de Herreros

ve ark., 2010).

* ZEB ailesi (ZEB1 ve ZEB2)

o E-Kadherin prom6toriinii baskilar.

o EMD’yi indiikler.

o Kok hiicreligi inhibe eden mikro RNA’lar1 baskilar (Abba ve ark., 2016).
* bHLH ailesi (E47 ve TWIST)

o E-Kadherin prométoriinit baskilar.

o EMD’yi indiikler.

o Hiicre dongiisiinii, proliferasyonu ve sagkalimi regiile eder (Vesune ve

ark., 2008).
e HDACs
o E-Kadherin promotoriint baskilar.
o EMD’yi indiikler.

o Kromatin yapisin1t modifiye eder (Serrano-Gomez, Maziveyi and Alahari,

2016).
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Sinyal yolaklart

Ras
o Hiicre sinyalini ve tiimor mikrogevresini regiile eder.
o Timor gelisimini ve ilerlemesini siirdiiriir
Notch
o Hiicre faklilagmasini, proliferasyonunu ve apoptozisi regiile eder.
o EMD’yi indiikler (Wang ve ark., 2009).
Wnt
o Hiicre faklilagmasini, proliferasyonunu ve apoptozisi regiile eder.
o EMD’yi indiikler (Morris, Wang ve Hebrok, 2010).
Hedgehog

o Embriyonik gelisimi, hiicre rejenerasyonu ve kok hiicre proliferasyonunu

regiile eder.

o EMD’yi indiikler.

Faktorler

TGF-B
o EMD’yi indiikler.

o Hiicre proliferasyonunu, farklilagmasini ve apoptozisi regiile eder (Jiang

ve ark., 2015).
PDGF

o Embriyonik gelisimi, hiicre proliferasyonunu, hiicre migrasyonunu,

sagkalimini regiile eder.
o EMD’yi indiikler (Luo ve ark., 2012).
HGF
o Hiicre biiyiimesini ve motilitesini regiile eder.

o EMD’yi indiikler (Jiang ve ark., 2015).
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* EGF
o Hiicre biiyiimesini, proliferasyonunu ve farklilagmasini regiile eder.
o EMD’yi indiikler (Luo ve ark., 2012).
* MikroRNAlar
o Gen ekspresyonunu regiile eder.
o Epigenetik programlar kurar.
o EMD’yi etkiler (Jiang ve ark., 2015).
* Stroma
o Mezenkimal 6zellikler sergiler.

o Timor mikrogevresini etkiler.

2.1.7. Tam ve Tedavi

Tedavi cerrahi islem, kemoterapi, radyasyon tedavisi ve yatistirict tedavi olmak

tizere gruplandirilmaktadir.

Erken teshis ve dogru derecelendirme cerrahi islem uygulanarak tedavi
saglanabilmesi acisindan oldukca Onemlidir. Multidedektér CT (MDCT) pankreas
kanseri teshis ve derecesinin belirlenmesi i¢in kullanilan temel goriintiileme teknigidir.
Bununla beraber glukoz analogu 2-deoksi-2[18F]-floro-D-glukoz (FDG) ile pozitron
emisyon tomografisi de (PET) alternatif goriintiileme stratejileridir. FDG-PET, tiim
viicudu degerlendirebilme ve kemik metastazlart gibi durumlar1 dedekte edebilme
avantaji saglamaktadir. Yapilan c¢alismalar FDG-PET yoOnteminin klinik kararlar
acisindan MDCT yodntemine gore anlamli bir ilave veri vermedigini gostermistir. Ancak
her iki yoOntemin birlikte kullanilmast (FDG-PET/CT) daha fazla avantaj
saglayabilmektedir (Castellanos, Berlin ve Cardin, 2011).

Su anda CT goriintiileme tan1 ve tedaviye yanitin izlenmesinde tercih edilen
yontemdir. Bu yontemlerde kullanilacak biomarker hastaligin derecesine gore yliksek
duyarlilik ve segicilik saglabilecek etkinlikte olmalidir. Giiniimiizde en fazla calisilan
biomarker CA19-9 (karbonhidrat antijen 19-9)’dur. Koprowski ve ark tarafindan 1979

yilinda insan kolorektal kanser hiicre serisinden monoklonal antikor kullanilarak izole
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edilmistir (Koprowski ve ark., 1981). Ileri pankreas kanseri hastalarinin %80’inde yiiksek
diizeyde bulunmaktadir (Wasan ve ark., 2009). Fakat, CA-19-9 hepatoseliiler kanser,
kolanjiokarsinom, gastrik, ovaryum ve kolorektal kanserde, akut kolanjit, siroz ve
kolestatik hastaliklar gibi diger malign ve benign kosullarda da yilikselme gostermektedir.
Fakat yine de pankreas kanseri hastalarinda tani1 ve prognostik potansiyeli ile dnem

arzetmektedir (Castellanos, Berlin ve Cardin, 2011).

Pankreas kanser tanisi konan hastalarin yaklasik %15-20’si i¢in cerrahi ¢ikarim
islemi degerlendirilir. Cerrahi ¢ikarim islemi tedavi potansiyeli saglamasina ragmen 5
yillik sagkalim %20’den azdir ve hastalarin ¢ogunda hastalik tekrarlanir (Castellanos ve
Merchant, 2013). Cerrahi ¢ikarim isleminde dahi mikroskobik sistemik yayilma
goriindiiginden sagkalimi artirmak i¢in adjuvan ve neoadjuvan tedaviye yoOnelik

aragtirmalara yonelim olmustur.

Adjuvan tedavi, cerrahi igleme ek olarak yapilan radyasyon veya kemoterapi

tedavisidir.

Neoadjuvan terapi ise, cerrahi iglem Oncesinde tiimoriin c¢ikarilmasini

kolaylagtirmak ve yayilmasini engellemek amaciyla uygulanan tedavi yontemidir.

Yapilan histolojik ¢aligmalar ve klinik goézlemlerle invasif kanserin final
olusumundan 6nce adim adim prokiirsér lezyonlarin gelisiminin oldugu gosterilmistir.
PanIN olarak isimlendirilen intraepitel neoplazi, PanIN-1 (PanIN-1A, PanIN1B), PanIN-
2 ve PanIN-3 olarak 3 dereceye ayrilir (Sekil 2-1) (Gu D ve ark., 2016). Klinik olarak
pankreas kanseri timdr boyutu, lenf nodlar1 goriiniimii ve distal metastaza gore 4 asamada
degerlendirilir. Birinci ve ikinci asama tiimdrler genellikle ¢ikarilabilir (rezektabl) veya
sinirda ¢ikarilabilir olarak degerlendirilirken, biitiin dordiincii asama ve bazi iiglincii

asama tiimorler rezektabl degildir (Wolfgang ve ark., 2013).

1985 yilinda inflizyonel 5-Fluoro Urasil (5-FU) ile adjuvan kemoterapi
avantajlarinin Gastointestinal Tiimor ¢alismasinin (GITSG) yaymlanmasindan beridir
kemoterapi ve kemoradyasyon tedavilerinin degerlendirilmesi {lizerine pek ¢ok calisma
yapilmistir (Kaiser, 1985). 2004 yilinda yayinlanan ESPAC-1 ¢aligmasinda adjuvan
kemoterapinin toplam sagkalim iizerine olumlu etkisi oldugu ve kemoradyasyonun

sagkalimi diisiirdiigii 6ne siirtilmiistiir (Neoptolemos ve ark., 2004).
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2007 yilinda Charite Onkologie (CONKO)-001 galigmasi1 6 ay boyunca 4-haftalik
déngiilerle 3 hafta 1,000 mg/m® uygulanan gemsitabin ile saglanan adjuvan kemoterapi
etkisini gostermistir (13.4 ay hastaliksiz sag kalim vs. 6.9 ay) (Oettle ve ark., 2013).
Sonrasinda RTOG 9704 calismasinda kemoradyasyona ilave olarak cerrahi ¢ikarim
islemi gerceklestirilen 451 pankreas kanseri hastasinda 5-FU’a karst gemsitabin
degerlendirilmistir. Hastalar haftalik 1,000 mg/m” olmak iizere 3 ay boyunca gemsitabin
ve onu takip eden kemoradyasyon veya giinlik 250 mg/m* olmak iizere 3 ay boyunca
inflizyonel 5-FU ve kemoradyasyon almislardir ve ¢aligma sonunda gemsitabinin toplam
sagkalimda anlamli tedavi etkinligi sagladigi gosterilmistir (Regine ve ark., 2011).
Gemsitabin’e dayali adjuvan terapi sonrasinda Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi
Organizasyonu (EORTC)’nun gemsitabin ile gemsitabin ve eszamanli radyasyon
tedavisini karsilastirdig1 faz 2 calismasinda incelenmistir ve iki grup arasinda ortalama
hastaliksiz (progresyonsuz) sagkalim veya toplam sagkalim arasinda bir fark
goriilmemistir (Van Laethem ve ark., 2010). Yine bu ¢alismay1 takip eden ESPAC-2(v2),
coklu randomize faz 3 caligmasinda 5-FU’ya ve Gemsitabin’e dayali adjuvan tedavi
karsilastirilmis ve toplam sagkalim siiresinde fark bulunmamistir (23 ay-5 FU/FA grubu,
23.6 ay-GEM grubu) (Neoptolemos ve ark., 2010). Bu ¢aligmalara istinaden, rezektabl
pankreas kanseri hastalarinin gemsitabin veya 5-FU adjuvan terapisinden fayda

saglarken, kemoradyasyonun faydasi netlesememistir.
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Tablo 2-2: Pankreas kanseri icin adjuvan tedavi klinik calismalari

Calisma Yil Katihme1 Faz Tedavi DFS MS Toplam
adi sayis1 (ay) (ay) Sagkalm
%
GITSG 1985 49 2 Rad+5-FU 11 20 2 yil %42
Gozlem
ESPAC-1 2004 286 3 Rad+5-FU RE 159  5yil%l13
Gozlem RE 17.9 5 yil %5
SFU/FA RE 20.1 Syl %11
Gozlem RE 15.5 5yl %7
CONKO- 2007 368 3 GEM 134 221 Syl %14
001 Gozlem 6.9 20.2 5 y1l %8
RTOG 2008 451 3 5-FU>RAD>5-FU RE 20.5 3yl %32
9704 GEM>RAD>GEM RE 169 3yl %21
EORTC 2009 90 2 GEM 11 24 RE
GEM>RAD>GEM 12 24 RE
ESPAC-2 2012 2088 3 5-FU/FA RE 23 RE
v2) GEM RE 23.6 RE

Rad: Radyasyon RE: Rapor Edilmedi

Bevacizumab ve cetuksimab gibi biyolojik ajanlarin gemsitabin ile kombine
kullanilmasi da ¢calisilmistir. RTOG 0848 faz 3 ¢aligmasinda ise gemsitabin ile gemsitabin

ve erlotinib kombinasyonu karsilastirilmistir (Chuong ve ark., 2014).

ESPAC-4 faz 3 g¢alismasinda gemsitabin ile gemsitabin + kapesitabin
kombinasyonu karsilastirilmistir. Kapesitabin, 5-FU’nun oral 6n ilacidir. Ancak
kombinasyon tedavisinin yalnizca gemsitabine gore daha etkili olmadig1 gortilmiistiir

(Castellanos, Berlin ve Cardin, 2011).

2.1.7.1. Antimetabolit Tedavisi

Bir oral floropirimidin olan Kapesitabin timidin fosforilaz tarafindan viicutta 5-
FU’a donlismektedir. Pankreas kanser hiicrelerinde timidin fosforilaz enzim diizeyleri
normal hiicrelere nazaran daha ytiksek oldugu i¢in ilacin tiimor hiicrelerine segici 6zellik
gosterdigi diistiniilmiistiir (O’Neil ve McLeod, 2006). Bu sebeple, Kapesitabin hem

monoterapi hem de kombinasyon tedavisinde degerlendirilmistir. 42 hasta iizerine
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yapilan faz 2 calismasinda hastalar 3 haftalik sikliislarda 2,500 mg/m* dozda (2 hafta
tedavi-1 hafta dinlenme) Kapesitabin almislardir. Hastalarin %7.3’1i parsiyel objektif
cevap vermesine ragmen, %24 klinik yarar yanit1 gézlenmistir. Hastalarda mide bulantisi,
kusma, diyare ve el-ayak sendromu yan etkileri meydana gelmistir (Cartwright ve ark.,

2002).

Bu calismadan sonra gemsitabin ve kapesitabin kombinasyonu iizerine yapilan
faz 3 caligmasinda yalnizca gemsitabine gore toplam sag kalim iizerine anlamli bir

iyilegsme goriilmemistir (Lee ve ark., 2017).

ACCORD-11 denemelerinin faz 3 c¢alismalarinda FOLFIRINOX tedavisi
gemsitabine gore ¢ok daha iyi yanit vermistir. Metastatik pankreas kanseri hastalarin
toplam sag kalim siiresi artmistir. FOLFIRINOX oksaliplatin, leukovorin, irinotekan ve

fluorourasilden olusan bir kombinasyon tedavi rejimidir (Conroy, 2011).

2.1.7.2. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptor Inhibitorleri ile Tedavi

Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR), erbB reseptor tirozin kinaz
ailesine aittir. Ligand baglanmastyla, EGFR diger erbB aile iiyeleriyle homodimerize
veya heterodimerize olur ve fosfoinositid-3-kinaz (PI-3K)/AKT ve mitojen-aktive protein
(MAP) kinaz sinyal yolaklarin1 baglatir. EGFR aracili hiicre sinyalinin tiimor
proliferasyonunda, anjiogenesiste, metastazda ve apoptozisin gergeklesmemesinde major
rol oynadig1 gosterilmistir. Pankreas kanserleri 6rneklerinin anlamli bir miktarinda EGFR

mutasyonlarinin overeksprese oldugu goriilmiistiir. (Luedke ve ark., 2012).

Erlotinib, bir tirozin kinaz inhibitoriidiir ve bircok kemoterapik ajan ile

kombinasyonu ¢alisilmistir (Tablo 2-3).

Bir monoklonal antikor olan Cetuksimab, fare antikoru ve insan
immiinoglobulininden olugmaktadir. EGFR reseptoriiniin hiicre digindaki epitopuna
baglanarak bu reseptore ligand baglanmasin1 engeller ve sonrasinda reseptoriin
degredasyonuna yol acar (Luedke ve ark., 2012). Philip ve ark tarafindan 745 hasta
iizerinde yliriitiilen klinik ¢alismada yalnizca gemsitabin tedavisine karsin gemsitabin ve
cetuksimab kombinasyonu karsilastirilmis ancak toplam sagkalimda anlamli bir fark

goriilmemistir (Philip ve ark., 2010).
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Tablo 2-3: Tirozin kinaz inhibitorleri ile yapilan baz klinik ¢aliymalar

Calisma Yil Katihme1r  Faz Tedavi Cevap PFS Total
yapan sayis1 orani (ay) Sagkah
m (ay)
National
Cancer 2007 569 3 GEM-+Placebo %8 3.55 59
Institute GEM-+Erlotinib %8.6 3.75 6.2
of
Canada
Trials
Group*
Boeck ve Kapesitabin+ %5 RE 6.9
ark 2010 279 3 Erlotinib
GEM-+Erlotinib %13 RE 6.6
Philip ve 2010 745 3 GEM %14 3.0 6.3
ark GEM+Cetuksimab %12 3.4 59

*  Bu zamana kadar yalnzca kiigiik bir molekiil olan epidermal biiyiime faktérii inhibitorii erlotinibin

gemsitabin ile kombinasyonu onaylanmustr.

2.1.7.3. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Inhibitorleri ile Tedavi

Anjiogenezis, arter, ven ve kapiller embriyonik vaskiiler aglarin meydana gelen
morfolojik olaylar ile genislemesidir. Yeni kan damarlanin olusumu yara iyilesmesi,
organ rejenerasyonu ve kadinlarda oviilasyon, menstruasyon ve plasenta gelisimi gibi
biyolojik olaylarda meydana gelmektedir. Ancak bu olay, tiimor biiylimesi, romatoid
artrit, diyabetik retinopati ve psoriasis gibi c¢esitli patalojik proseslerde Onemli bir
faktordiir (Mousa ve Mousa, 2010). Anjiogenezis, kan damarlarnin gelisimi i¢in olusan
stimulan proanjiojenik faktdrler ile inhibitdr antianjiojenik faktdrler arasindaki fizyolojik
denge ile siki sekilde kontrol edilir ve farkli biiylime faktorleri ve onlarla iliskili reseptor

tirozin kinazlar tarafindan diizenlenir (Costache ve ark., 2015).

Anjioblast, yani embriyonik kan damarlarinin endotelyumuna farklilasan
mezenkimal hiicre demektir. Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) protein ailesi
ve reseptorleri ise anjioblast farklilagsmasi ve tube olugsmasinda en 6nemli doku faktoriidiir
(Crivellato, Nico ve Ribatti, 2007). Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptor

yolaginin pankreas kanseri olugsmasinda ve biliylimesinde dnemli bir role sahip oldugu ve
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pankreas kanseri vakalarinin 6nemli bir kisminda overeksprese oldugu gosterilmistir

(Korc, 2003).

Bazi monoklonal antikorlar ise tiimdr biiylimesini promote eden bu faktorlere

baglanarak etkisini gostermektedir.

Bevasizumab, VEGF’ii hedefleyen ilk anjiogenezis inhibitoriidiir ve kullanimi
Amerikan Gida ve Ila¢ Birligi (FDA) tarafindan 2004 yilinda onaylanmistir. VEGF’in
biitiin izoformlarina baglanarak anjiogenezisi, timor biliylimesini ve proliferasyonu

inhibe eder (Shih ve Lindley, 2006).

Tablo 2-4: Bevasizumab ile yapilan bazi klinik ¢calismalar

Calisma Yil Katilime1 Faz Tedavi Cevap PFS  Total
yapan say1s1 orani (ay) Sag
kalim
(ay)
Kindler 2010 602 3 GEM-+Plasebo %10 2.9 59
ve ark GEM+Beva %13 3.8 5.8
Van
Cutsem 2009 301 3 GEM+Erlo+Placebo %38.6 3.6 6.0
ve ark GEM+Erlo+Beva %13.5 4.6 7.1

Erlo: Erlotinib

Beva: Bevasizumab

2.1.7.4. GEM + Nab-Paklitaksel Tedavisi

Gemsitabin ile albiimine nanopartikiiliine bagli paklitaksel (nab-paklitaksel)
kombinasyonu, metastatik pankreas kanseri tedavisi i¢in onaylanan en giincel “ilk
secenek tedavi opsiyonu” dur. CoOziintirliigii oldukca diisiik olan paklitakselin
nanoteknoloji sayesinde tiimore salimi saglanabilmekte bdylece biyoyararlanimi
artmaktadir. Nab-paklitaksel’in pankreas stromal hiicrelerine hiicre i¢i aliminin
saglanabilmesi i¢in spesifik albiimin-baglayici proteinler gerekmektedir (Teague, Lim ve
Wang-Gillam, 2015). Salgilanan asidik ve sisteince zengin protein (SPARC)’in spesifik
alblimin baglayic1 bir protein oldugu disiiniilmektedir (Infante ve ark., 2007). Nab-
paklitakselin albiimin kismmin bu proteine baglanarak hiicre icine girdigi One

stiriilmektedir (Teague, Lim ve Wang-Gillam, 2015).
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2.1.7.5. Hedgehog Yolag: Bilesenlerinin Hedeflenmesi

Tanimlanan ilk dogal Hh blokdrii hayvanlarda gelisimsel anomaliye sebep olan
Siklopamin’dir (Hanna ve Shevde, 2016). ilk olarak Beachy grubu Siklopamin’in Hh
sinyali iizerine SMO’ya baglanmasiyla inhibisyon edici etkisini ortaya ¢ikarmislardir
(Cooper, 1998). Fakat zay1f potensi sebebiyle KAAD-siklopamin gibi modifiye kimyasal
tiirevlerinin sentezi gerekmistir. SMO inhibisyonundan baska Gli proteinlerinin DNA’ya
baglanmasin1 engelleyerek transkripsiyonal aktiviteyi bloke eden GANT-58 ve GANT-
61 gibi Hh inhibitorleri de temel arastirmalarda kullanilmak iizere tanimlanmistir (Lauth
ve ark., 2007). Bir monoklonal antikor olan 5SE1 de SHH, IHH ve DHH mm PTCHI1
reseptoriine baglanarak Hh yolagini inhibe etmektedir ve bu amagla temel aragtirmalar da

kullanilmaktadir.

Klinik amagh kullanilmak iizere 2012 yilinda FDA tarafindan onaylanmis ilk Hh
inhibitorii Vismodegib (Genentech)’dir ve Erivedge ticari ismiyle piyasada mevcuttur
(Sandhiya ve ark., 2013). Bir diger SMO antagonisti Erismodegib (Novartis) diger
ismiyle Sonidegib ve LDE-225 de bazal hiicre karsinoma hastalarinin tedavisi amaciyla

FDA tarafindan onaylanmistir (Rimkus ve ark., 2016).

Farkli kanser tiirlerinin tedavisi i¢in ¢esitli Hh inhibitorleri son zamanlarda klinik
caligmalarda denenmistir. Ornegin, Sonidegib ileri hepatoseliiler karsinomasi olan
hastalarda, Paklitaksel ile kombinasyonu ise tekrarlayan overyum kanseri hastalarinda
denenmektedir (NCT02151864 ve NCT02195973 klinik ¢aligmalar1). Yine bir bagka ilag
Bortezomib (proteasome inhibitdrii) multiple myeloma hastalarinda denenmistir.
Dosetaksel ile kombinasyonu ise ii¢lii negatif meme kanseri hastalarinda ¢aligilmaktadir.
Bir bagka SMO antagonisti Glasdegib bir diger ismiyle PF-04449913 akut myeloid
l6kemi hastalarinda test edilmektedir (Gutman ve ark., 2015). Hh inhibitdrleri ¢cok umut
vadetmesine ragmen bazi klinik ¢aligsmalar basarisizlikla sonug¢lanmistir. 2012 yilinda
Smo inhibitérii ile Saridegib ve Gemsitabin kombinasyonunun pankreas kanseri
hastalarinda Faz II klinik caligmalarini yapan Infinity Pharmaceuticals c¢alismay1
sonlandirmistir. Ciinkii bu kombinasyonla tedavi olan hastalar plasebo grubundan daha
az sag kalim gostermistir. Bir bagka klinik ¢aligmada metastatik pankreas kanseri hastalari
iizerinde Vismodegib ve Gemsitabin kombinasyonunu ¢alisilmistir, fakat kombinasyon
tedavisi ve yalnizca Gemsitabin tedavisine gore Hh yolag1 ekspresyonunda anlamli bir

farklilik gostermemistir. Metastatik kolorektal kanserinde hastalar Vismodegib,
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Bevacizumab ve FOLFOX veya FOLFIRI (metastatik kolorektal kanseri i¢in standart
tedavi) ile tedavi uygulanmistir fakat kombinasyon tedavisi hastalarin sag kalimina
anlamli bir katki saglamamistir (Hanna ve Shevde, 2016). Hedgehog inhibitorleri etkili
sekilde bazal hiicre karsinomasini tedavi ederken, diger tiimor tiplerinin tedavisinde
kullanimt ciddi risklere sahiptir. Bu sebeple hastalara klinik ¢alisma uygulanmadan 6nce

Hh sinyal mekanizmalar1 her tiimor tipi i¢in spesifik olarak degerlendirilmelidir.

GLI1
PTCH1
Sufu | Lu___L VEGFE
Kit7 (_GUgD MYC
Cyclin D

Nucleus Nucleus

Aktif Inaktif

Sekil 2-2: Aktif ve inaktif Hedgehog sinyal mekanizmas

Smo inhibitorleri

SMO, Hedgehog yolagi inhibitorlerinin gelistirilmesinde birincil hedef olarak
belirlenmistir.  SMO inhibisyonu GLI transkripsiyon faktdrlerinin  downstream
aktivasyonunu Onleyerek kanser gelisimi ve progresyonu ile iligkili genlerin

baskilanmasina Onciiliik eder.
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. Siklopamin

Siklopamin V. californicum dan izole edilmis olan bir alkaloid olup SMOQO’ya
kuvvetli baglanma potensiyeli ile hedgehog sinyalini inhibe eder (Lee ve ark., 2014).
Florosan Siklopamin tiirevleri kullanilarak yapilan baglanma calismalar1 Siklopamin’in
SMO’nun heptahelikal transmembran bolgesine baglandigin1 gostermistir (Chen ve ark.,
2002). Pek cok fare ksenograft modelinde (insan ortotopik glioma, melonoma, kolon,
pankreas ve prostat kanserleri) Siklopamin’in tiimor biiyiimesi ve proliferasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir. In vivo tiimdr biiyiimesini anlamli derecede azaltmasina
ragmen, kilo kaybi, dehidratasyon ve oliim gibi giiclii yan etkilere sebep oldugu igin
siklopamin terapdtik potensiyeline hi¢bir zaman ulasamamistir (Kimura, Ng ve Curran,

2017).
. GDC-0449 (Vismodegib/Erivedge)

Vismodegib, Roche/Genentech/Curis tarafindan yaratilan ikinci jenerasyon
Siklopamin tiirevidir. GLI aktivasyonunu engellemek i¢in dogrudan SMO’ya baglanir.
Ocak 2012 yilinda Amerika Gida ve Ila¢ Birligi (FDA) tarafindan kanser tedavisi igin ilk
Hedgehog yolagi ilaci olarak onaylanmistir. Giliniimiizde, metastatik bazal hiicre
karsinomasi1 (BCC) veya cerrahi islem veya radyasyon tedavisi i¢in uygun aday olmayan
tekrarlayan, lokal ileri BCC hastalarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Sekulic, Migden
ve Oro, 2012). Ayrica monoterapi veya diger kemoterapi ajanlariyla kombinasyon
halinde medulloblastoma, kiiciik hiicre akciger kanseri, metastatik pankreas kanseri,
metastatik prostat kanseri, intrakranial meningioma, tekrarlayan glioblastoma ve akut

miyoloid l6semi kanserleri tizerine klinik ¢aligmalar yiiriitiilmektedir.
. LDE-225 (Erismodegib/Sonidegib/Odomzo)

Erismodegib, Novartis tarafindan yaratilan oral kullanimi miimkiin bir SMO
antagonistidir. Hiicre siklusu arresti (tutuklama-hapis) ve apoptozisi indiikleyerek etkisini
gosterir (Jalili ve ark., 2017). Glioblastoma, prostat kanseri ve renal hiicre karsinomasi
gibi farkli kanser tiirlerinde invasif potansiyeli ve epitelyal-mezenkimal doniistimii
azaltmada etkili oldugu ve hem tiimor epitel hiicreleri hem de kanser kok hiicreleri
etkileyebildigi gosterilmistir. Haziran 2015’te Amerikan Gida ve Ila¢ Birligi (FDA)
tarafindan cerrahi operasyon veya radyoterapi sonrasinda hastalig1 tekrarlayan lokal ileri

bazal hiicre karsinomas1 hastalarinda veya cerrahi operasyon veya radyoterapi i¢in uygun
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olmayan hastalarin tedavisi i¢in onaylanmitir. LDE-225 kanser hastalarinin tedavisi igin

FDA’den onay alan ikinci Hedgehog inhibitdrii olmustur (Rimkus ve ark., 2016).
. IPI-926 (Saridegib)

Saridegib, Siklopamin’in ana yapisina kimyasal modifikasyon uygulanmasiyla
olusmus bir molekiildiir. Fare B837Tx medullablastoma allograftlarinda Hedgehog
sinyalini inhibe ederek tiimor biliylimesini engellemistir. Gemsitabin ile birlikte
verildiginde ise artan anjiogenezis ile gemsitabinin tlimore ulagimini artirmis ancak epitel

tiimor hiicrelerine etki etmemistir (Tremblay ve ark., 2009).

Tablo 2-5: Hedgehog inhibitorleri

Diger SMO inhibitorleri

CURG61414
BMS-833923/XL139
PF-04449913 (Glasdegib)
PF-5274857

TAK-441

LY2940680 (Taladegib)
MRT-92

Jervine

GLI inhibitorleri

GANT tiirevleri

Arsenik Trioksit (ATO)

SHH inhibitorleri

RU-SKI 43

SHH Monoklonal Antikor 5E1
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Bu tez calismasinda bir antimetabolit olan Gemsitabin ve bir Hedgehog

inhibitorii olan Vismodegib (GDC-0449) ilaclar1 kombinasyonu ¢ahsilacaktir.

2.2. Calismada Kullanilan Etkin Maddeler

2.2.1. Gemsitabin

NH,
§
HO N/go
o
OH F F

Sekil 2-3: Gemsitabin’in molekiiler yapisi

Gemsitabin, 2-deoksi-2-2-diflorositidin, 263.2 g/mol agirliga sahiptir. Suda
cozlniirliigli olduke¢a yiiksektir. Metanolde ¢oziintirligli azdir, etanol ve diger polar

organik c¢oziiciilerde ise hemen hemen ¢oziinmez.

Gemsitabin, lokal ve metastatik pankreas kanseri tedavisinde ilk sirada kullanilan
en etkili kemoterapik ilaglardan biridir. Antikanser aktivitesini DNA ve RNA’ya
baglanarak DNA sentezini inhibe etmekle gergeklestirir. Gemsitabin hiicre dongiisiiniin
S-fazina 6zgii deoksi-sitidin analogu bir antimetabolit olarak bilinmektedir. Etkinligini
gosterebilmesi i¢in hiicre igine alinmasi ve intraseliiler fosforilasyona ugramasi
gerekmektedir (Mini, 2006). Human equilibrative nucleoside transporter-1 (hENTI)
tarafindan sodyum-bagimsiz bir mekanizma ile hiicre i¢ine alinir ve deoksisitidin kinaz
(dCK) tarafindan monofosfat tiirevine (dFdACMP) ve sonrasinda di- ve tri- fosfat
tiirevlerine donistiiriiliir (dFACDP ve dFdCTP). Yapilan c¢alismalarla gemsitabin
tirevlerinin DNA’ya baglanmasiin hiicre replikasyonunun 6nlenmesinde ve kanser
hiicrelerinde apoptozisin indiiklenmesinde Onemli bir asama oldugunu gostermistir
(Plukett ve ark., 1995). dFdCDP riboniikleotid rediiktazi (RR) inhibe eder. RR ise DNA
sentezi ve tamiri i¢in gereken deoksiribonukleotidlerin iiretimi igin gergeklestiren
reaksiyonu katalize eden enzimdir. dFdCTP ise yanlis niikleosit gibi DNA’ya baglanir,
DNA polimerazi inhibe eder.
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Gemsitabin farmakokinetik 6zellikleri sebebiyle bazi zorluklara sahiptir. Plazma
sirkiilasyon stiresi olduke¢a kisadir. Kan, karaciger, bobrek ve ¢esitli tiimor dokularinda
eksprese edilen deoksisitidin deaminaz (dACDA) enzimi tarafindan inaktif ve ¢oziiniirliigii
daha fazla olan 2’, 2’-difluorodeoksiiiridin (dFdU) metabolitine dontisiir ve hizla renal
ekstrasyona ugrayarak viicuttan atilir. Bu sebeple ilacin terapdtik etkinlik gosterebilmesi
icin sik uygulanmasi gerekmekte ve bu da miyelosupresyon, karaciger toksisitesi
(hepatotoksisite), bobrek toksisitesi (renal toksisite) gibi ¢esitli yan etkileri beraberinde
getirmektedir (Mini, 2006).

2.2.2. Vismodegib (GDC-0449)

2-kloro-N-[4-kloro-3-piridin-2-yl-fenil]-4-metan-siilfonil benzamid diger adiyla
GDC-0449, 421.30 g/mol agirliga sahip SMO inhibitériidiir. Ilk olarak 30 Ocak 2012°de
Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu (FDA) tarafindan lokal ve metastatik bazal hiicre
karsinomas1 tedavisinde kullanilmak tizere onay almigtir. Vismodegib pH’ya bagiml
cozliniirliik gosterir. pH 7°de 0.1 ug/mL ¢oziintirlik gosterirken pH 1’de 0.99 mg/mL
coziiniirliige sahiptir (Felmer, 2012).

@)
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Sekil 2-4: Vismodegib (GDC-0449) molekiil yapis1

Yapilan ¢aligmalar Sonic Hedgehog (SHH) sinyal yolaginin pankreas kanserinde
yeniden aktive oldugunu gostermistir (Thayer ve ark., 2003). Bu sinyal yolagi tiimor
agresifligi, proliferasyonu ve invazyonunda aktif rol oynar. Bu sebeple SHH blokaji
hastaligin ilerlemesinin ve metastatik yayiliminin engellenmesinde 6nemli bir

potansiyele sahiptir (Yauch ve ark., 2008).

SHH sinyal yolagi, sonik hedgehog, indian hedgehog veya desert hedgehog olarak
da bilinen polipeptidin Patched reseptoriine baglanmasiyla baslar. Bu baglanma

Patched’in Smoothened iizerine olan inhibitor etkisini azaltir (Teglund ve Toftgard,
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2010). Sonrasinda, Smoothened hiicrenin primer silium bolgesine yerlesir ve Smothened
burada intraseliiler pek ¢ok basamagi aktive eder. Biitiin bu olanlar sonucunda ise Gli
ailesi transkripsiyon faktorii Gli2 aktivasyonu ve translokasyonu gergeklesir (Scales ve
de Sauvage, 2009). Gli2 ¢ekirdege lokalize olur ve Glil gibi SHH hedef genlerinin
transkripsiyonunu indiikler (Nolan-Stevaux ve ark., 2009). Gli2, SHH sinyalinde kritik
bir bilesendir ve inaktivasyonu SHH sinyalinin inhibisyonuna sebep olur. Gli
transkripsiyon faktorleri ¢ekirdekte hiicresel proliferasyonu, sag kalimi, kok hiicreligi

promote eden genleri aktive eder (Ingham, 2001).

2.3. Tlac Tasiyic1 Sistemler

Konvansiyonel tedavinin kisitlamalari

. Yeterli miktarin timoral bolgeye ulasamamasi
. [lacin saglikli organ ve dokulara da ulasmasi

. Immiin sistem depresyonu

. Ilaclarin kanda erken degredasyona ugramasi
. Siddetli yan etkiler

flag uygulama sonrasinda meydana gelebilecek erken degredasyonu, normal
hiicrelerde ve dokularda gergeklesebilecek istenmeyen yan etkileri engellemek,
biyoyararlanimi ve patalojik bolgede birikecek ilag fraksiyonunu artirmak i¢in sentetik
polimer, mikrokapsiil, lipoprotein, lipozom, misel, niosom, lipid partikiiller gibi ¢esitli
ilag tasiyict ve hedeflendirme sistemleri gelistirilmistir (Miiller, 1991; Cohen ve
Bernstein, 1996). Bu sistemler yavas¢a biyobozunur, stimuli-reaktif veya g¢esitli
ligandlarin baglanmasiyla hedeflendirilmis olarak modifiye edilebilmektedir. ilag
tastyicilar kanda yeterli siire kalabilmelidir. Ciinkii bu sekilde kanda gerekli olan terapdtik
diizey saglanabilmektedir (Torchilin, 2006). Buna ek olarak tiimdr bolgesinde veya
enflamasyonlu alanlardaki zayif vaskiilarizasyon olgusu olan artmig permeabilizasyon
ve tutulum (EPR) etkisi ile yiiksek molekiil agirlikli ilaglarin veya ila¢ tasiyan
mikropartikiiller yavasca patalojik bolgelerde birikmektedir (Maeda ve ark., 2000).

Kiigiik partikiil boyutuna, yliksek yiikleme kapasitesine, uzun sirkiilasyon
siiresine sahip viicudun patalojik bolgelerinde birikecek biyouyumlu ve biyobozunur ilag

tastyict sistemlerin gelistirilmesi onemlidir. Hidrofobik, suda az ¢oziinen ilaglarin
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uygulanmasinda bazi ciddi sorunlar gériilmektedir. Oncelikle zayif ¢oziiniirliik zayif
absorpsiyon ve biyoyararlanimla sonu¢lanmaktadir. Bu durum 6zellikle oral uygulanim
sonrasinda meydana gelmektedir (Lipinski ve ark., 2001). Bundan bagka, suda
¢cozlinlirliigl diistik ilaglarin intravendz uygulanim sonrasinda kanda agregasyonu emboli
gibi ciddi komplikasyonlara neden olabilmektedir veya yiiksek lokal ilag
konsantrasyonlarina sebep olarak lokal toksisiteye ve azalmis sistemik biyoyararlanima
sebep olabilmektedir (Fernandez ve ark., 2001). Ilaglarin zayif ¢oziiniirliik problemini
cozmek i¢in formiilasyonlarda bazi klinik olarak uygun organik ¢oziiciiler, Cremophor
EL (polietoksil castor yagi) ve/veya belirli siirfaktanlar kullanilmaktadir. Eger zayif
cozlinen ilag iyonize olabilen gruba sahipse tuz olusturmak veya pH ayarlanmasi ile
cozlinmeyi kolaylastirma bir bagka yontem olarak bilinmektedir (Kalepu ve Nekkanti,

2015).

Biyoyararlanimin artirilmasi i¢in lipozom, mikroemiilsiyon veya siklodekstrin
kullanim1 ise daha yeni yaklagimlardandir. Fakat fazla miktarda solvan veya siirfaktan
uygulanimini toksisiteye ve istenmeyen yan etkilere sebep olabilmektedir. Kosolvan veya
stirfaktan kullanimimin bir baska riski ise uygulama sonrasi fizyolojik ortamda
seyrelmeye ugramanin ardindan meydana gelebilecek ¢okme tehlikesidir. Ciinkii
stirfaktanlarin kritik misel konsantrasyon degeri tipik olarak yiiksektir ve bu degerin
altinda materyal ¢ézlinmesine yardimci olamamaktadirlar. Lipozom ve siklodekstrinlerin
kullanim1 pek ¢ok umut vaad eden sonug vermesine ragmen ilag yiikleme kapasitelerinin

az olmasi yeni arayislara yol agmistir (Torchilin, 2006).

2.4. Polimerik Miseller

Miseller boyutlart 5-100 nm arasinda kolloidal dispersiyonlardir. Belirli
konsantrasyon ve sicaklikta amfifilik veya yiizey aktif maddelerin kendiliginden
olusturdugu amfifilik kollaidal yapilardir (Dong ve Mumper, 2010). Disiik
konsantrasyonlarda sulu bir ortamda bu tiir amfifilik molekiiller ayr1 olarak yer alir. Fakat
konsantrasyon ylikseldikce agregasyon meydana gelerek monomerik amfifillerden
miseller yapilar ortaya c¢ikar. Bu konsantrasyon kritik misel konsantrasyonu (CMC)
olarak adlandirilir (Gaucher ve ark., 2005). Amfifilik molekiillerin unimer veya agregat
halinde bulunmaya basladiklar1 sicaklik degeri ise kritik misel sicakligi olarak
isimlendirilir (Kulthe ve ark., 2012). Misel olusumuyla hidrofobik fragmentler sulu

ortamdan uzaklasir, sistemin serbest enerjisi diiser ve sulu ortamla yeniden hidrojen
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baglar1 kurulmaya baglar (Kulthe ve ark., 2012). Olusan misellerin ¢ekirdek kisminda ise
Van der Waals baglar1 olusur. Amfifilik molekiillerin hidrofobik fragmentleri misel
cekirdegini, hidrofobik fragmentleri ise misel kabuk kismini olusturur. Ilag tasiyici sistem
olarak kullanildiginda ise suda ¢oziiniirliigii zayif olan nonpolar ilag molekiilleri misel
sisteminin ¢ekirdek kisminda ¢oziiniir. Polar molekiiller misel yiizeyinde adsorbe
olabilirken orta derecede polarite gosteren molekiiller ara pozisyonda uzanirlar (Mu,
Elbayoumi ve Torchilin, 2005; Sawant, Sawant ve Torchilin, 2008; Zhang, Tan ve Feng,
2012).

Son yillarda diisiik ¢o6ziiniirliige sahip ilaglarin amfifilik kopolimerlerden
hazirlanan miseller ile c¢ozintrliigliniin saglanmas1 dikkat c¢ekmektedir. Bu blok
kopolimerlerin hidrofilik monomer tinitesi uzunlugu yaklasik olarak hidrofobik monomer
tinitesi uzunlugu kadardir. Eger hidrofilik blok uzunlugu ¢ok fazlaysa kopolimerler sulu
ortamda unimerler halinde yani her biri ayr1 bir molekiil olacak sekilde dagilirlar. Uzun
hidrofobik bloga sahip olanlar ise ¢ubuk veya lamellar sekildeki misel olmayan
morfolojiye sahip yapilar olustururlar. Farkli hidrofobisiteye sahip monomer {initeleri
birbirine konjuge olarak A-B tipi veya A-B-A tipi kopolimerleri meydana getirebilir.
Konvansiyonel deterjanlardan olusan misellere benzer sekilde polimerik miseller de
hidrofilik zincirlerden olusan kabuk kismin hidrofobik bloklarin olusturdugu ¢ekirdek
kism1 stabilize etmesiyle olusur. Polimerik miseller diisik CMC degerine sahip
konvansiyonel deterjanlardan olusan misellere gore daha iyi stabilite gostermektedir.
Ciinkii bu amfifilik kopolimerlerin CMC degerleri 10° M kadar diisiiktiir (Kulthe ver
ark., 2012). Bu deger Tween 80 gibi siirfaktanlarin CMC degeriyle karsilastirildiginda
oldukca diisiiktiir. Farmasotik misellerin ¢ekirdek kompartmani yiiksek yiikleme
kapasitesi gosterebilmeli, kontrollii salim saglayabilmeli ve ¢ekirdek olusumunu saglayan
polimer blogu ile ilag molekiilii arasinda iyi bir uyum bulunmalidir. Kabuk kismu ise etkili
sterik korumay1 saglar ve misel hidrofilisitesini, ylikiinii belirler; eger herhangi bir reaktif
gruba sahipse olas1 modifikasyonlar i¢in kullanilabilir. Biitiin bu temel 6zellikler misel
tastyicilarin - farmakokinetigi,  biyodagilimi,  biyouyumlulugu,  siirekliligini,
biyomakromolekiillerin yiizeye adsorpsiyonu, biyolojik yiizeylere adsorpsiyonu ve

hedeflenebilirligi onemli biyolojik karakteristiklerini kontrol eder.
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2.4.1. Misellere Ila¢ Yiiklenmesi

Misellere ilag yiiklenmesi —c¢oziindiiriilmesi- misel c¢ekirdeginden su
molekiillerinin yer degistirmesiyle ¢6ziinmiis ilacin misel ¢ekirdeginde birikmesi olarak

tanimlanabilir.

Misellere ilag ¢esitli yollar ile yliklenebilir. Siklikla kullanilan yontemler asagida
verilmistir (Rapoport, 2007).

2.4.1.1. Diyaliz:

Kopolimer ve yiiklenecek etkin madde DMF ve ya DMSO gibi suda karigmast miimkiin
bir organik ¢oziiclide ¢ozilindiiriiliir. Bir diyaliz tiibiline yerlestirilir ve suya kars1 diyaliz
islemi gerceklestirilir. Bu durumda organik ¢dziicti su ile yer degistirir, ayn1 zamanda dis
ortamda su belirli zaman araliklarinda yenilenir, boylece organik ¢oziicli ile su yer
degistirmesinin devamlilig1 saglanir. Su igeri girdikce hidrofobik blok ilact i¢ bolgesine
alacak sekilde misel olusturur. Yar1 gegirgen zar sayesinde olusan miseller disar

cikamaz, ayrica ortamdaki misellere yiiklenmemis serbest ila¢ da disariya atilir.

2.4.1.2. Coziicii Buharlastirma Metodu

[lag ve polimer iyi bir organik ¢oziiciide ¢oziindiiriildiikten sonra organik ¢oziicii
rotavapor araciligi ile ugurulur, bdylece vial etrafinda film olusturulur. Sulu faz eklenerek
voktekslenir ve miseller olusur. Serbest ilag santrifiij ile veya diyaliz ile uzaklagtirir.

2.4.1.3. Su i¢inde Yag Emiilsiyon Metodu

Polimer ve ila¢ su ile karismayacak organik bir ¢6ziiclide ¢oziindiiriiliir. Organik
faz sulu faza eklenir, sonikasyon islemi ile emdiilsiyon olusturulur. Organik faz
rotavaporda ugurulur.
2.4.1.4. Dondurarak Kurutma (liyofilizasyon) Metodu

Polimer ve ilag liyofilizasyona uygun bir organik ¢oziiclide ¢oziiliir. Cozelti su ile
karistirilir, liyofilize edilir ve sonradan sulu faz eklenerek yeniden olusturulur.
2.4.2. Pasif Hedeflendirme ve Miseller flac Tasiyic1 Sistemler

Kanda kalig siiresinin uzunlugu nanopartikiiler ila¢ salim sistemlerinin pasif veya

aktif hedeflendirilmesinde anahtar parametredir. Ilaglara ve ila¢ tasiyicilarin gesitli
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sentetik polimerlerle kimyasal modifikasyonu in vivo kalis sliresini uzatmak i¢in sik
kullanilan bir yontemdir. Bu alanda en popiiler ve basarili metot nanotastyiciy1 hidrofilik
ve fleksibl polimerle kaplamaktir ve temelde poli(etilen glikol) kullanilmaktadir.
Biyolojik boyutta nanopartikiillerin PEG ile kaplanmasi kan bilesenleri ile etkilesimlerini
sterik olarak engellemektedir. Bu sayede ilag tasiyici sistemin opsoninler ile etkilesimi
engellenir ve RES tarafindan yakalanmasi1 yavaslar. PEG ile opsonizasyonun
engellenmesi PEG’in ylizey yiikiinii kapamasi, yiizey hidrofilisitesini artirmasi, polimer
kapli nanopartikiiller ve kan bilesenleri arasindaki itici etkilesimi artirmasi ve partikiil
ylizeyinde polimerik bir tabaka olusturmasi mekanizmalariyla gergeklesmektedir
(Torchilin, 2010). Nanopartikiiler ilag tasiyicilara sterik koruyucu olarak oldukca az
polimer denenmistir ve arastirmalar cogunlukla c¢esitli avantajlar1 sayesinde PEG

iizerinde denenmistir. Bu avantajlar asagida verilmistir: (Jokerst ve ark., 2011)

. PEG sulu ¢ozeltilerde oldukea iyi bir ¢oziiniirliik gosterir.

. Cok fazla sayida su molekiiliine baglanabilir.

. Polimer zinciri yiiksek fleksibiliteye sahiptir.

. Diisiik toksisite, immiinogenisite ve antijenisite gosterir.

. RES hiicrelerinde birikimi olmaz.

. Modifiye edilmis farmasétiklerin biyolojik 6zellikleri lizerinde minimum

etki gosterir.

PEG biyobozunur degildir ve bu sebeple toksik metabolitler olusturmaz. Ote
yandan, molekiil agirligi 40 kDa’dan kiiciik olan PEG molekiilleri viicutta bobrekler
tarafindan ekskrete edilir. Farkli molekiil agirligindaki PEG molekiilleri ticari {iriin olarak
piyasada bulunmaktadir. Ilag ve ilag tastyici sistemelerin modifikasyonunda kullanilan
PEG molekiilleri agirlig1 genel olarak 1,000 ile 20,000 Da arasindadir. Yalnizca bir ucu
reaktif olan PEG tiirevleri kullanilarak ¢apraz baglanmis agregatlar ve heterojenik

iriinlerin olusumu engellebilir.

Artmis gecirgenlik ve retansiyon (EPR) etkisi ile miseller ve diger farmasotik
nanotastyicilar hedef bolgelerde birikme saglayabilmektedir. Ilag yiiklii misellerin uzun
stire  sirkiilasyonda kalabilmeleri EPR etkisi ile hedef bolgede birikimi
kolaylastirmaktadir (Gullotti ve Yeo, 2009). EPR etkisi ile polimerik misellerin solid

timorlere pasif hedeflendirilebilecegi ilk olarak 1980’lerde Maeda ve ark. tarafindan
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yapimistir (Matsumura and Maeda, 1986). Solid tiimoérlerde yapilan patalojik,
farmakolojik ve biyokimyasal ¢alismalar bu tiimorlerin hipervaskiiler, vaskiiler mimarisi
tamamlanmamuis, vaskiiler permeabilite faktorleri sekrasyonu ile ekstravazasyon halinde
ve olgunlasmamis lenfatik kapiller igerdigini goéstermistir. Tiimdr damarlart ytliksek
oranda proliferatif endotel hiicreleri, artmis kivrimlilik, perisit eksikligi ve artmisg
basement membran olusumuyla karakterizedir ve bu 6zellikler ile tiimoriin oksijen ve
besin ihtiyaci karsilanmaktadir. Bu karakteristikler ayn1 zamanda tiimor kan damanlarinin
neden makramolekiillere gecirgen oldugunu agiklamaktadir. Olgunlagmamig lenfatik
kapiller sebebiyle tiimor lenfatik drenaj sistemi de etkili bir sekilde aktivite
gostermemektedir. Bu sebeple makromolekiiller segici olarak tiimdr interstitiumunda
uzun siire tutulmaktadir. Bu sebeple, yapilan cok sayida c¢aligma EPR etkisinin
makromolekiillerin ve nanopartikiillerin solid tiimdér bolgesinde pasif birikimini
sagladigimi gostermistir. Bu sayede farmasoétiklerin terapétik etkinligi artirilarak, olasi
yan etkiler azaltilabilmistir. Cogu insan tiimériinde damarlanma por ¢ap1 200 ile 600 nm
arasinda degismektedir bu da pasif hedeflendirmeyi miimkiin kilmaktadir. Timor
dokusundaki nitrik oksit, prostoglandinler, bradikinin ve temel fibroblast biiyiime
faktorleri ve vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF) gibi vaskiiler permeabiliteyi
artiran genlerin overekspresyonu ile tiimdr mikrovaskiileritesi hiperpermeabilitesi
saglanmaktadir. Fakat timor damarlarinin vaskiileritesi gelisim siiresince, tiimdr tipine
gore ve tlimoriin anatomik konumuna gore farklilik gosterir. Polimerik nanopartikiillerin
ekstravazasyonu da kullanilan polimerin fizikokimyasal 6zelliklerinden etkilenmektedir

(Yin ve ark., 2014).
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Sekil 2-5: Artmis permeabilite ve retansiyon etkisi. Uzun siire sirkiile halinde polimerik
miseller (1) zayif patalojik vaskiiler (2) solid tiimor (3) salinan serbest ilac (4).

Miseller boyutlarinin kiiciik olmasi sebebiyle de tiimor hedefine ilag salimi
bakimindan avantaj saglamaktadirlar. PEG-PE miselleri ile yapilan calismada misel
formiilasyonlarinin uzun siire kanda kaldig1 gosterilmistir. PEG blogunun molekiil
agirligina gore formiilasyonun fare, sigan ve tavsanlardaki yarit oémrii 1.2-2 saat olarak
bulunmustur. PEG blogunun boyutunun artmasiyla misel sirkiilasyon siiresinin arttig1 ve
bunun sebebinin misellerin hidrofobik ¢ekirdegine opsonin penetrasyonuna karsi sterik

korumanin daha etkili oldugu bulunmustir (Lukyanov ve ark., 2002).

2.4.3. Kanser Tedavisinde Polimerik Misellerin Terapotik Uygulamalar:
2.4.3.1. Pluronikler (Pluronics®)

Pluronikler, poloksamerler olarak da bilinen amfifilik, noniyonik blok
kopolimerlerdir. A-B-A yapisinda, hidrofobik propilen oksit (PO) fragmentleri ve
hidrofilik etilen oksit (EO) dallarindan olusur. Poloksamerler merkezde hidrofobik
cekirdegi olusturan poli(propilen oksit) (PPO) ile ondan iki yana ayrilarak hidrofilik
koronay1 olusturan iki hidrofilik poli (etilen oksit) (PEO) ten olusur. Yapisi (PEO)a-
(PPO)b-(PEO)a seklinde gosterilebilir (Rowe ve ark., 2006).

Stabilite problemleri ve agregat olusturmaya egilimli olmalarina ragmen ¢oklu
ilag direncine kars1 dnemli terapotik ozellikleri ile antikanser ilaglarin salimi i¢in 6ne

¢ikan bir polimerdir (Biswas ve ark., 2016).
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2.4.3.2. PEG-PLA

Poli (laktik) asit (PLA), Amerikan Gida ve Ilag¢ Birligi (FDA) tarafindan onayl,
biyobozunur bir polimerdir. PLA, zayif hidrofiliktir ancak kopolimerizasyon ile
hidrofilisitesi, degredasyon hizi, kristalizasyon ve stealth 6zelligi iyilesmistir. PEG-PLA
diblok kopolimeri su i¢inden kendiliginden 10-100 nm boyutlarinda miselleri olusturur

(Letchford ve Burt, 2007).
Klinik kullanim1 onaylanan Genexol-PM paklitakselin mPEG-PLA miselleridir.

Gemsitabin stearil grubu ile modifiye edilerek hidrofobik 6n ilag formu
hazirlanarak (GemC18) PEG-PLA misellerine yiiklenerek gemsitabine direncli hiicrelere
uygulanmigtir. GemC18 yiiklii miseller gemsitabine direngli AsPC-1 hiicrelerinin

canliligini etkili olarak azaltabilmiglerdir (Daman ve ark., 2014).

2.4.3.3. PEG-PCL

PEG ile poli (kaprolakton) (PEG-PCL), amfifilik poliester polimerlerin bir baska
sinfidir ve antikanser ilaglarin enkapsiilasyonda yayginca kullanilmaktadir.
Sentezlenmesi kolay olan PEG-PCL amfifilik polimeri uygun biyouyumluluk,
biyobozunurluk ve diisiik toksisite sergilemektedir (Danafar, 2016).

2.4.3.4. PEG-lipid

PEG-lipid kopolimerleri diger diblok kopolimerinde oldugu gibi hidrofilik PEG
grubu ve hidrofobik kisim olarak hidrofobik polimer blogu yerine lipidden olugsmaktadir.
Lipidlerin agil zincirleri misellerin hidrofobik ¢ekirdegini olusturur ve bu bolgeye
cozlnlirliigli zayif terapotik ajanlarin enkapsiilasyonu gergeklesir. En yaygin olarak
kullanilan PEG-lipid miseli polietilen glikol-fosfatidiletanolamin (PEG-PE) miselleridir.
Dispersiyon ve diyaliz metodlariyla PEG-PE misellerine ilag  yiiklemesi

gerceklesmektedir (Biswas ve ark., 2016).

PEG ve fosfatidiletanolamin gibi diagil lipidlerinden olusan misellerin
hidrokarbon zincirleri arasindaki hidrofobik etkilesimler sayesinde stabiliteleri daha

iyidir.
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2.4.3.5. PEG-PLGA

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), gelistirilen basarili biyouyumlu ve
biyobozunur polimerlerden biridir. Amerikan Gida ve Ilag Birligi (FDA) tarafindan
farmasotik formiilasyonlarda ilag salim sistemi olarak kullanimina onay verilmistir. Fakat
PLGA nanopartikiilleri mononiiklear fagositik sistem (MPS) tarafindan hizla klirense
ugramaktadir. Nanopartikiilleri PEG gibi bir hidrofilik polimer ile kaplamak partikiiller
sterik olarak stabilize edilerek, MPS tarafindan taninmalar1 engelenebilir. Boylece uzayan

yar1 dmiirle plazmada sirkiilasyon siireleri uzayabilir.

PLGA’in biyolojik sistemde hidrolize olmasiyla monomerler laktik asit ve
glikolik asit metabolit olarak olusur. Her iki monomer de kolaylikla metabolize olabilen
endojen molekiillerdir. Bu sebeple de minimum sistemik toksisite gostermektedir. PLGA
polimerleri biyolojik sistemde birka¢ aydan yillara kadar bozunabilen farkli molekiil

agirliklarinda ve bilesimde ticari olarak mevcuttur.

Opsonin proteinlerinin nanopartikiil ylizeyine yapismasini ve retikiilo endotelyal
sistem hiicreleri tarafindan taninmasinin engellenmesi i¢in nanopartikiiller PEG, kitozan
veya poloksamerler gibi hidrofilik polimerler kaplanmistir. PEG kaplama en yaygin
olarak kullanilandir ve mPEG-PLGA paklitaksel, doksorubisin ve kurkumin gibi olduk¢a

potent antikanser ilaglar icin ilag salim sistemi olarak kullanilmigtir.

2.4.3.6. PEG-poli(amino asit)

PEG-poli(amino asit) (PEG-PAA) blok kopolimer misellerinde hidrofobik
cekirdegi polimerize amino asitler olusturur. Bu kapsamda en ¢ok kullanilan amino asitler
lisin, aspartik asit, glutamik asit ve histidindir. Aminoasitleri hidrofobik ¢ekirdek olarak
kullanmanin avantaji biyobozunur ve biyouyumlu 6zellik gostermeleridir. Poli(amino
asit) degredasyon ile dogal olarak meydana gelen aminoasitleri olusturur. Bir diger
avantajl PAA’nin terminal aminoasit gruplar1 sayesinde kolaylikla fonksiyolize
edilebilmesidir. PAA’daki fonksiyonel gruplar ilag molekiillerinin hidrofobik ¢ekirdege

konjuge edilmesinde avantaj saglar.
PAA’ya konjuge edilen hidrofilik grup genellikle PEG’dir. PEG, hidrofilik ve
biyouyumlu bir polimerdir ve yiiksek ¢oziiniirliigii, zincir fleksibilitesi, immiinojenik

olmamas1 gibi avantajlari ile farmasdotik endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir.
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2.4.3.7. Uyariya Duyarh Polimerik Miseller

- pH-hassas polimerik miseller

pH hassas amfifilik polimerler genellikle destabilizasyonlarint kolaylastiracak
iyonik bloktan veya timor bolgesindeki diisiikk pH’da degredasyonlarini kolaylastiracak
asit labil bagdan olusur. Iyonik polimerler arasinda, karboksilik asit grubu iceren anyonik
polimerler en siklikla kullanilan pH-hassas polimerlerdir. Poli (akrilik asit) (PAA) ve poli
(metakrilik asit) (PMA) polimerleri her bir monomer {initesinde karboksilik asit grubu
icerir ve iyonik polimerlere 6rnektir. Diisiik pH da karboksilik asit gruplar1 protonlanir
ve polimer noniyonik olur. Bu durum sonucu olusan noniyonik polimer, iyonik polimere
gore daha hidrofobiktir. Polimer karakteristiktegindeki bu degisiklik misel

agregasyonunu baslatan hidrofobik/hidrofilik faz degisimine neden olur.
- Rediiksiyon-hassas polimerik miseller

- Sicaklik-hassas polimerik miseller

2.4.4. Misellerin Hiicre ici Akibeti

Caligmalar misellerin internalizasyonunun temel olarak endositosis ile
gerceklestigini gostermektedir fakat mekanistik detaylar i¢in hala ayrintili inceleme
gerekmektedir. Misellerin internalizasyonu zaman, enerji, sicaklik ve konsantrasyona
bagimli bir siirectir ve klatrin aracili endositosis ile gerceklesmektedir (Jhaveri ve

Torchilin, 2014).

Miseller sistemler viicuda verildikten sonra ila¢ miseller yapidan salinarak serbest
hale gecebilir ve hiicre membranindan difiizyon ile gegebilir. Yahut, miseller hiicre dis1
stvida bozulup ilaci saldiktan sonra, ilag difiizyon ile hiicre membranindan gegebilir. Ya
da miseller dogrudan hiicre igine alinir, lizozoma gegerler. Buradan ya ilaci serbest halde
sitoplazmaya difiize ederler ya da lizozomda misel yapist parcalanir ve serbest ilag

sitoplazmaya geger.

Unimerler, kullanilan blok kopolimer tiirleri ve ¢alismalar i¢in kullanilan hiicre

kiiltiiri misellerin internalizasyonunu ve hiicrelerle etkilesimini dogrudan etkilemektedir.

Pluronik miselleri bugiline kadar misel tasiyict sistemlerle ilgili yapilan

caligmalarda en cok kullanilan blok kopolimerlerdir. Pluronik blok kopolimerlerinin
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hiicrelerle etkilesimi P-gp ilag¢ efflux transporterlarmin inhibisyonunu ve coklu ilag

direncini eksprese eden hiicrelerinde enerji eksilmesini igerir.

* Cokcailag

ylikleme * Biyouyumlu
* Uzatilmisg salim * Suda ¢6zunur
* Artmigilag * Kanda uzun

¢ozUnarligu stire sirkiile

Sekil 2-6: Misel ila¢ tasiyici sistem avantajlari

2.5. Hiicre Kiiltiirii Yontemleri

Hiicre kiiltiiriiniin temel tanimi hiicrelerin bir hayvandan veya bitkiden alinarak
uygun suni bir ortamda biiylitiilmesidir. Hiicreler dogrudan bir dokudan alinarak kiiltiire
etmeden Once enzimatik veya mekanik yolla da disagrage edilebilir. Yahut hiicreler

dogrudan bir hiicre serisinden veya hiicre zincirinden elde edilebilir.

Primer kiiltiir, hiicrelerin dokudan izole edildikten sonra uygun kosullarda
proliferasyon saglayarak tiim ortamda doygunluk sagladigindaki asamasidir. Bu asamada
hiicreler pasajlanmalidir, yeni bir biliylime ortamina aktarilmali, besiyeri ile uygun

kosullarda biiylime saglanmalidir.

Hiicre hatti, ilk pasajlamadan sonra primer kiiltiirler hiicre hatti olarak
isimlendirilir. Primer kiiltiirlerden elde edilen hiicre hatlar1 belirli bir yasam siiresine
sahiptir. Hiicrelere pasaj uygulandik¢a en fazla biiylime kapasitesine sahip olan hiicreler

galip gelir ve popiilasyonda genotipik ve fenotipik tekdiizelik saglanir.

Hiicre zinciri, eger bir hiicre hatt1 subpopiilasyonu klonlamayla yada bagka bir
metodla bir kiiltlirden pozitif olarak segcilirse bu hiicre hatt1 hiicre zinciri olarak

isimlendirilir.
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2.5.1. Hiicre Kiiltiirii Yonteminin Avantajlar

. Sicaklik, pH, osmotik basing, oksijen ve karbondioksit basinci gibi

fizikokimyasal kosullarin canli ortama goére daha iyi kontrol edilmesi,

. Homojen kosullarin kontrol altina alinabilmesi

. [laglarin hiicre permeabilitesi hizli degerlendirilebilme imkani

. [laglarin emilim mekanizmasinin tanimlanabilmesi

. [lag emilim artirma ydntemlerinin (6n ilag, absopsiyon artirict maddelerin

kullanim1 veya diger farmasoétik yaklagimlar kullanilmasi) hizli degendirilebilme imkani

. [lag veya polimerlerin sitotoksik dzelliklerinin degerlendirilmesi
. Hayvan deneylerinde karsilasilan yasal, ahlaki ve etik problemlerden
kacinilabilinmesi

2.5.2. Hiicre Kiiltiirii Yonteminin Sakincalari
. Tecriibe gerektiriyor olmasi

. Kontaminasyona yatkinlik, bu sebeple aseptik sartlarda calisilmasi ve

sterilitenin saglanmasi zorunlulugu

. Olas stabilite problemleri

2.5.3. Hiicre Kiiltiirii Kullanim Alanlari

Hiicre kiiltiirii kullanim alanlar1 su sekilde siralabilir (Khaw, 2001; Khaw, 1998;
Shah, 2006).

. Hormonlar, sitokinler, enzimler, antikorlar ve asilar gibi ¢esitli terapotik

ve profilaktik protein iiriinlerinin tiretimi

. Sitotoksisite degerlendirme g¢alismalari

. Kok hiicre ¢alismalari

. Ilaglarin  permeasyonunun ve metabolizmasinin  degerlendirilme
calismalari

. Doku miihendisligi
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2.5.4. Hiicre Canlihgi Degerlendirme Calismalar
2.5.4.1. Tetrazolium indirgeme Deneyleri

Canli hiicrelerin dedekte edilebilmesi icin ¢esitli tetrazolium tuzlari
kullanilmaktadir. En sik kullanilan bilesikler MTT, MTS, XTT ve WST-1’dir. Bu
bilesikler iki temel katagoriye ayrilir: 1) Pozitif yiiklii ve 6karydtik canli hiicrelere penetre
olabilen MTT ve 2) MTS, XTT ve WST-1 gibi negatif yiiklii ve dogrudan hiicrelere
penetre olmayan bilesenlerdir. ikinci simif siklikla bir araci elektron alict ile birlikte
kullanilir. Bu elektron alici sayesinde sitoplazma veya plazma membranindan elektronlar

alinarak tetrazolyumun indirgenerek renkli formazan iiriiniine donlismesi saglanmaktadir

(Riss ve ark., 2013).

2.5.4.2. MTT Tetrazolium Deneyi Konsepti

MTT deneyi hiicrelerin metabolik aktivitesini degerlendirmek iizere yapilan
kolorimetrik bir ¢alismadir. NAD(P)H-bagiml1 hiicresel oksidorediiktaz enzimleri belirli
kosullar altinda mevcut canli hiicrelerin sayisim1 yansitabilmektedir. Bu enzimler ise
tetrazolium tuzu olan MTT’yi diger ismiyle 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid’i indirgeyerek ¢oziinmeyen ve mor renge sahip formazan

bilesigine doniistiirmektedir.

S
n—N HN —N
| A\ Mitochondrial Reductase \
N*
O [jt
-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E,2)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Sekil 2-7: MTT’nin mitokondriyal rediiktaz enzimi ile formazan kristaline indirgenmesi

MTT calismasi, MTT bilesigi 1518a hassas oldugu i¢in genellikle karanlik ortamda
yuritiiliir. Formazan kristalleri olustuktan sonra bu kristaller dimetil siilfoksit, asitli
etanol ¢ozeltisi veya hidroklorik asit i¢indeki sodyum dodesil siilfat gibi bir ¢oziiciide

¢oziiniir ve renkli bir ¢ozeltiye doniisiir. Bu renkli ¢dzeltinin absorbansi spektrofotometre
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ile belirli bir dalgaboyunda &lgiilerek kantitatif tayin saglanabilir. Ol¢iimiin yapilmasi

gereken dalgaboyu ise genellikle 500-600 nm kadardir.

2.5.4.3. Hemositometre ile Hiicre Sayimi

. Kullanmaya baslanmadan dnce hemositometre alkol ile temizlenir.

. Hiicre siispansiyonundan 500 ul alinir ve bir ependorfa aktarilir.

. Burdan 100 ul alinir ve iizerine 100 ul %0.4 Tripan mavisi eklenir ve
hafif¢e karistirilir.

. Burdan 10 ul alinarak hemositometreye uygulanir ve mikroskopta
gozlenir.

. Tripan mavisi ile boyanmamis hiicreler (canli hiicreler) sayilir.

. 16 karelik herbir alan sayilir ve ortalamasi alinir.

. 10* ile garpulr.

. Yapilan seyreltmeye gore 100 ile carpilir.

2.6. Protein Ekspresyonu Degerlendirmesi icin Kullanilan Yontemler
2.6.1. BCA Protein Konsantrasyonu Tayini

Protein miktar tayini, protein saflagtirma, verim hesabi veya hedef proteinin
spesifik aktivitesini veya potensini 6lgmek amaciyla yapilmaktadir. Pek ¢ok platform ve
metod proteinlerin  kantitatif analize i¢in  kullanilmaktadir. Bu analizler
enzimatik/kimyasal ya da spektrofotometrik yontemlere dayanmaktadir. Asagida tez

calismamizda kullandigimiz BCA yontemiyle ilgili ayrintili bilgi verilecektir.

BCA (Bikinkoninik asit) 0.2- ug’dan 50 ug’a kadar proteinlerin analizine imkan
tantyan bir yontemdir. BCA reaksiyonu Cu+ iyonlar1 ile yogun mor renkli bir kompleks
olusturur. Bu reaksiyon protein ile alkali Cu2+ arasinda gerceklesir. Cu2+’nin
indirgenmesinde rol alan kalintilar sistein, sistin, triptofan, tirozin ve peptit baglaridir
(Smith ve ark., 1985). Kimyasal reaksiyon yiikselen sicaklikta farkli reaktivite gosteren
fonksiyonel gruplar vesilesiyle sicakliga bagimlidir. 60 °C’deki renk olusumu 37 °C ile

karsilagtirildiginda triptofan, tirozin ve peptit baglarinin reaktivitesinin yiiksekliginden
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dolay1 daha fazladir. Kullanilan belirteclerin icerigi asagida verilmistir; (Noble ve Bailey,
2009)

Belirte¢ A: 1 g sodyum bikinkoninat, 2 g Na,COs, 0.16 g sodyum tartarat, 0.4 g
NaOH ve 0.95 g NaHCO3 100 ml i¢inde hazirlanir ve kat1 veya konsantre NaOH ile pH

11.25’e ayarlanir.
Belirteg B: 0.4 g CuSO4 . 5H,0 10 ml su i¢inde ¢oziiniir.

Calisma cozeltisi A:B (100:2) olacak sekilde hazirlanir. Cozelti yesil renktedir ve
bir haftaya kadar stabil kalabilir.

2.6.2. Western Blot Yontemi

Western Blotting yontemi protein blotting veya immunoblotting ismiyle de
bilinmektedir. DNA (Southern) veya RNA (Northern) blotting yontemlerinden tiiremis
olan bir analitik tekniktir. Ornekteki proteinleri ayristirmak i¢in SDS-Poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) kullanilir. Elektroforez, ytkli partikiillerin elektrik alani
altinda zit elektrotlara dogru goc etmesi olgusudur. Elektroforetik mobilitesine gore
proteinler yiikiine, molekiil boyutuna ve yapisina bagh olarak ayrisir. Poliakrilamid jel,
akrilamid ve ¢apraz baglayici metilen bisakrilamid’in amonum persulfat katalizatorii ile
olusmus 3 boyutlu elek aglardir. Poliakrilamid, nétral, sentetik, termostabil, transparan,
giiclii, nispeten inert ve farkli por boyutlarinda hazirlanabilen bir jeldir. Sodyum dodesil
stilfat (SDS) varliginda elektroforetik mobilite proteinlerin yiikii ve molekiil boyutuna
degil temel olarak molekiil agirligma baghdir. SDS, anyonik bir deterjandir, bir
denatiirasyon ve hidrotropi ajan1 olarak molekiil i¢indeki ve molekiiller arasindaki
hidrojen baglarin1 kirarak proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarini bozmaktadir.
Merkaptoetanol ve ditiotreitol (DTT) gibi kuvvetli indirgeyici ajanlar sistein kalintilar
arasindaki disiilfit baglarin1 yok edebilmektedir. SDS ve indirgeyici ajanlar proteinleri
linearize etmek ve onlara negative yiik kazandirmak amagli uygulanmaktadir. SDS’in
baglanmasi ile proteinler kivrimsiz (unfold) duruma gegerek ¢ubuk seklini almaktadir.

Bdylece proteinlerin seklinin jeldeki ayrigsmaya etkisi elimine edilmektedir.

Jel elektroforez isleminde farkli pH degerlerine sahip tampon sistemi
uygulanmaktadir. Voltaj uygulandiginda anyonlar (negatif yiiklii molekiiller) pozitif
elektrota (anot) dogru go¢ ederler. Cl-, yliksek mobiliteye sahip bir iyondur ve sistemde

yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir. Bu sebeple Cl- iyonu 6nciiliik eden iyon olarak
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nitelendirilir. Glisinat ise diigiik mobiliteye sahiptir ve diisiik konsantrasyonda
bulunmaktadir. Bu sebeple arka iyon olarak isimlendirilir. SDS-protein partikiilleri Cl-
ve Gly- arasinda serbestce hareket edemezler. Clinkii Cl ve glisin tamponlar1 arasinda
voltaj diiser ve proteinler mikrometre boyutundaki ince tabaka jelin i¢ine yigilabilirler.
Unite bagina daha fazla negatif yiik tastyan proteinler daha az negatif yiik tastyanlara gore
daha hizl1 hareket ederler. Bu diisiik molekiil agirligina sahip proteinlerin yiliksek molekiil

agirhigina sahip olanlardan daha hizli hareket etmesi anlamina gelmektedir.

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) boyutlart 5 ile 2000 kDa arasindaki
proteinleri ayirmada kullanilmaktadir. Poliakrilamid jelin tek diize bir por boyutu vardir.
Por boyutu, jel hazirlanirken akrilamid ve bis-akrilamid tozu konsantrasyonu ayarlanmasi
ile kontrol edilebilir. Genellikle jeller %5, %8, %10, %12 veya %15 oranlarinda
hazirlanir. Yiizde orani proteinin boyutuna gore secilmektedir. Protein molekiil agirlig
kiigtikse, yiizdesi daha yliksek olan bir jel kullanilmalidir. Tampon sistemindeki
degisiklikler de kiiciik boyutlu proteinlerin ayristirilmasinda yardimer olabilmektedir.
Asagidaki tabloda protein molekiil agirliklar1 ve kullanilmasi 6nerilen jel yiizdelerine

iliskin bilgi verilmektedir;

Tablo 2-6: Protein molekiil agirhiklar: ve kullanilmasi 6nerilen jel yiizdeleri

Molekiil agirhg (kD) Jel konsantrasyonu (%)
<10 15
10-30 12
30-100 10
100-500 8
>500 5

Elektroforez isleminden sonra proteinler jel yapisindan nitroseliilloz (NC) veya
poliviniliden diflorid (PVDF) yapilmis membrana aktarilmalidir. Herhangi bir 6nciil
aktivasyona gerek kalmadan proteinler nitroseliilloz membrana hidrofobik etkilesimlerle
kombine olabilmektedirler. Nitroselilloz membranlar spesifik olmayan baglanmalar da
yapabilmektedir. Kullanim1 kolay ve fiyat olarak uygundur. Fakat yikama islemlerini

yaparken kiiciik protein molekiillerini de yok etmek miimkiin olabilmektedir. PVDF
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membranlar ise kiigiik protein molekiillerinin deteksiyonu i¢in en iyi segenektir. Yiiksek

duyarlilik, resoliisyon ve afinite gdstermektedir.

Transfer i¢in yari-kuru veya 1slak transfer yontemleri kullanilmaktadir. Yari-kuru
transfer, jel-membran-filtre sandvi¢inin filtreler arasina konularak transfer tamponu ile
doldurulmasina dayanir. Transfer islemi transfer tamponu ile olusan iletim giicii
vesilesiyle gergeklesir. Elektrik dogrudan membran ve jele uygulandigi i¢in transfer biraz
vakit alir ve yliksek etkinlik gosterir. Islak transfer isleminde ise jel-membran-filtre
sandvici transfer tankina yerlestirilir ve transfer tamponunda vertikal konumda siispande
edilir. Proteinler jelden membrana sandvige paralel olan elektrot plakasindan ftiretilen

yiiksek yogunluktaki elektrik alani ile transfer edilir.

Transfer isleminden sonra bloklama yapilmalidir. Membrandaki reakte olmamis
alanlar bloklanarak ileriki asamalarda proteinlerin spesifik olmayan baglanmalar
yapmalar1 engellenmelidir. Inert bir protein veya iyonik olmayan deterjanlar kullanilarak
bloklama islemi gergeklestirilmelidir. Bloklama tamponlari reakte olmamas biitiin alanlari
bloklamalidir ve membrandaki hedef protein ile yer degistirmemelidir. Bir bagka deyisle,
hedef proteinin epitopuna baglanmamali ve antikor veya diger deteksiyon reajanlar ile
capraz etkilesime girmemelidir. BSA, yagsiz siit tozu, kazein, jelatin ve Tween-20
siklikla kullanilan bloklama ajanlaridir. TBS ve/veya PBS ise en siklikla kullanilan

tamponlardir.

Primer antikor inkiibasyonu islemi bloklama isleminden sonra gerceklestirilir.
Hedef proteine spesifik primer antikor membran ile inkiibe edilir ve primer antikor
membrandaki hedef proteine baglanir. Western blot isleminde primer antikor
kullanilmadan 6nce valide edilmelidir. Kullanilacak primer antikorun sec¢imi detekte
edilecek antijene baglidir. Poliklonal ve monoklonal antikorlar western blot isleminde
kullanilmaktadir. Monoklonal antikorlar tek spesifik antijenik epitopu tanir. Bu yiizden
daha yiiksek 6zgiilliikk gosterir, bu da diisiik arkaplanin olmasina imkan tanir. Poliklonal
antikorlar ise daha fazla epitop tanir ve siklikla daha yiiksek afiniteye sahiptir.
Monoklonal antikor sadece bir epitopa 6zgii oldugundan, eger epitop hasara ugrarsa
sonuglar dogrudan etkilecektir. Fakat poliklonal antikor kullanildiginda, birkac epitop

zarar gormiis olsa da sonuglar stabil kalabilecektir.

Sekonder antikor inkiibisyonu, membran baglanma gerceklestirmemis primer

antikorun yikama ile uzaklastirilmasi sonrasi gergektestirilir. Sekonder antikora bir enzim
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veya florasan bir madde baglidir. Membran sekonder antikora maruz birakildiginda hedef
protein ile etkilesime giren primer antikora baglanir. Anti-fare ve anti-tavsan
immunoglobulinleri en ¢ok kullanilan sekonder antikorlardir. Keg¢i, anti-fare ve anti-
tavsan poliklonal antikorlarini yetistirmek i¢in siklikla kullanilmaktadir. Bu sebeple keci
anti-fare ve keci anti-tavsan en yaygin kullanilan antikorlardir. Sekonder antikor se¢imi
primer antikorun yetistirildigi hayvan tiiriine baghdir. Ornegin, eger primer antikor bir
fare monoklonal antikor ise, sekonder antikor anti-fare olmalidir. Eger primer antikor bir

tavsan poliklonal antikor ise sekonder antikor anti-tavsan antikor olmalidir (Anon, 2017).

2.6.3. immiinohistokimya ve Immiinoflorasan Cahsmalari

Immiinoflorasan  teknigi hem taze hem de sabitlenmis &rneklere
uygulanabilmektedir. Bu teknikte, antikorlar fluorescein izotiyosiyonat (FITC) veya
tetrametil rodamin izotiyosiyonat (TRITC) gibi florasan boyalara kimyasal olarak
konjugedir. Bu isaretli antikorlar direkt veya indirekt olarak ilgili antijene baglanir ve bu
sayede florasan teknikleri ile bu antijen detekte edilmis olmaktadir. Florasan, akis
sitometrisi veya array tarayici ile kantifiye edilebilir veya bir florasan mikroskop ya da

konfokal mikroskop ile gozlemlenebilmektedir.

Immiinoflorasan isaretleme, direkt ve indirekt olmak iizere iki ana metoddan
olusmaktadir. Direkt immiinoflorasans, daha az siklikta kullanilan bir yontemdir. Bu
yontemde arastirilan molekiile 6zgili antikor florasan boyaya kimyasal olarak konjuge
haldedir. indirekt immiinoflorasans yénteminde ise molekiile dzgii antikor bir diger
ismiyle primer antikor isaretlenmemistir. Ikincil bir anti-immiinoglobiilin antikor bu ilk
antikorun bir kismina yoneliktir, florasan bir boya ile isaretlenmistir ve ikincil antikor

olarak isimlendirilmektedir.
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Birincil (Primer)

Antikor —_—
H

*Nrekt immiinoflorasans

/ Florokrom

indirekt immiinoflorasans

N

ikincil Antikor

Sekil 2-8: Direkt ve indirekt immiinoflorasans

Direkt immunoflorasan yontemi avantajlari

. Isaretleme siiresi kisadir.
. Ikili ya da iiclii isaretleme indirekt yonteme gore daha basittir.
. Tek bir tiirde birden ¢ok antikor yetistirildigi O6rneklerde bu yontemi

kullanmak gerekebilmektedir.

Dezavantajlan

. Daha zayif sinyal elde edilmektedir.

. Genellikle daha yiiksek maliyettedir.

. Yontemin esnekligi daha azdir.

. Isaretli konjugatlar bulunamadiginda islem zorlasabilmektedir.

Indirekt immunoflorasan yontemi avantajlari
. Direkt immiinoflorasan yontemine goére ¢cok daha iyi hassasiyeti vardir.

. Birden fazla sekonder antikor her bir primere baglanabildiginden sinyal

amplifiliye olabilmektedir.
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. Ticari olarak piyasada bulunan sekonder antikorlar nispeten daha ucuzdur,

kalite kontrolleri yapilmaktadir ve pek ¢ok renk se¢enegi mevcuttur.

Dezavantajlan
. Capraz reaktivite potansiyeli s6z konusudur.
. Birden fazla isaretleme yapilmak istendiginde primer antikorlarin ayni

tiirde yetistirmis olmamasi1 gerekmektedir.

. Endojen immunoglobulin o6rnekleri yiiksek arka plana sebep

olabilmektedir.

2.6.3.1. Florasan Prensibi

Florasan ve fosforans, luminasans tipleri olarak bilinmektedir. Luminasansl
molekiiller 151k absorbe ettiginde, baska bir dalga boyunda 151k salarlar. Florasan ile,
eksitasyon 15181nin absorpsiyonundan hemen sonra 1s18in emisyonu ¢ok hizli bir sekilde
gerceklesir. Florasan maddeler atomik yapilar1 sebebiyle disariya 151k vermektedirler.
Atomun ¢ekirdegini ¢evreleyen ydriingelerin her biri belirli bir enerji diizeyinde dizilmis
elektronlar igermektedir. Bir elektron bir 151k fotonundan enerji absorbe ettiginde, eksite
olmus hale gecer ve bir yiiksek, daha az stabil olan enerji diizeyine ziplar. Fakat bu eksite
hal uzun stirmez. Eksite hal yar1 6mrii genellikle 10 saniyeden azdir. Elektron ufak bir
enerjiyi 1s1 olarak kaybeder, geri kalan ekstra enerji ise foton formunda disar1 verilir.
Salinan florasans absorbe edilen 1siktan daha diisiik enerjiye sahiptir. Bu sebeple salinan

151810 dalga boyu eksitasyon 1s1gindan daha uzundur (Robinson, Sturgis ve Kumar).
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Eksitasyon Emisyon

Eksitasyon spektrumu: Mavi

Emisyon spektrumu: Yesil

. Cekirdek

Sekil 2-9: Florasans Prensibi

Immiinohistokimya, monoklonal ve poliklonal antikorlarin kullanilmasi ile doku
kesitlerinde spesifik antijenlerin varliginin tespiti amaciyla yapilan etkili bir patolojik tan1
aracidir. Spesifik tiimor antijenlerinin belirli kanser tiirklerinde eksprese edilmesi ya da

up-regiile olmasi sayesinde kanser tanis1 konulmasinda siklikla kullanilan bir yontemdir.

Immiinohistokimya calismasi i¢in &ncelikle biyopsi yapilmasi gerekmektedir.
Bunun i¢in ise mikrotom kullanilarak dokudan kesitler alinmaktadir ve bu doku kesitleri
uygun antikorlar ile inkiibe edilmektedir. Florasan boya, enzim, radyoaktif element veya
kolloidal altin gibi bir belirte¢ sayesinde antikorun baglandigi bolge florosan mikroskop

ile gozlemlenebilmektedir (Kaliyappan ve ark., 2012).



46

2.6.3.2. immiinoflorasan Yontemi Protokolii

1. Lamlar 5° er dakikadan 4 kere %0.025 Triton X-100 igeren TBS ile
yikanir. %0.025 Triton X-100 yiizey gerilimini diisiirerek, reajanlarin tiim doku kesitini
kaplamasin1 saglar. Ayrica Fc reseptorlerini ¢ozerek, spesifik olmayan baglanmayi

azaltir.

2. %1 Bovin Serum Albumin ve %10 serum iceren TBS icinde 2 saat oda
sicakliginda bloklanir. Sekonder antikor dokudaki endojen immiinoglobulinlerle ¢apraz
reakte olabilmektedir. Dokuyu, sekonder antikorun yetistirildigi tiirde normal serumda
inkiibe etmek bu durumu minimize etmeye yardim etmektedir. Ayrica primer antikor
kullanilmadan 6nce normal serum uygulanmasi Fc reseptoriin primer ve sekonder
antikora baglanmasini elimine etmektedir. Bovin serum alblimin kullanim ise hidrofobik

etkilesimlerle meydana gelebilecek spesifik olmayan baglanmanin azalmasini saglar.
3. Lamlarin tizerindeki s1v1 akitilir ve dokularin kenari pegete ile kurulanir.

4. Primer antikor %1 Bovin Serum Albumin igeren TBS icinde seyreltilir.
Primer antikor, c¢alisilan dokunun tiirlinden farkli bir tiirde yetistirilmis olmasi
gerekmektedir. Ciinkii, 6rnegin eger bir fare dokusu iizerine calisiliyorsa ve farede
yetistirilmis bir primer antikor kullaniliyorsa, sekonder antikor olarak kullanilacak anti-
fare IgG fare dokusundaki endojen IgG’ ye baglanarak yiiksek bir arkaplan olusumuna

neden olabilir.

5. Primer antikor ile doku 4 °C’ de gece boyunca inkiibe edilir. Gece boyunca
tutulmas1 diisiik titrede antikor kullanilmasina imkan verir ve uzun siire inkiibasyon

oldugu i¢in antikorun baglanmasi i¢in yeterli zaman saglanir.

6. Ertesi glin %0.025 Triton X-100 iceren TBS ile her biri 5 dakikadan 4 kere

yikanir.

7. Florasan tetkik i¢in; florofor-konjuge sekonder antikor %1 Bovin Serum

Albumin iceren TBS ile seyreltilir.
8. 1 saat oda sicakliginda drneklerle karanlikta inkiibe edilir.
9. TBS ile her biri 5 dakikadan 3 kere yikanur.

10. Mounting medium her bir dokunun {izerine damlatilir ve bir lamel ile

kapatilir.
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11. Florasan mikroskop altinda incelenir.

12. Horseradish peroksidaz (HPR) kullanilarak yapilan enzimatik metodda
ise en basta dokudaki endojen peroksiadz bloklanmalidir. Bunun i¢in H,O; kullanilir.
H,0,, endojen peroksidaz aktivesini baskilayarak, arkaplan boyanmasini azaltir.
Oncelikle doku kesiti DAB soliisyonu ile rehidrate edilir. Bu sayede endojen peroksidaz
icerip icermedigi anlasilir. Eger kesit mikroskop altinda kahverengi goziikiiyorsa, bu

boyanmanin azaltilmasi bloklama ile gerceklestirilmelidir.
13. 1-6’ ya kadar biitiin basamaklar bu metodda da tekrarladir.
14. Lamlar % 0.3 H,O; iceren TBS ile 15 dakika inkiibe edilir.

15. Enzim konjuge edilmis sekonder antikor %1 Bovin Serum Albumin
iceren TBS i¢inde seyreltilir. 1 saat boyunca oda sicakliginda lablardaki doku kesitleriyle
inkiibe edilir.

16. Musluk altinda 5 dakika yikanir.
17. Kontiir boyama yapilir.

18. Dehidrate edilir, temizlenir ve mikroskop altinda incelenir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamilan Kimyasal/Biyolojik Maddeler

Gemsitabin Ark Pharma/ABD
Vismodegib LC Laboratories/ABD
2,2-Bis(hidroksimetil)propiyonik asit Sigma-Aldrich/ABD
Metoksi polietilen glikol (mPEG; Mn=5000, Sigma-Aldrich/ABD

polidispersite indeksi (PDI)=1.03)

1-(3-(dimetilamino)propil)

-3-etilkarbonimid HCI (EDC) Sigma-Aldrich/ABD
1-hidroksibenzotriazol (HOBt) Sigma-Aldrich/ABD
1,8-diazabisiklon-dec-7-ene (DBU) Sigma-Aldrich/ABD
Benzil bromid Sigma-Aldrich/ABD
Asetonitril, HPLC i¢in Sigma-Aldrich/ABD
BCA Protein tayin kiti Pierce/ABD
Mia PaCa-2 hiicreleri American Type Culture Collection (ATCC)/ABD
Dimetil siilfoksit, cell culture grade Sigma-Aldrich/ABD

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium), 4.5 g/L glukoz, sodyum piriivat, Life Technologies/ABD

Stabil glutamin igeren

Fetal dana serumu (FBS) Life Technologies/ABD
Metanol, HPLC i¢in Sigma-Aldrich/ABD
Penisilin/Streptomisin Life Technologies/ABD
Phosphate buffered saline (PBS) Life Technologies/ABD
Pyrene Sigma-Aldrich/ABD

Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) Sigma-Aldrich/ABD



Triton X-100

Tetrahidrofuran

Palladium on charcoal (Pd/C)
NaOH

Dialysis bag (MW cutoff 2000 Da)
Kristal viyolet

%4-15 mini Protean poliakrilamid jel
Poliviniliden fluorid (PVDF)
Odyssey Blocking Buffer

Gli-1 (SC-20687)

Bax (SC-6236)

Total PARP (CS-95328S)

[-aktin (SC-1616)

Patched-1 (SC-6147)

Tripsin-EDTA ¢ozeltisi (%0.05-%0.02)

3.2. Kullanilan Cihazlar

96 kuyucuklu steril plaka
Desikator

Enjektor ucu Filtre 0.2 um, steril
Enjektor ucu Filtre 0.45 um, steril
Hassas terazi

Hemasitometre

HPLC

HPLC Kolonu

HPLC Kolonu

Hiicre kiiltiir kaplar1 (flask, 25, 75 ve 100 cm2)
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Sigma-Aldrich/ABD
Sigma-Aldrich/ABD
Sigma-Aldrich/ABD
Sigma-Aldrich/ABD
Sigma-Aldrich/ABD
Sigma-Aldrich/ABD
BioRad/ABD

Life Technologies/ABD
Licor /ABD

SantaCruz Biotech/ABD
SantaCruz Biotech/ABD
CellSignallingTech/ABD
SantaCruz Biotech/ABD
SantaCruz Biotech/ABD

Sigma-Aldrich/ABD

Sigma-Aldrich/ABD
Scienceware

Merck Millipore

Merck Millipore

Mettler TOLEDO
Hausser Scientific
Shimadzu

Inertsil ODS 3

Phenomenex Aqua C18

ThermoFisher Scientific
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Inverted mikroskop Zeiss Axio TL/RL
Karbondioksit inkiibator Sanyo
Liyofilizator Labconco
Mikropipet Eppendorf
Mikropipet ucu Fisher Scientific
Mikroplaka okuyucu SpectraMax® M5e
Santrifiij, sogutmalu, degisken rotorlu EppendorfCentrifuge 5424 R
pH metre Sigma Aldrich
Prob sonikator Qsonica
Protein transfer Invitrogen iBlot
Rotavapor Heidolph
Ultrasonik banyo Fisher Scientific
Vortex Fisher Scientific
Zetasizer Nano Series Zeta sizer Nano-ZS90

3.3. Cahsmalarda Kullamlacak Polimerlerin Sentezi ve Karakterizasyonu
3.3.1. 2-metil-2-benziloksikarbonil-propilen karbonat (MBC) Sentezi
Gemsitabin salimini ve stabilitesini iyilestirmek iizere karboksilik pendant
gruplarina sahip amfifilik polimerin sentez yolu agagida anlatilmigtir.
3.3.2. Reaksiyon Yontemi:
Monomer MBC iki adimli reaksiyon ile sentezlendi.

. 0.168 mol 2,2-bis(hidroksimetil)propiyonik asit ve 0.169 mol potasyum
hidroksit karistirildi. (A).

. Isitic1 100 °C’ye ayarlandi.

. 0.202 mol benzil bromid ile 125 mL dimetilformamid igeren balon joje

1s1tict lizerine yerlestirildi.

. 16 saat boyunca A ile reakte edildi.
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Basing altinda organik ¢oziicii uzaklastirildi.

Kalint1 etil asetat ile ¢oziildii.

Su ile yikandu.

MgSO; tizerinde kurumaya birakildi.

Sonrasinda ham iiriin eldesi igin etil asetat uguruldu.

Uriin toluen ile tekrar tekrar kristalizasyona ugratilarak saf benzil-2,2-

bis(metilol)propiyonat elde edilmeye calisildi.

hazirlandi.

Ikinci asamada 6:1 (h/h) oraninda diklorometan-piridin  karigimi

0,05 mol 2,2-bis(metilol)-propiyonat bu karisimda ¢oziindiiriildii (B).
Kuru buz ve izopropil alkol ile -78 °C sicaklik ayarlandi.

B bu soguk ortamda donduruldu.

25 mmol trifosgen diklorometan i¢inde hazirlandi.

-78 °C’de gergeklesmekte olan reaksiyona bu trifosgen 1 saat boyunca

damla damla eklendi.

verildi.

Reaksiyon oda sicakligma alinir ve 2 saat daha devam etmesine izin

2 saat sonunda 75 mL doymus NH4Cl ¢ozeltisi ile reaksiyon sonlandirildu.
Organik tabaka 3 kere 100 mL 1 M HCl ile yikandi.

300 mL NaHCOs ile yikandi.

Na,S0y ile kurutuldu.

Organik tabaka basing altinda uzaklastirilir ve saf MBC elde edildi.

MBC etil asetattan tekrar kristallendirilerek daha saf hale getirildi.
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3.3.3. PEG-MBC Sentezi

PEG-MBC halka a¢ilim polimerizasyonu ile sentez edildi. Bunun i¢in asagidaki
islemler gerceklestirildi.

. MBC ve mPEG 3 saat boyunca basing altinda DBU Kkatalizi aracilifiyla
reakte edildi.

. Elde edilen polimer kloroform i¢inde ¢oziildii.

. Hekzan-dietil eter karisimda ¢oktiiriilerek saflagtirildi.

. 48 saat boyunca vakum altinda tutularak kurutuldu.

3.3.4. PEG-MBC Hidrojenizasyonu

PEG-MBC’nin koruyucu benzil gruplari hidrojenizasyon islemi ile karboksil

gruplarina agagidaki islemler ile indirgendi.
. 1:1 (h/h) oraninda 12 mL tetrahidrofuran ve metanol hazirlandi.

. Bu karisima 200 mg palladyum karbon (Pd/C) eklendi (C).

. 1 g MBC C’ye eklendi.
. Bir balon igerisine hidrojen gazi hapsedildi.
. Diizenek ile bu reaksiyonun 18 saat boyunca hidrojen gazina maruz

kalmas1 saglandi.

. 18 saat sonra siyah renkli reaksiyon ¢ozeltisi filtre ve vakum yardimiyla
stiziildii.

. Organik ¢oziicli uzaklagtirilir ve vakum altinda 48 saat bekletildi.

. Yapiskan sarimtirak-seffaf renkte {iriin elde edildi.

3.3.5. PEG-PCC’ ye Gemsitabin ve Dodekanol Konjugasyonu

Karbonimid coupling kullanilarak PEG-PCC polimerinin karbonil gruplarina

gemsitabin ve dodekanol asagidaki basamaklar uygulanmasiyla konjuge edildi.
. 300 mg PEG-PCC 5 mL DMF ile bir balon joje i¢inde ¢oziindiiriildii.

. Inert nitrojen gazi bir igne yardimiyla kauguk tipadan reaksiyon ortamina

verildi.
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. 317 mg 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilkarbodimid HCI (EDC) tartild1 ve
I mL DMF i¢inde ¢o6ziildii. Siringa yardimiyla reaksiyona eklendi.

. 30 dakika sonra 1 ml DMF icinde ¢oOziindiirilen 223 mg 1-
hidroksibenzotriazol (HOBt) siringa yardimiyla sisteme eklendi.

. 2 saat sonra 72 mg Gemsitabin tartilir ve 1 ml DMF i¢inde ¢oziiliir. Siringa

ile reaksiyon ortamina aktarildi.
. Hemen ardindan 200 ul diisopropiletilamin reaksiyon ortamina eklendi.

. 1 saat sonra 195 mg dodekanol tartildi ve 1 ml DMF i¢inde ¢oziiniiriildii.

Siringa ile reaksiyon ortamina aktarildi.
. Hemen ardindan 200 ul diisopropiletilamin reaksiyon ortamina eklendi.

. 48 saat boyunca reaksiyon devam ettirildi.

3.3.6. Saflastirma Islemi

48 saat sonunda balon joje alinir ve c¢oktiirme islemleri icin saflastirma

gerceklestirildi. Bunun i¢in asagidaki basamaklar izlendi.

. 40 mL isopropil alkol -20 °C’de 2 saat bekletildikten sonra balon jojeden

reaksiyon likidi damla damla isopropil alkole eklendi. Cokme gozlemlendi.

. Isopropile eklenmis reaksiyon likidi -20 °C’de 1 giin boyunca bekletildi.
. Ertesi giin santrifiij -10 °C’ye ayarlanir ve 5000 rpm’de santrifiij edildi.

. Cokelti kloroformda ¢oziindiirildii.

. -20 °C’de bekletilmis bir bagka 40 ml isopropil alkole damla damla

eklendi. Cokme gbzlemlendi.

. 1 giin boyunca -20 °C’de bekletildikten sonra ertesi giin ayni santrifiij

islemi uygulandi.
. Cokelti tekrar kloroformda ¢ozlindiiriildii.
. 40 mL dietil eter -80 °C’de 2 saat bekletildi.
. Kloroformda ¢oziilen 6nceki ¢ozelti damla damla dietil etere eklendi.

. 1 giin boyunca -80 °C’de tutuldu.
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. Ertesi giin tekrar santrifiij islemi uygulanarak ¢okelti elde edildi.
. Cokelti 5 ml aseton iginde ¢oziildiriildii.
. Molekiil agirligi por boyutu 2000 Da olan diyaliz tiibiine yerlestirildi.

Kiskaglarla iki ucundan sabitlendi.

. 500 ml biiytik beher icine distile su eklendi. Diyaliz tiibii suya daldirildi

ve gece boyunca karanlik ortamda donmeye birakildi.

. Ertesi giin diyaliz tiibii igindeki s1v1 bir flokana alind1 ve -80 °C’de 2 saat
bekletildi.

. Dondurulmus 6rnek liyafilizatore yerlestirilerek 2 giin boyunca tutuldu.

. Elde edilen pamuksu toz 6rnek desikator i¢inde saklandi.

3.3.7. PEG-PCC’ ye Dodekanol Konjugasyonu

Karbonimid coupling kullanilarak PEG-PCC polimerinin karbonil gruplarina
yalnizca dodekanol konjuge edildi. Bu islem i¢in asagidaki basamaklar yapildi.

. 300 mg PEG-PCC 5 ml DMF ile bir balon joje i¢inde ¢oziindiiriildii.

. Inert nitrojen gazi bir igne yardimiyla kauguk tipadan reaksiyon ortamina
verildi.

. 317 mg 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilkarbodimid HCI (EDC) tartild1 ve

1 mL DMF i¢inde ¢oziindiiriildi. Siringa yardimiyla reaksiyona eklendi.

. 30 dakika sonra 1 ml DMF icinde ¢Oziindiirilen 223 mg 1-

hidroksibenzotriazol (HOBt) siringa yardimiyla sisteme eklenir.

. 1 saat sonra 187 mg dodekanol tartildi ve 1 ml DMF i¢inde ¢6ziindiiriildii.

Siringa ile reaksiyon ortamina aktarildi.
. Hemen ardindan 400 ul diisopropiletilamin reaksiyon ortamina eklendi.

. 48 saat boyunca reaksiyon devam ettirildi.

3.3.8. Saflastirma Islemi

48 saat sonunda balon joje alindi ve c¢oktiirme islemleri icin saflastirma

gerceklestirildi. Bunun i¢in asagidaki basamaklar izlendi.
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. 40 ml isopropil alkol -20 °C’de 2 saat bekletildikten sonra balon jojeden

reaksiyon likidi damla damla isopropil alkole eklendi. Cokme gozlemlendi.

. Isopropile eklenmis reaksiyon likidi -20 °C’de 1 giin boyunca bekletildi.
. Ertesi giin santrifiij -10 °C’ye ayarlanir ve 5000 rpm’de santrifiij edildi.

. Cokelti kloroformda ¢oziindiirildii.

. -20 °C’de bekletilmis bir bagka 40 ml isopropil alkole damla damla

eklendi. Cokme gbzlemlendi.

. 1 giin boyunca -20 °C’de bekletildikten sonra ertesi giin ayni santrifiij

islemi uygulandi.
. Cokelti tekrar kloroformda ¢ozlindiiriildii.

. 40 ml dietil eter -80 °C’de 2 saat bekletildi.

. Kloroformda ¢oziilen 6nceki ¢ozelti damla damla dietil etere eklendi.
. 1 giin boyunca -80 °C’de tutuldu.

. Ertesi giin tekrar santrifiij islemi uygulanarak ¢okelti elde edildi.

. Cokelti kloroform iginde ¢6ziindiiriildi.

. Kloroform rotavapor ile uzaklastirildi ve iiriin desikatorde saklandi.

3.3.9. mPEG-b-PCC-g-GEM-g-DC ve mPEG-b-PCC-g-DC  Polimerlerinin

Karakterizasyonlari

'H-NMR analizi en net karakterizasyon saglayacak olan yontem oldugundan
dolay1 'H-NMR ile dogrulama gergeklestirilmistir. Bu amagla Bruker (500 MHz, T=25
y g g

C) NMR cihaz1 kullanilmistir. Orneklerin NMR analizine hazirlanmast icin:
. 8’er mg her iki polimerden de tartildi.
. 700 ul DMSO-ds’da ¢oziildii.

. NMR tiiplerine konuldu.
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3.4. Analitik Miktar Tayini Yontemleri

3.4.1. Gemsitabin Miktar Tayini Yontemi

Gemsitabin’in hazirlanan formiilasyondaki miktar1 ve polimere konjuge miktari

ve in vitro salim sartlarindaki tayininin 6zgiin, hassas, giivenilir, dogru ve kisa analiz

siirelerinde yapilabilmesi i¢in Tablo 3-1’de verilen HPLC metod kosullar1 kullanildu.

Tablo 3-1: GEM miktar tayininde kullanilan HPLC yontemi parametreleri

Mobil faz

Analitik kolon

Enjeksiyon hacmi

Akis hizi

Dedektor

Analiz sicakligi

Analiz siiresi

Metanol:Sodyum asetat tamponu (20

mM, pH-5.5) (07:93)

Inertsil ODS 3 kolon 4.5 x 250 mm, 5 u

20 ul

1 ml/dak

UV 268 nm

25°C

15 dak

3.4.2. Vismodegib icin HPLC ile Miktar Tayini

Vismodegib’in tek basina, hazirlanan formiilasyonlardaki miktar1 ve in vitro salim

kosullarindaki miktar tayininin 6zgiin, hassas, gilivenilir, dogru ve kisa analiz siirelerinde

yapilabilmesi i¢in Tablo 3-2’ de verilen HPLC yontemi kullanildi.
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Tablo 3-2: Vismodegib miktar tayininde kullanilan HPLC yontemi parametreleri

Mobil faz Asetonitril:Su (60:40)

Analitik kolon Phenomenex Aqua C18 kolon
4.6 x250 mm, S n

Enjeksiyon hacmi 20 ul

Akis hizi 1 ml/dak
Dedektor UV 230 nm
Analiz sicakligi 25°C
Analiz siiresi 15 dak

3.4.3. Kullanilan Analitik Yontemlerin Validasyon Parametreleri

Analitik metod validasyonu, kullanilan miktar tayini yonteminin giivenilirligini
ve tekrar edilebilirligini gostermek ayrica bilimsel biitiinliik ve uygunlugun saglanmasi
icin yapilan bir uygulamadir (Chan, 2004). Gemsitabin ve Vismodegib Tablo 3-1 ve
Tablo 3-2° de verilen analitik tayin yontemlerinin validasyonlarimin yapilmasi igin
asagida verilen parametreler incelendi. Her bir parametre, her bir yOntem igin

aciklamasinda verildigi sekilde arastirildi.

3.4.3.1. Ozgiinliik (Secicilik)

Analitik metod seciciligi, analiz edilen etkin maddenin belirtilen kosullarda
sisteme uygulandiginda alinan cevabin, c¢aligmada kullanilacak diger maddelerden
kaynaklanan cevaplar ile girisim yapmamasidir (Shah ve ark., 1991) . Bu parametrenin
arastirilmasi i¢in etkin maddeler birlikte ve tek tek HPLC sistemine enjekte edilmis ve,
aliman cevaplarin hem birbirleri ile hem de c¢alismalar sirasinda kullanilacak diger
maddeler ile (MPEG-b-PCC-g-GEM-g-DC, mPEG-b-PCC-g-DC) girisim yapip

yapmadig1 arastirilmigtir.
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3.4.3.2. Dogrusallik

Bir analitik yontemin dogrusalligi deney bulgularinin 6rnek i¢indeki madde
konsantrasyonu ile orantili olarak belirli bir aralikta olmasidir. Dogrusallik analizi
yapilacak olan etkin maddeye ait cevap pik alanmin, etkin maddenin kullanilan
konsantrasyonlari ile dogrudan orantili olmasi olarak tanimlanabilir. Dogrusallik % 80 -
% 120 oranindaki konsantrasyon uzunluguna sahip bes ya da besten fazla standarttan,
iicten altiya kadar uygulama serisiyle saglanir (USP31). Bu amagla dogrusallik
parametresinin saglandigini géstermek i¢in ilgili maddelerin uygun ¢dziiciide hazirlanmis
olan belirli konsantrasyondaki ana stok ¢ozeltilerinden hareketle, alt1 adet standart ¢ozelti
hazirlandi. Dogruluk parametresinin incelenmesi i¢in de her bir konsantrasyon noktasinda
alt1 ¢ozelti hazirlandi. Ana stoktan yapilan seyreltmelerde HPLC sisteminde kullanilacak
olan mobil faz kullanildi. Bu standart ¢ozeltilerin HPLC analizi sonucunda elde edilen
kromatogramlardaki maddeye ait cevap piklerinin alan1 ile madde konsantrasyonu

arasinda regresyon analizi yapildi.

Gemsitabin i¢in kullanilan ydntemde calisilan konsantrasyon sinirlart 1-200
pug/ml’dir. Vismodegib icin kullanilan ydntemde calisilan konsantrasyon da 1-200
pg/ml’dir.

3.4.3.3. Kesinlik

Kesinlik bir yontemin birbirini takip eden Ol¢limlerin birbirine yakinligini
gostermektedir. Bir degerin terkrarlanabilmesi ve bireysel analiz sonuclarinda yakin
sonuglar verebilmesidir. Standart deviasyon (sapma) ve varyasyon katsayisi ile ifade
edilir. Kesinlik parametresi tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik olarak ayrilir.
Orta kesinlik degerlendirmesi farkli cihazlarda, farkli kisilerin uzun siire yaptig1 analiz

sonuglarini degerlendirir.

3.4.3.4. Tekrar Edilebilirlik

Tekrar edilebilirlik, ayni kisi tarafindan ayni sartlarda kisa zaman araliginda sabit
bir Ornekte belli bir yontem kullanilarak yapilan bir dizi islemin kesinligi olarak

tanimlanir (ICH Q2(R1) guideline).

Analitik yontemin tekrar edilebilirliginin incelenmesi i¢in stok c¢dzeltilerden

hareketle, kalibrasyon dogrusu iizerinde yer alan belirli konsantrasyonda bir standart
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cozelti hazirlanir ve bu ¢ozeltinin artarda alti kez HPLC ile analizi yapilir. Bu analizlerin
sonucunda kalibrasyon dogrusu kullanilarak her bir analizdeki pik alanmnin karsilik
geldigi konsantrasyon degeri bulunur. HPLC analizi ile bulunan konsantrasyon
degerlerinin (pug/ml) ortalama, standart deviasyon (SD) ve rolatif standart sapma (RSD)
hesaplanir. Analitik yontemin tekrar edilebilirliginin gosterilebilmesi icin RSD degerinin

%2’ den kii¢lik olmas1 gerekmektedir.

3.4.3.5. Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik parametresinin incelenmesi i¢in ise ayni stoktan hareketle
yine kalibrasyon dogrusu iizerinde yer alan ii¢ farkli konsantrasyon secildi. Bu
konsantrasyon noktalarinin her biri i¢in alt1 adet farkli standart ¢6zelti hazirlandi ve her
bir ¢ozelti HPLC ile bir defa analiz edildi. Bu analizler sonucunda kalibrasyon dogrusu

ile konsantrasyon hesaplanarak ortalama, SD ve RSD degerleri bulundu.

3.4.3.6. Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu, yontem kullanilarak elde dilen sonuglarin gergek
degere yakinliklaridir. Tez ¢aligmalarinda kullanilan analitik yontemlerin dogruluklarinin
gosterilmesi igin ii¢ farkli konsantrasyon secilir ve her bir konsantrasyon degerinde li¢
adet standart ¢ozelti hazirlanir (ICH Q2(R1) guideline). Dogruluk i¢in kabul edilebilir

deger, nominal degerden + %15’ den fazla sapmanin olmamasidir (Shah ve ark., 1991) .

Miktar tayini i¢in kullanilan analitik yontemin dogrulugunun arastirilmasi i¢in

asagidaki esitlik kullanilmistir (Esitlik 3.1):

Dogruluk (% ortalama bagil hata )=(XY;Y) x100 (Esitlik 3.1.)

X= Olgiilen konsantrasyon (ug/mL) Y= Hazirlanan konsantrasyon (pg/ml)
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3.5. Formiilasyon Gelistirme
3.5.1. Bos Misellerin (etkin madde icermeyen) Hazirlanmasi

mPEG-b-PCC-g-DC polimeri kullanildi ve yontem olarak film hidrasyon yontemi
uygulandi.

mPEG-b-PCC-g-DC polimeri gerekli miktarda bir flakon ig¢inde tartildi.
Kloroform i¢inde ¢oziindiiriildii. 5 dakika vorteks islemine tabi tutulduktan sonra, azot
gaz1 altinda ya da rotavapor kullanilarak organik ¢ozelti uguruldu. Misel olusumunda
onemli faktorlerden biri organik ¢oziiciiniin tamamiyla ugurulmasidir. Bu sebeple olusan
film bir gece vakum altinda bekletildi. Ertesi giin PBS (fosfat tamponu) ile film hidrate
edildi ve vorteks kullanilarak siddetli karigtirma uygulandi. Boylece etkin madde

icermeyen misel dispersiyonlart hazirlanmig oldu.

3.5.2. Gemsitabin Misel Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Gemsitabin polimere konjuge halde oldugundan HPLC ile yapilan analiz ile elde
edilen gemsitabin yiiklenme oranindan istenilen gemsitabin miktarini igeren polimer bir
flakon i¢inde tartildi. Kloroform iginde ¢oziindiiriildii, vorteks uygulandi. Rotavapor ile
organik ¢oziicii uzaklastirildi. Bir gece vakum altinda bekletildi. Ertesi giin PBS ile film
hidrate edildi ve 5 dakika vorteks kullanilarak siddetli karigtirma uygulandi. 10 dakika

sonikasyon banyosuna tabi tutuldu. Olusan misel dispersiyonu 0,2 um filtreden siiziildii.

3.5.3. Vismodegib Misel Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Yiiklenme etkinliginin tayini i¢in 3 farkli misel hazirlama yontemi uygulandi. Bu
yontemler film hidrasyon metodu, nanopresipitasyon metodu ve emiilsiyon/¢oziicii

uzaklastirma metodlaridir.

Film hidrasyon metodu i¢in vismodegib (GDC-449) klorofomdaki stok
cozeltisinden (1 mg/ml) gerekli miktarda ilag alindi ve gerekli miktarda tartilan mPEG-
b-PCC-g-DC polimerine eklendi. Tamamen ¢dziinmeyi saglamak i¢in bir miktar daha
kloroform eklendi. Kisa siire vorteks uygulanarak ¢6ziinme isleminden emin olunduktan
sonra rotavaporda ¢oziicii uzaklastirildi ve olusan film bir gece vakum altinda tutuldu.
Ertesi glin PBS ile film hidrate edildi, 5 dakika vorteks uygulandi. 10 dakika sonikasyon
banyosu uygulandiktan sonra 2 dakika 30 amplitiit ile her 30 saniyede bir durarak prob

sonikasyon uygulandi. Olugan misel dispersiyonu 0,2 um filtreden siiziildii. Vismodegib
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miselleri disaridan yiikleme ile olusturuldugundan yani gemsitabin gibi polimere
dogrudan konjuge olmadigindan etkin maddenin hapsedilme etkinliginin ve miseller
coziliniirlestirici etkinin arastirilabilmesi i¢in polimer agirliginin %2,5, 5 ve 10’u olmak

tizere farkli yiizdelerdeki vismodegib yiiklenmeye caligildi.

Nanopresipitasyon metoduna gore, polimer ve polimer miktarinin %2,5, 5 ve 10’u
kadar tartilan vismodegib 1 ml aseton i¢inde ¢oziindiiriildii, 5 dakika vorteks uygulandi.
1000 rpm’de karistirian 5 ml saf su i¢ine damla damla damlatildi. Gece boyunda vialin
kapagi acgik sekilde karisimda birakildi. Asetonun tamamen uctugu koklanarak
anlasildiktan sonra 5000 rpm’de 5 dakika santriflij edildi, enkapsiile olmamis ilag
uzaklagtirildi. 0,22 wm filtreden siiziildii.

Emiilsiyon/¢6ziicli uzaklagtirma metoduna gore polimer ve polimer miktarinin
%?2,5, 5 ve 10’u kadar tartilan vismodegib 2 ml diklorometan i¢inde ¢oziindiiriildii. %0.5
polivinil alkol (PVA) ¢dzeltisinin i¢ine damla damla damlatildi. 2 dakika 30 amplitiit ile
her 30 saniyede bir durarak prob sonikasyon uygulandi. Emiilsiyon olusumu saglandiktan
sonra rotavaporda organik c¢oziicii uzaklastirildi. 40,000 g’de 30 dakika boyunca
ultasantiifiij ilemi gerceklestirildikten sonra ependorf dibinde elde edilen beyaz pelletler

tizerine saf su konarak resiispande edildi ve ultrasantrifiij islemi tekrarlandi.

3.6. Hazirlanan Misel Formiilasyonlarimin Karakterizasyonlari

3.6.1. Kritik Misel Konsantrasyonunun Belirlenmesi ve Misel Olusumunun

Dogrulanmasi

Hazirlanan misellerin kritik misel konsantrasyonlar1 Pyrene metodu ile bulundu
(Aguiar ve ark., 2003). Buna gore pyren her bir flakonda 6 x 107 M (1 ml misel
soliisyonunda) olacak sekilde aseton i¢inde hazirlandi. Uygun miktarda flakonlara
eklendi ve 1 gece karanlikta flakon kapaklar1 agik halde bekletilerek asetonun ugmasi
saglandi. 1 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan misellere seri seyreltme uygulanarak
0.0001-1 mg/ml’e kadar farkli konsantrasyonlarda miseller hazirlandi. Bu misel
dispersiyonlar1 asetonu ucan pyren flakonlarma eklendi ve bir gece boyunca oda
sicakliginda ve karanlikta karigima birakildi. Ertesi giinii misel yapisi i¢ine girmemis
pyren kristallerini uzaklastirmak i¢in dispersiyonlar 0,2 wm filtrelerden siiziildii. Her bir

flakona 5 dakika vorteks uygulandi. Orneklerin florasan spektrumlari 339 nm
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(eksitasyon) ve 390 nm (emisyon) degerlerinde okundu. Kritik misel konsantrasyonu

florasan absorpsiyon siddetindeki ani artisa karsilik gelen deger olarak kabul edildi.

3.6.2. Misellerin Partikiil Biiyiikliigii Ol¢iimleri
Hazirlanan misellerin partikiil biiyiikliiklerinin 6l¢iilmesinde Malvern NanoZS
cihaz1 kullanilmistir. Fosfat tamponu iginde hazirlanan misel dispersiyonlar1 tek

kullanimlik 6l¢tim kiivetlerine konuldu ve partikiil biiytikliikleri 6l¢iildii.

3.6.3. GEM’in Polimere Yiiklenme Etkinliginin Arastirilmasi

Polimere GEM konjugasyonunun hesaplanmast i¢in alkali hidroliz deneyi yapildu.
Bunun i¢in 20 mg polimer tartildi. Yukarida anlatilan film hidrasyon teknigi ile miseller
1 ml PBS i¢inde hazirlandi. 500 ml bu misel dispersiyonu iizerine 500 ml 1 N NaOH
eklendi. 40 °C’de 1 saat karisima birakildi. 500 ml bu sistemden alinarak 1 N HCI ile
notlirlestirildi ve HPLC’ye enjekte edildi. Metod olarak gemsitabin HPLC analizinde
kullanilan metod kullanildi. Asagida verilen denklem ile polimere konjuge olmus GEM

yiizdesi hesaplandi (Esitlik 3-2).

Yiiklenen ilacin agirligt

Yiiklenen ilag (a/a %) = x 100 (Esitlik 3-2)

Formilasyonunun toplam agirligt

3.6.4. Vismodegib’in Misel Yapilarina Yiikleme Etkinligi ve Miseller Coziiniirliigiin
Arastirilmasi

Vismodegib’in Boliim 3.5.3’de anlatildig1 gibi ii¢ farkli yontem ile hazirlanmasini
takiben misel dispersiyonlar1 0,2 um’lik filtrelerden siiziildii. Boylece misel yapilari igine
hapsedilmeyen ve sulu tampon ortaminda ¢dken etkin madde molekiilleri ortamdan

uzaklagtirildu.

Elde edilen misel dispersiyonunundan 200 uL bir ependorfa alind1. Uzerine 200
uL DCM eklendi. Ultrasonik banyoda 30 dakika tutuldu. Misellerin DCM organik
¢oziiciisii ile bozularak, yiiklenmis vismodegibin DCM’de ¢6ziinmesi beklendi. DCM ve
su birbirine karigmadiginda 30 dakikalik sonikasyon isleminden sonra iki tabaka
gozlendi. Alt kisimdaki DCM fazinda ¢6zlinmiis vismodegib bulunmaktadir. Bu fazdan
100 uL alindi, rotavaporde organik ¢oziicli uzaklastirildi. Asetonitril eklendi. 5 dakika
vorteks uygulandiktan sonra HPLC’ye enjekte edildi. Yontem olarak yukarida verilen
metod kullanildi. Enkapsiilasyon etkinligi ve yiikleme etkinligi asagidaki denklem ile
hesaplandi (Esitlik 3-3 ve Esitlik 3-4).



Enkapsile edilen ilag agirligt

Enkapsiilasyon Etkinligi (%) = x 100 (Esitlik 3-3)

Baslangicta tartilan ilag agirligt

Enkapsile edilen ilag agirligi

Yiikleme Etkinligi (%) =

x 100 (Esitlik 3-4)

Formiilasyondaki total etkin madde agirligt
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Sekil 3-1: mPEG-b-PCC-g-GEM-g-DC miselleri
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Sekil 3-2: mPEG-b-PCC-g-DC misellerine Vismodegib enkapsiilasyonu
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3.6.5. Misel Formiilasyonlarindan Gemsitabin ve Vismodegib’in In Vitro Salim
3.6.5.1. Gemsitabin’in Coziiniirliik Calismasi

Misel yapilarindan in vitro GEM salimmin degerlendirilmesi i¢in oncelikle

¢oziiniirliik ¢alismasi yapildi. Bu ¢alismada GEM’in PBS i¢indeki ¢6ziintirliigii bulundu.

3.6.5.2. Vismodegib’in Coziiniirliilk Calismasi

In vitro salim deneylerinde sink kosulun saglanabilmesi ve salinan ilacin
¢coziinmesinin gerceklesebilmesi i¢in suda ¢oziiniirliigii diisiik olan vismodegib’in 5 farkli
Tween 80 yiizdesi iceren pH 5.5 PBS ve pH 7.4 PBS i¢inde ¢6ziiniirliigii degerlendirildi.
Bunun i¢in 5 farkli Eppendorf tiipe 9%0.1, %0.5, %1, %1.5, %2 ve %5 oranlarinda Tween
80 eklendi. Her bir tiipe ¢oziinebilecek miktardan daha fazla vismodegib (GDC-0449)
eklendi. 100 hizda, 72 saat boyunca oda sicakliginda calkalama aletinde calkalandi.
Sonrasinda 14,000 rpm’de 1 saat boyunca santrifiij edildi. Siipernatanttan 0.1 g alind1 ve
10 ml metanol eklendi, voktekslendi. 10 ml metanol ile ikinci seyretlme gergeklestirildi.
1 ml’lik 6rnekler alindi ve 0.45 um’lik filtrelerden siiziilerek HPLC’de analizi yapildi
(Esitlik 3-5).

AUCs
C:
AUCst

X Cy X 1000 (Esitlik 3-5)

C: Coziinebilir Vismodegib (GDC-0449) konsantrasyonu
AUC;: Ornege ait egri altinda kalan alan
AUC4: Standarta ait egri altinda kalan alan

Cg: Standart konstantrasyonu (g/ml)

3.6.5.3. In Vitro Salim Deneyleri

GEM misel formiilasyonlar1 hazirlandiktan sonra 2.000 Da MWCO degerine
sahip diyaliz tiip i¢ine yerlestirildi. Salim ortami olarak 8 mL PBS kullanildi. Tiimor
ortamini ve kan ortamini taklit etmesi lizerine pH degeri 5.5 ve 7.4 olmak tizere iki ayr1
salim ortam1 hazirlandi. pH ayarlanmasi HCl ile yapildi. Belirlenen zaman araliklarinda
ortamdan 1 ml 6rnek alind1 ve sink kosullarin devaminin saglanmasi i¢in 6rnek alimini

takiben 1 ml taze ortam tekrar salim ortamina eklendi. Ornekler 0,2 um filtrelerden
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stuzildikten sonra HPLC ile analiz edildi ve ortama salinan GEM miktar1 kiimilatif

olarak bulunarak grafige gecirildi. In vitro salim ¢alismalar1 3 kere tekrar edildi.

Vismodegib (GDC-0449) misel formiilasyonlar1 %2 Tween 80 iceren PBS i¢inde
hazirlandi. 2.000 Da MWCO degerine sahip diyaliz tiip i¢ine yerlestirildi. Salim ortanu
olarak %2 Tween 80 iceren 8 mL PBS kullanildi. Tiimor ortamini ve kan ortamini taklit
etmesi iizerine pH degeri 5.5 ve 7.4 olmak {izere iki ayr1 salim ortami hazirlandi. pH
ayarlanmas1 HCl ile yapildi. Belirlenen zaman araliklarinda ortamdan 1 ml 6rnek alindi
ve sink kosullarin devaminin saglanmasi i¢in 6rnek alimini takiben 1 ml taze ortam (%2
Tween 80 iceren) tekrar salim ortamina eklendi. Ornekler 0,2 um filtrelerden siiziildiikten
sonra HPLC ile analiz edildi ve ortama salinan vismodegib miktar1 kiimiilatif olarak

bulunarak grafige gegirildi. In vitro salim ¢aligmalar1 3 kere tekrar edildi.

* %2 Tween 80’in vismodegib misel stabilitesi ilizerine etkisini degerlendirmek

tizere 10 giin boyunca boyut 6l¢iimii yapildi.

* GEM miselleri ve Vismodegib misellerinin genel stabilitelerinin
degerlendirilmesi i¢in baglangig, 15. Giin, 30. Giin, 60. Giin ve 90. Giinlerde
boyut ve ila¢ miktar1 analizi yapildi.

3.7. In Vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.7.1. Kullanilan Hiicre Hatt1 ve Hiicre Kiiltiir Kosullar:

Tez ¢alismasinda formiilasyonlarin kanser hiicreleri lizerideki sitotoksisitelerinin
ve protein ekspresyon diizeylerindeki degisikliklerin saplanmasi amaciyla MIA PaCa-2
hiicre hatt1 kullanildi. MIA PaCa-2 hiicreleri, pankreas tiimor dokusu epitel hiicreleridir.

1975 yilinda 65 yasindaki Kaftkas kdkenli pankreas kanseri hastasindan izole edilmistir.

Hiicre hattinin biiyiitiilmesinde kullanilan hiicre kiiltlirli ortam1 asagida

verilmistir.
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
%10 FBS (h/h) (Fetal Bovin Serum)
50 U/mL Penisilin
50 g/mL Streptomisin

2 mM L-Glutamin
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Hiicreler bu ortamlar kullamilarak 25, 75 ya da 150 cm® lik yiizey alanina sahip
T25, T75 ya da T150 hiicre kiiltiirii kaplarinda, 37 °C’ de %5 CO; igeren inkiibatorlerde
biiyiitiildii. Konfluent hale geldiklerinde yani kabin yiizeyinin %80’ini kapladiklarinda
pasajlama yapildi.

Hiicrelerin kaplanan yiizeylerinin kaldirilarak pasajlanabilmeleri i¢in oncelikle
flask tabanina yapisarak konfluent hale gelen hiicreler PBS ile yikandi. %0,005 Tripsin
ve %0,002 EDTA igeren ¢dzelti uyguland1 ve inkiibatdrde hiicreler kap ylizeyinden
ayrilana kadar bekletildi. Bu siire yaklasik 5 dakikadir. Hiicreler kabin ylizeyinden
ayrildiktan sonra ortamdaki tripsin ve EDTA’y1 inaktive etmek icin, besiyeri eklendi ve
santrifiij tiiplerine konularak santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve santrifiij tiipiiniin
dibindeki hiicre pelleti gerekli miktarda besiyeri ile siispande edildi ve hiicreler hiicre
kiiltiirti flasklarina aktarildi veya plakalara konularak gerekli deneyler yapilmak tizere

inkiibatore kaldirildi.

3.7.2. Formiilasyonlarin ve Kombinasyonlarinin Sitotoksisitelerinin Arastirilmasi

Tripsinasyon islemi uygulanan hiicreler hemasitometre ile sayilir. Hemasitometre
ile hiicre sayimi1 rasyoneli Boliim 2.5.4.3 de anlatilmistir. Sitotoksisite arastirmak iizere
96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarinin her bir kuyucuguna 5,000 hiicre/100 ul olacak
sekilde ekim yapildi. Sonrasinda her bir kuyucuga 100 ul besiyeri eklendi ve hiicreler bir
giin boyunca plaklarin tabanina tutunmalari i¢in inkiibatorde tutuldu. Bu siire sonunda
kuyucuklardaki ortam atildi. PBS icinde hazirlanan misel formiilasyonlar1 (GEM
miselleri ve Vismodegib miselleri ve kombinasyonlari) kullanilan ortam igerisinde
istenilen konstrasyonlarda seyreltilerek hazirlandi ve toplamda 200 ul hacimde

kuyucuklara uygulandi.

Hiicreler formiilasyonlarla 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibe edildikten sonra

canlilik MTT ydntemi ile tayin edildi.

MTT (Metil Tiazol Tetrazolyum Bromiir) PBS i¢inde 5 mg/ml konsantrasyonda
hazirlandi. Her bir kuyucuga 25 ul hacimde eklendi. Plak aliiminyum folyoya sarilarak 4
saat inkiibatorde tutuldu. Inkiibasyonu takiben plaka santrifiij edildi (1,000 rpm, 2
dakika). Uzerine 100 ul DMSO eklendi. Yarim saat calkalayicida tutuldu. Bu siirenin
sonunda plakalar alind1 ve mikroplaka okuyucuda 570 nm’de kuyucuklaraki ¢6zeltilerin

absorbanslar1 okundu.
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Sonuglar degerlendirilirken kontrol grubunun canliligt %100 kabul edilerek

karsilagtirmali olarak grafige gecirildi.
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Sekil 3-3: Hemasitometre ile hiicre sayisi tayini

3.7.3. Formiilasyon Uygulanmasi ile Hiicrelerdeki Protein Ekspresyonundaki

Degisikliklerin Western Blot Analizi ile Kontrolii

Formiilasyonlarin MIA PaCa-2 hiicre hatti protein ekspresyonda meydana
getirdigi degisikligin arastirilmasi i¢gin Western Blot yontemi kullanildi. Bu amagla 6
kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 200,000 hiicre ekildi. 1 giin hiicrelerin tutunmasi
saglandiktan sonra ertesi giin formiilasyonlar uygulandi. 3 giinliik tedavi sonunda
formiilasyon igeren besiyeri uzaklastirildi. 4°C’de sogutulmus PBS ile kuyucuklar
yikandi. Her bir kuyucuga 150 ul RIPA tamponu ve 2 ul proteaz inhibitér kokteyli
eklendi. Bu iglem 4°C’de gergeklestirildi. Pipet ucu ile kuyucuk iyice kazindi ve bir
ependorfa aktarilarak buz iistiine konuldu. Kullanilan RIPA tamponu ve proteaz inhibitor

kokteyli bilesimi asagida verilmistir.
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RIPA Tamponu

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
150 mM sodyum kloriir

%1 NP-40

%0,5 sodyum deoksikolat
%0,1 sodyum dodesil stilfat
Proteaz Inhibitér Kokteyli
AEBSF [4-(2-Aminoetil) benzenstilfonil florid hidroklortir]
Aprotinin

Bestatin hidrokloriir

E-64

EDTA

Leupeptin hemistilfat tuzu

Buz tstlindeki ornekler 30 dakika boyunca c¢alkayicida tutularak acitasyon
uyguland1. Yine 4°C’de 15,000 rpm de 20 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatantlar

alind1 ve hemen o an kullanilmayacaksa -80 °C’de saklandi.

Analiz yapilacak 6rnekler i¢indeki total protein miktarinin bilinmesi énemlidir.
Ciinkii ancak bu sayede esit miktarda protein analiz edilerek ekspresyondaki degisiklik
objektif olarak aragtirilabilir. Ayrica jele uygulanacak olan voliimiin bir sinir1 vardir. Bu

sebeple protein miktar1 hesaplanmali ve uygulanacak hacim de iyi hesaplanmalidir.

BCA kiti ile protein analizi i¢in Oncelikle bir alblimin kullanilarak bir standart egri
cizilmelidir. Bunun i¢in 2 mg/ml konsantrasyondaki 1 ml’lik albiimin ampuliinden bir

seri degisik konsantrasyonlarda &rnekler hazirlandi. Ornekler asagidaki gibidir.
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Tablo 3-3: Protein tayini icin referans standartlarin hazirlanmasi

Vial Seyreltme hacmi BSA kaynagindan Final BSA Kons.
() alinan hacim (pl) (ug/ml)

A 0 Stoktan 300 2000
B 125 Stoktan 375 1500
C 325 Stoktan 325 1000
D 175 B’den 175 750
E 325 C’den 325 500
F 325 E’den 325 250
G 325 F’den 325 125
H 400 G’den 100 25

I 400 0 0

Standartlar hazirlandiktan sonra ¢alisma ajani hazirlandi. Bunun i¢in 50 kisim
reagent A’dan 1 kisim ise reagent B’den alind1 ve karigtirildi. Yukarida A’dan I’ya kadar
verilen 6rneklerden 25 ul alindi, 96 kuyucukli plakaya konuldu ve tizerine 200 ul ¢calisma
cozeltisi eklendi. Aliiminyum folyo ile kaplanan plaka 30 dakika 37 °C’de galkalandi. 2
dakika oda sicakliginda bekletildi. Mikroplaka okuyucuda 562 nm’de okutuldu. Okunan

degerlerden standart egri hazirlandi.

Santrifiij edilen protein drnekleri de ayni isleme tabi tutuldu. Yani her bir 6rnekten
25 ul alindi, 96 kuyucukli plakaya konuldu ve tizerine 200 ul ¢alisma ¢ozeltisi eklendi.
Aliminyum folyo ile kaplanan plaka 30 dakika 37 °C’de g¢alkalandi. 2 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Mikroplaka okuyucuda 562 nm’de okutuldu. Absorbans degeri
standart egri denklemine konularak o 6rnekteki protein konsantrasyonu hesaplandi. Her
bir protein 6rneginden 40 ng almak {izere hacim hesaplandi. En biiyiik hacim {izerinden
eklenmesi gereken Laemmli tamponu (4X) hacmi hesaplandi. S6yle ki, her bir 6rnek esit
hacimde laemmli icermelidir. Bunun i¢in en fazla hacim alinan protein 6rneginin hacmi
4’e boliinerek eklenmesi gereken Laemmli tamponu hacmi hesaplandi. Her bir protein
lizatina bu hacimde Laemmli tamponu eklenildikten sonra total voliimii esit tutmak i¢in
PBS kullanildi. Eperdorflar dikkatlice vortekslendi ve 5 dakika 95 °C’de kaynatildi. %4-
15 mini Protean poliakrilamid jeli kuyucuklarina uygulandi. 100 V ile 90 dakika akim

uygulandi. Ayirim boyunca voltaj sabit tutuldu. Jel kuyucuklarindan birine molekiil
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agirhigr standartt uygulandi ve o da akima tabi tutuldu. Jelde ayrisan proteinler iBlot jel
transfer sistemi ile poliviniliden floride membranlara transfer edildi. Transfer sonrasinda
proteinleri iceren membran Odyssey bloklama ¢ozeltisi ile 1 saat siiresince bloklandi.
Ayni1 bloklama ¢ozeltisi iginde antikor seyreltmesi yapildi. Spesifik antikorlar i¢in yapilan
seyreltmeler Tablo 3-4 te gosterilmistir.

Tablo 3-4: Western Blot analizinde kullanilan primer antikorlar, katalog numaralari,
kaynaklari ve seyreltme oranlar:

Antikor Kat. Numarasi Kaynag Seyreltme Orani
Gli-1 SC-20687 Tavsan-Poliklonal 1:1000
Bax SC-6236 Tavsan-Poliklonal 1:1000
Total PARP CS-95328 Tavsan-Poliklonal 1:1000
Patched-1 SC-6147 Tavsan-Poliklonal 1:1000
B-aktin SC-1616 Keci-Poliklonal 1:1000

Bloklama sonrast membranlar dogrudan primer antikor ¢dzeltisi ile 4 °C’de gece
boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin 4 kere her biri 5 dakika olmak {izere TBS-T tamponu
ile yikandi. Primer antikorun firetildigi tiire 6zgii sekonder antikor 1:10,000 oraninda
bloklama tamponunda seyreltildi ve membran ile 1 saat inkiibe edildi. 1 saat sonunda
membran 4 kere her biri 5 dakika olmak {lizere TBS-T tamponu ile yikandi. Sekonder

antikora konjuge florasan sayesinde goriintiileme yapildu.

3.7.4. invazyon, Migrasyon ve Koloni olusumu Arastirilmasi

Transwell membran filtre insertleri kullanilarak formiilasyonlarin hiicre
invazyonuna etkileri saptandi. Bu membran filtreler 8 um ¢apli porlar igerir. Membranin
iizerine 100 ul matrigel eklendi. Matrigel burda jelleserek bir matriks bazal membran

teskil eder. Matrigel icine veya diger odaciga ancak invazif 6zelligi olan hiicreler

gegebilmektedir (Sekil 4-19).

Migrasyon deneyi i¢in 6 kuyucuklu plakanin altina her bir kuyucugu ikiye bolecek
sekilde diiz ¢izgi ¢izildi. Her bir kuyucuga 100,000 hiicre ekildi. Ertesi giin 10 ul’lik pipet
ile ¢izgilerin iizerinden gidildi. Bdylece her bir kuyucukta esit aralikta bir agiklik
yaratildi. Kontrol grubuna higbir formiilasyon uygulanmamasi suretiyle diger

kuyucuklara formiilasyonlar uygulandi. Baslangigtaki, 24 saat tedavi siireci sonundaki ve
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48 saat tedavi siireci sonunda mikroskop ile yaratilan agikliga go¢ etmis hiicreler sayildi.

Kontrol grubu %100 migrasyona ugramis kabul edilerek grafik hazirland1 (Sekil 4-20).

H

lcecc
e

Sekil 3-4: Migrasyon deneyi dizayni

=Y

Koloni olusumun arastirilmasi i¢in 6 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 250
hiicre ekildi. Formiilasyonlar uygulandi. Kontrol grubuna hi¢bir sey uygulanmadi. 10 giin
sonra kuyucuklar PBS ile yikandi. 10 dakika metanol ile inkiibe edildi. Sonraki 10 dakika
formaldehit ile inkiibe edildi. Son 10 dakika ise Kristal Violet ile inkiibe edildi. Kristal
violet %2 lik etanol i¢inde %0.2 oranda bulunur. Renklenen koloniler sayildi. Kontrol
grubundaki koloni sayist %100 kabul edilerek, tedavi gruplari ile karsilagtirildi ve grafige
gecirildi (Sekil 4-21).

3.8. in Vivo Cahsmalar

Hayvan deneyleri Amerika Birlesik Devletleri University Of Nebraska Medical
Center’da yiiriitiildli. Bunun i¢in Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC)
komitesinden hayvan deneylerinin etik kurallara uygun yiiriitiilmesi i¢in protokol onay1
alindi. Tez calismasinda 8-10 haftalik erkek atimik nude fareler kullanildi. Hayvanlarda
subkiitan tiimér olusturmak {izere her birinin sag karin bolgesine 3 x 10° MIA PaCa-2
hiicresi 100 ul PBS icinde iken 100 ul Matrigel bazal matriks ile karigtirilarak subkiitan
olarak enjekte edildi.
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Sekil 3-5: Subkiitan yol ile MIA PaCa-2 hiicresi enjeksiyonu

Hayvanlarda tiimor olusumu giinliik olarak gozlemlendi. Vernier kaliper ile 6l¢iim
yapildi. Tiimér boyutlar1 200-300 mm”” e ulasinca hayvanlar rastgele her grupta 6 fare

olmak iizere 4 gruba ayrildi. Bu gruplar:
. Bos misellerin uygulandig: kontrol grubu (n=6)
. GEM misellerinin uygulandigi grup (n=6)
. Vismodegib (GDC-0449) misellerinin uygulandig1 grup (n=6)

. Kombinasyon tedavisinin (GEM + GDC-0449 miselleri 50:50)
uygulandig1 grup (n=6)

Formiilasyonlar intratiimoral yol ile haftada 3 kere olmak {izere 2 hafta uygulandi.
Dozlamalar GEM miselleri i¢in 40 mg/kg GEM ekuavalan, GDC-0449 miselleri igin 10
mg/kg GDC-0449 ekuavalan, kombinasyon tedavisi i¢in ise 40 mg/kg GEM ekuavalan
ve 10 mg/kg GDC-0449 ekuavalan olarak belirlendi. Tiimor boyutu iki giinde bir 6l¢iildi.
Farelerin viicut agirliklarindaki degisimde 2 giinde bir 6lgiildii. Tedavi sonlandiktan 2 giin
sonra hayvanlara etik kurallara uygun olarak 6tenazi edildi. Tiimdr dokular1 ¢ikarilarak
tartildi. Boyutlarindaki degisimin gorsel olarak kanitin1 saglamak iizere fotograflar

cekildi. ileri analizler igin -80 °C’de donduruldu.
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3.8.1. Histokimya ve Immiinoflorasan Calismalar
3.8.1.1. Gli-1 ve ve Aktif Caspase-3 Immiinoflorasan Isaretlemesi

Her bir tedavi grubunun tiimorii ve kontrol grubu tiimoriinden kiigiik parcalar
makas ile kesildi ve OCT bilesigi ile kiivetler igine yerlestirildi. Kuru buz iizerinde kisa
stire bekletilerek OCT bilesiginin donmasi saglandi. Sonrasinda ileriki analizler i¢in bu
kiivetler -80 °C’de saklandi. Timorlerden 4 pm  kesitler alindi. Proteinlerin
ekspresyonundaki degisimlerin in vivo arastirilmasi i¢in bazi antikorlar kullanilarak

immiinoflorasan ¢alismalar1 yapildi. Bunun i¢in asagidaki yol izlenmistir.

. -80 °C’den ¢ikarilan tiimor kesitlerini igeren lamlar 30 dakika 4 °C’de
tutuldu.

. 5 dakika boyunca lam 1sitict tizerinde tutuldu.

. -20 °C’de sogutulan aseton i¢inde 30 dakika tutularak fikse edildi.

. PBS ile 3’er kere yikandi.

. Permeabilizasyon i¢in TBS + 0.025% Triton X- 100 ile 5’er dakikadan 2
kere yikanda.

. %10 keci serumu ve %1 BSA igerek TBS ile 2 saat oda sicakliginda
bloklandi.

. Optimize edilen seyretme oranlarinda hazirlanan primer antikor

soliisyonlart ile gece boyunca 4 °C’de inkiibe edildi.
. Ertesi giin TBS + 0.025% Triton X- 100 ile 5’er dakikadan 2 kere yikandi.

. Anti-tavsan IR boyasi1 konjuge olan sekonder antikor soliisyonu ile inkiibe
edildi.
. Lamlar florasan mikroskop ile gézlemlendi.

Primer antikor seyreltme orani olarak Gli-1 (SC-20687) ve Aktif Caspase-3 (SC-
1225) i¢in 1:50 oran kullanildi.

Doku morfolojisini incelemek iizere 4 um kalinligindaki kesinler hematoksilin ve

eosin (H&E) ile igaretlendi ve kor analiz yapildi.
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3.8.1.2. Hematoksilin ve Eosin (H&E) Boyama Yontemi

Kullanilacak Cozeltilerin ve Reagentlarin Hazirlanmasi

%1 Hidrokloriir iceren Etanol

. 1 ml Hidroklorik asit ve 50 mL %70 etil alkol karistirildi.
%0.2 Amonyum hidroksit ¢ozeltisi

. 2 ml amonyum hidroksit 1000 ml distile su ile karistirild.
Doymus Lityum karbonat ¢ozeltisi

. 1.54 g lityum karbonat 100 ml distile suda ¢6ziindiirtild.

Eosin stok ¢ozeltisi

. 1 g Eosin Y 100 ml distile suda ¢oziindiiriildii.
Floksin stok ¢ozeltisi
. 1 g floksin B 100 ml distile suda ¢oziindiiriildi.

Eosin-Floksin B calisma ¢ozeltisi

. 100 ml eosin stok ¢ozeltisi, 10 ml floksin stok ¢ozeltisi, 780 ml %95 etil

alkol 4 mL glasial asetik asit karistirildi.
Hematoksilin ¢ozeltisi

. 100 g potasyum 1000 ml distile suda sicakta ¢oziindiiriildi. 50 ml %10
alkolik hematoksilin ¢6zeltisi eklendi, 1 dakika kaynatildi. Is1 kapatildi. 2.5 g merkiirik
oksit eklendi. Cozelt koyu mor renk alana kadar 1sitildi. Soguk su banyosunda sogutuldu

ve 20 ml glasial asetik asit eklendi ve kullanmadan 6nce filtreden gegirildi.

Kesitler deparafinize edildi. Her biri 10 dakika olmak {izere iki kere ksilen
degiltirildi. %95 alkol ile 2 dakika bekletildi ve %70 alkolde 2 dakika bekletildi. Distile
su ile dikkatlice yikandi. 8 dakika Harris hematoksilin ¢ozeltisi ile isaretlendi. 30 saniye
%1 asit iceren alkolde bekletildi. 1 dakika musluk altinda tutuldu. %0,2 amonyum
hidroksit ¢ozeltisinde 1 dakika kadar bekletildi. 5 dakika musluk altinda tutuldu. 10 kere
%95 alkole daldirildi. Eosin-Floksin B ¢alisma ¢dzeltisi ile 1 dakika kadar tutuldu.
Herbiri 5 dakikadan 2 kere %95 alkol degistirildi. Ksilen mounting ortamiyla isaretlendi.

Cekirdek mavi renk, sitoplazma ise pembe renk ald1.
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3.8.1.3. Ki-67 ve ZEB-1 isaretleme

Hiicre proliferasyon belirteci Ki-67 (ab-15580) 1:50 oraninda seyreltilerek
lamlara uygulandi. Epitel-mezenkimal aktivatorii ZEB-1 (sc-25388) 1:150 oraninda
seyretilerek lamlara uygulandi. Anti-tavsan horse radish peroxisade (HRP) konjuge
sekonder antikor 1:500 oraninda %2 BSA iceren PBS i¢inde seyreltildi ve 45 dakika oda

sicakliginda lamlarla inkiibe edildi. Lamlar mikroskop altinda incelendi.
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4. BULGULAR

4.1. MBC, PEG-MBC ve PEG-PCC Bilesiklerinin Karakterizasyonlari

Boliim 3.3 de verilen yonteme gore MBC, PEG-MBC ve PEG-PCC bilesiklerinin
sentezi gergeklestirilmistir. Sentez ardindan gergeklestirilen "H-NMR karakterizasyonu
ile elde edilen spektrumlar MBC i¢in Sekil 4-1 de, PEG-MBC i¢in Sekil 4-2 de ve PEG-
PCC igin ise Sekil 4-3 te verilmektedir. Bu spektrumlara gére PEG’ in -CH2-CH2-O piki
3.5 ppmde, PCC’nin —CH2- piki ise 4.2 ppm’ de gelmistir. Hidrojenizasyon prosesi ile
benzil grubunun 7.3 ppm’ de goziiken piki 13 ppm’ e kaymistir. Yapilan hesaba gore
mPEG-PCC’ nin ortalama molekiil agirligr 10,196 Da olarak bulunmustur ve 24 PCC
iinitesi icermektedir. Bu degerler mPEG ve PCC iinitelere ait protonlarin integrasyonu

aliarak bulunmustur.
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Sekil 4-1: MBC '"H-NMR spekturumu
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Sekil 4-2: PEG-MBC '"H-NMR spekturumu

Sekil 4-3: PEG-PCC 'H-NMR spekturumu
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4.2. mPEG-b-PCC-g-GEM-g-DC ve mPEG-b-PCC-g-DC Polimerlerinin

Karakterizasyonlari

Bolim 3.3.5 ve Bolim 3.3.7 de belirtilen yonteme gore gerceklestirilen
konjugasyon sonucu elde edilen mPEG-b-PCC-g-GEM-g-DC ve mPEG-b-PCC-g-DC
polimerlerine ait 1H-NMR kromatogramlar1 Sekil 4-4’ te ve Sekil 4-5° te verilmistir.
Buna gore konjugasyondan sonra 8.4 ppm’de -NHCO-‘ya ait bir hidrojen, 6.1 ppm’de —
CH’ a ait bir hidrojen, 3.4-3.8 arasinda PEG {initesine ait -CH2-CH2-O piki, 4.2-4.6
arasinda PCC’ye ait —CH2 piki, 1-1.5 arasinda PCC iinitesinden —CH3 ve dodekanol

iinitesinden —CH2 pikleri gozlemlenmistir.
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Sekil 4-4: mPEG-b-PCC-g-GEM-g-DC 'H-NMR spekturumu
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P Py A‘J/ \V" :’,1 ;'

Sekil 4-5: mPEG-b-PCC-g-DC "H-NMR spekturumu

4.3. Analitik Miktar Tayini Yontemleri

Boliim 3.4.1 de verilen sartlar uygulanarak gemsitabinin 1-200 pg/mL

konstrasyonlari sisteme verilerek gemsitabin standart egrisi hazirlanmigtir.

Bolim 3.4.2 de verilen sartlar uygulanarak vismodegibin 1-200 pg/mL

konstrasyonlari sisteme verilerek vismodegib (GDC-0449) standart egrisi hazirlanmistir.
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Sekil 4-6: GEM standart ¢ozeltisinin 6rnek kromatogrami
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Sekil 4-7: Vismodegib (GDC-0449) standart ¢ozeltisinin 6rnek kromatogrami

Bolim 3.4.3 de verilen yontemlere gore incelenen validasyon parametreleri ile

bulgular asagida verilmistir.

4.3.1. Ozgiinliik (Segicilik)

Kullanilan yontemin etkin madde GEM’1 6zgiin bir sekilde tayin edip etmediginin
aragtirtlmasi i¢in hidroliz deneyi sonucunda polimere ait piklerde gemsitabine ait piklerin
cakismadigi goriilmiistiir. Kullanilan analitik yontem gemsitabini 6zgiin bir sekilde ve

yeterli hassasiyette tayin edebilmistir.

Vismodegib (GDC-0449) tayinin de kullanilan analitik yontem de etkin maddeyi
0zgl bir sekilde ve yeterli hassasiyette tayin edebilmistir. Salim ¢alismasinda kullanilan

Tween 80 ile piklerin cakismadigi gosterilmistir.

4.3.2. Dogrusallik

Gemsitabin stok ¢ozeltisinden ve vismodegib stok ¢ozeltisinden hazirlanan
standart ¢ozeltilerin sisteme enjekte edilmesiyle elde edilen piklerin alanlarindan
kalibrasyon dogrusu elde edilmistir. Kalibrasyon denkleminin regresyon katsayis1 degeri
(R%) 1’ e yakin bir deger olmas1 GEM konsantrasyonu ve vismodegib konsantrasyonu ile

pik alanlar1 arasindaki iliskinin c¢alisan konsantrasyon araliginda dogrusal oldugunu
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gostermektedir. R* degeri GEM igin hazirlanan kalibrasyon egrisi i¢in 0,9999;

Vismodegib i¢in hazirlanan kalibrasyon egrisi i¢in 0,9999 bulunmustur

4.3.3. Kesinlik

Tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirligin incelendigi kesinlik

parametresine ait sonuglar ve yorumlar asagida verilmistir.

4.3.3.1. Tekrar Edilebilirlik

Analitik yontemin tekrar edilebilirligini gdstermek i¢in yapilan ¢aligmadan elde
edilen sonuclar asagidaki tabloda verilmistir. % RSD degeri %2’den diisiik bulunmustur.
Bu sonug¢ dogrultusunda analitik yontemin tekrar edilebilir oldugu belirlenmistir.

Tablo 4-1: GEM i¢in kullanilan HPLC yénteminde elde edilen tekrar edilebilirlik
sonuclari (n=6)

Konsantrasyon Ortalama AUC SD %RSD
(ug/ml)
1 51540,67 65,05 0,1
20 836896,2 1789,45 0,2
100 4268284 1146791 0,3

Tablo 4-2: Vismodegib (GDC-0449) icin kullanilan HPLC yonteminde elde edilen tekrar
edilebilirlik sonuclar1 (n=6)

Konsantrasyon Ortalama AUC SD %RSD
(ug/ml)
1 64373,83 168,51 0,3
20 1455792,17 9811,90 0,7
100 7214079,33 12148,52 0,2

4.3.3.2. Tekrar Elde Edilebilirlik
Yontemin tekrar elde edilebilirligi gostermek icin c¢alisilan gemsitabine ve
vismodegibe ait 1, 20 ve 100 ug/ml’ lik konsantrasyonlara ait sonuglar Tablo 4-3 de

verilmistir.



Tablo 4-3: GEM i¢in kullanilan HPLC yonteminde elde edilen tekrar elde edilebilirlik

sonuclari (n=6)
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1 pg/ml
Konsantrasyon Ortalama AUC SD %RSD
(ug/ml)
1. giin 51527,67 68,15 0,1
2. giin 51525,67 52,16 0,1
3. giin 51522,17 48,88 0,1
20 pg/ml
Konsantrasyon Ortalama AUC SD %RSD
(ng/ml)
1. giin 837304,83 1581,82 0,2
2. giin 837627,17 1185,05 0,1
3. giin 837702 925,57 0,1
100 pg/ml
Konsantrasyon Ortalama AUC SD %RSD
(ug/ml)
1. giin 4273693,33 6582,74 0,2
2. giin 4275547,83 6392,13 0,1
3. giin 4274837,50 6520,07 0,2




Tablo 4-4: Vismodegib (GDC-0449) icin kullanilan HPLC yonteminde elde edilen tekrar

elde edilebilirlik sonu¢lari (n=6)

1 pg/ml
Konsantrasyon Ortalama AUC SD %RSD
(ug/ml)
1. giin 64264,5 426,03 0,7
2. giin 64275,33 529,89 0,8
3. giin 64299,67 509,17 0,8
20 pg/ml
Konsantrasyon Ortalama AUC SD %RSD
(ng/ml)
1. giin 1451158,67 5979,65 0,4
2. giin 1447861,5 6458,01 0,4
3. giin 1447827,33 4493,81 0,3
100 pg/ml
Konsantrasyon Ortalama AUC SD %RSD
(ug/ml)
1. giin 7208915,33 47424,58 0,7
2. giin 7213671,83 48634,15 0,7
3. giin 7239773,5 55028,72 0,8

Tablo 4-3 ve Tablo 4-4 de verilen %RSD degerlerinin kabul sinir1 olan %2’ den

kiiciik olmasi1 Gemsitabin ve Vismodegib

kanitlamaktadir.

4.3.4. Dogruluk

Deneylerden elde edilen sonuglarin standart sapma ve ortalama bagil hata

degerleri asagidaki tabloda verilmistir.

analitik yOntemlerinin kesinligini
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Tablo 4-5: GEM i¢in kullanilan HPLC yonteminde elde edilen dogruluk sonuclar: (n=3)

Konsantrasyon AUC Bulunan Geri elde (%)
(ng/ml) konsantrasyon
1 51217 0,99 99
1 51358 1 100
1 51612 1,01 101
ORTALAMA 100
SS 1
% RSD 1
Konsantrasyon AUC Bulunan Geri elde (%)
(ng/ml) konsantrasyon
20 834565 19,6 98
20 839023 19,7 98,5
20 837702 19,7 98,5
ORTALAMA 98,3
SS 0,3
% RSD 0,3
Konsantrasyon AUC Bulunan Geri elde (%)
(ng/ml) konsantrasyon
100 4269147 101,06 101,1
100 101,45 101
100 4285924 100,86 101
ORTALAMA 4260890 101
SS 0,06
% RSD 0,1
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Tablo 4-6: GDC-0449 icin kullanilan HPLC yonteminde elde edilen dogruluk sonug¢lari

Konsantrasyon AUC Bulunan Geri elde (%)
(ng/ml) konsantrasyon
1 63816 1,19 119
1 64250 1,20 120
1 64526 1,20 120
ORTALAMA 119,7
SS 0,6
% RSD 0,5
Konsantrasyon AUC Bulunan Geri elde (%)
(ng/ml) konsantrasyon
20 1459970 20,48 102,1
20 1451125 20,35 101,75
20 1449991 20,34 101,7
ORTALAMA 101,85
SS 0,22
% RSD 0,2
Konsantrasyon AUC Bulunan Geri elde (%)
(ug/ml) konsantrasyon
100 7215772 99,97 99,97
100 7198854 99,73 99,73
100 7199333 99,74 99,74
ORTALAMA 99,81
SS 0,14
% RSD 0,1

Tabloda verilen degerler %15’ in {izerinde bir sapma bulunmadigim
gostermektedir. Bu sonuglar gemsitabin ve vismodegib analizinde kullanilan analitik

yontemlerin dogrulugunu kanitlamaktadir.
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4.4. Etkin Madde Icermeyen Misel Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Oncelikle sentezlenen PEG-PCC polimeri ile misel olusturulmaya ¢alisilmistir.
Fakat CMC degerinin ve boyutlarin yiiksek olmasi sebebiyle polimere lipid grubu

konjugasyonu yaklasimi ile dodekanol konjuge edilmistir.

Etkin madde icermeyen mPEG-b-PCC-g-DC miselleri olusturmada film
hidrasyon teknigi kullanilmistir. Polimer filmi olusturulduktan sonra bir gece vakum
altinda bekletilerek fosfat tamponu ile hidrate edilerek hazirlanan formiilasyonlar seffaf,
saydam ve renksiz misel dispersiyonlart olusturmuslardir. Boyut 20.21 + 2.18 nm PDI:

0.08 bulunmustir.

4.5. Etkin Madde iceren Misel Formiilasyonlarinin Hazirlanisi
4.5.1. GEM Misel Formiilasyonlarinin Hazirlanisi

Gemsitabin mPEG-b-PCC-g-DC polimerine konjuge halde oldugundan misel
hazirlamanin tek ve etkin yolu film hidrasyon metodudur. Boliim 3.5.2 de verilen yontem
esasinda da belirtildigi sekilde hazirlanan miseller oldukca seffaf, saydam, renksiz bir
dispersiyon olusturmuslardir. Hazirlama siiresince higbir sorun ile karsilagilmamistir.
Oldukga seffaf bir dispersiyonunun hazirlanabilmesi konjugasyon sonrast final polimerin
saflig1 ile ilgilidir. Iki defa izopropil alkol ve sonrasinda dietileter ile yapilan ¢oktiirme
isleminden sonra uygulanan diyaliz yontemi ile konjuge olmamis etkin madde veya
polimere ait kirliliklerden tamamen arinma saglanabilmistir. Fakat yine de formiilasyon
hazirlanmasi1 akabinde gerceklestirdigimiz 0,2 um filtreden siizme islemi yontem

stardizasyonu sebebiyle burda da uygulanmastir.

4.5.2. Vismodegib (GDC-0449) i¢ceren Misel Formiilasyonlarimin Hazirlamsi

Vismodegib igeren misel formiilasyonlarinin hazirlanmasinda Bo6lim 3.5.3 de
verilen ii¢ farkl1 yontem kullanilmistir. Ug farkli yiikleme orani (polimer agirligmin %2.5,
%S5 ve %10’ u kadar) bu yontemlerle denenmis en etkili sonucu veren yontem ve ylikleme

orani biyolojik deneylerde kullanilmak iizere misellerin hazirlanmasinda kullanilmistir.

Tablo 4-7 de farkli yontemlerle ve farkli yilikleme oranlarinda hazirlanan

vismodegib formiilasyonlarina ait yiikleme etkinligi ve boyut degerleri verilmistir.



Tablo 4-7: Farkh yontemlerle ve farkh yiikleme oranlarinda hazirlanan vismodegib

formiilasyonlarina ait yiikleme etkinligi ve boyut degerleri (n=6)
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Formiilasyon  Hazirlama Yontemi  Yiikleme Yiikleme Boyut = SD
Oram Etkinligi + SD  (PDI) (nm)
Fl1 Film Hidrasyon % 2.5 2.45 £0.05 35.17 £3.06
(0.14)
F2 Film Hidrasyon % 5 4.91 +0.07 3583+ 1,6
(0.12)
F3 Film Hidrasyon % 10 8.92 x 0.1 4333 £4.13
(0.11)
F4 Nanopresipitasyon % 2.5 1.35 = 0.06 54.67 + 1.03
(0.17)
F5 Nanopresipitasyon % 5 212 + 0.09 5033+ 151
(0.17)
. o
F6 Nanopresipitasyon % 10 46005 65.5 + 138
(0.15)
F7 Y/S Emiilsifikasyon % 2.5
1.47 = 0.05 63.17 = 3.06
(0.22)
F8 Y/S Emiilsifikasyon %5
2.66 = 0.08 60.17 £ 3.43
: (0.28)
F9 Y/S Emiilsifikasyon % 10
4.98 £ 0.04 66.33 £2.25
0.3)

4.6. Hazirlanan Misel Formiilasyonlarimin Karakterizasyonlari

4.6.1. Kritik Misel Konsantrasyonlarinin Tayini

Pyren metoduyla mPEG-b-PCC-g-DC’nin ve GEM ve DC konjugasyonu sonucu

elde mPEG-b-PCC-g-GEM-g-DC’nin ~ kritik ~ misel

arastirlmistir. Bu amagla 107-10° mg/ml konsantrasyonlar: arasinda hazirlanan

edilen konsantrasyonlari

formiilasyonlara yapilan piren metodu analizi sonucu mPEG-b-PCC-g-GEM-g-DC’nin
kritik misel konsantrasyonu 0.2 X 10° mg/ml, mPEG-b-PCC-g-DC’nin kritik misel

konsantrasyonu 0.15 X 10~ mg/ml bulunmustur.



Log C (mg/ml)

0,2 X 10~ mg/ml

Log C (mg/ml)
0.15 x 10 mg/ml

0,15 X 10” mg/ml

Sekil 4-8: mPEG-b-PCC-g-GEM-g-DC ve
konsantrasyonu hesaplamasi
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4.6.2. Misellerin Partikiil Biiyiikliigii Ol¢iimleri

GEM misellerinin ve 3 farkli yiikleme orani kullanilarak yine ti¢ farkli yontem ile
hazirlanan vismodegib misellerinin partikiil boyutlar1 Olgiilmiistir. GEM miselleri

ortalama 24 + 1,15 nm boyuta sahip olarak bulunmustur.

3 farkli yontemle farkli yiikleme oranlari ile hazirlanan vismodegib (GDC-0449)

misellerinin boyutlar ise Tablo 4-7” de verilmistir.
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Sekil 4-9: mPEG-b-PCC-g-GEM-g-DC miselleri ve vismodegib enkapsiile mPEG-b-PCC-
g-DC miselleri boyutlar:



90

4.6.3. GEM Yiikleme Etkinligi ve Miseller Coziiniirliigiiniin Arastirilmasi

Alkali hidroliz yontemi uygulanarak hidroliz edilen amid bag: sayesinde aciga
cikan toplam konjuge olmus GEM miktart HPLC yontemi ile tayin edilmis ve yiiklenme
etkinligi yiizde olarak hesaplanmistir.

Buna gore gemsitabin ylikleme orant % 14 bulunmustur.
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Sekil 4-10: Alkali hidroliz yontemi uygulanmadan misel formiilasyonunun HPLC
kromatogrami (A)

Alkali hidroliz yontemi uygulanan misel formiilasyonundan GEM aciga ¢ikmasi
ile HPLC kromatograminda gériilen GEM piki (B)
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4.6.4. Vismodegib (GDC-0449) Yiikleme Etkinligi ve Miseller Coziiniirliigiiniin

Arastirilmasi

Vismodegib’in enkapsiile edildigi misel formiilasyonlarinin hazirlanisinda kullanilan

yontem ve formiilasyon kodlar1 Tablo 4-7 de verilmistir.

4.6.5. Stabilite Degerlendirmesi

Tablo 4-8: GEM misellerinin zaman ile boyut ve GEM yiizdesi degisimi (n=6)

Zaman (giin) Boyut (nm) = SD PDI = SD %GEM miktar =
SD
0 36,37 = 1,12 0,105 = 0,003 100,12 + 0,182
15 37,27 + 0,46 0,111 = 0,003 100,64 = 0,574
30 37,12+ 0,79 0,125 = 0,004 99,95 + 1,249
60 39,02 + 0,41 0,118 = 0,011 99,81 = 1,458
2 39,29 = 0,65 0,115 = 0,008 100,29 = 1,543

Tablo 4-9: Vismodegib (GDC-0449) misellerin zaman ile boyut Vismodegib yiizdesi

degisimi (n=6)

Zaman (giin) Boyut (nm) = SD PDI = SD %GEM miktar =
SD
0 24,40 = 0,16 0,104 = 0,004 99,11 + 0,097
15 25,06 = 0,14 0,106 = 0,003 100,27 = 1,257
30 25,39 = 0,84 0,112 + 0,002 98,44 + 2,715
60 28,43 = 0,16 0,152 = 0,004 99,38 + 3,694
2 29,30 = 0,09 0,162 = 0,006 100,2 = 2,147

4.6.6. Misel Formiilasyonlarindan GEM ve Vismodegib (GDC-0449) Salimi

4.6.6.1. GEM Coziiniirliik Calismasi

GEM suda olduk¢a etkili sekilde c¢oziinebilmektedir. Bu sebeple ¢oziiniirlik

caligmasi icin siirfaktan kullanimina gerek kalmamistir. PBS icinde GEM ¢oziiniirliigii

24,88 + 0,12 mg/ml olarak bulunmustur.
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4.6.6.2. Vismodegib Coziiniirliikk Calismasi

Suda ¢oziiniirliigii olduke¢a diisiik olan Vismodegib’in ¢oziiniirliigiinii artirmak
icin Tween 80 kullanilmistir. Kullanilacak Tween 80 orani yapilan optimizasyon
caligmastyla %2 olarak bulunmustur. Bunun i¢in farkli konsantrasyonlardaki Tween 80
cozeltileri kullanilan vismodegib ¢oziiniirliigii tayin edilmistir. Yapilan bu ¢alismadan

elde edilen sonuglarin grafigi asagida verilmistir (Tablo 4-10).

Tablo 4-10: pH 7.4 farkh yiizdelerde Tween 80 iceren PBS’de vismodegib ¢oziiniirliigii

(n=6)
% Tween 80 Coziiniirliik (ug/ml) %RSD
0,1 1 1,70
0,5 13,5 1,80
1 42 1,80
1,5 105,82 1,75
2 398,75 1,52
5 756 1,16

Tablo 4-11: pH 5.5 farkh yiizdelerde Tween 80 iceren PBS’de vismodegib ¢oziiniirliigii

(n=6)
% Tween 80 Coziiniirliik (ug/ml) %RSD
0,1 7,22 1,83
0,5 22 1,67
1 75 1,21
1,5 186 1,70
2 522 1,32
5 993 1,18

4.6.6.3. Tween 80’in Misel Stabilitesi Uzerine Etkisi

Tween 80’in misel stabilitesi iizerine herhangi bir etkisinin olup olmadiginin
incelenmesi icin polimer filmleri farkli oranlarda Tween 80 ¢dzeltileriyle hidrate edilmis
ve partikiil boyutu Ol¢limii gerceklestirilmistir. Bu oOlgiimlerin sonuglar1 agagida

verilmistir.



Tablo 4-12: Tween 80 oraninin misel stabilitesi iizerine etkisi (n=6)
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% Tween 80 Boyut (nm) + SD PDI + SD
0,1 34.16 = 1,6 0.147 £ 0.015
0,5 3478 1,2 0.151 = 0.012
1 3544+ 0.9 0.147 = 0.033
1,3 36.17 = 1,2 0.142 = 0.038
2 36.45= 1,7 0.163 = 0.046
> 34.29 = 3.6 0.327 = 0.112

Biitiin sonuglara goz oniine alinarak vismodegib in in vitro salim ¢alismalarinda

uygun Tween 80 oran1 %2 olarak bulunmustur.

% 2 Tween 80 iceren PBS icinde hazirlanan misellerin 10 giin boyunca boyut

Ol¢iimii yapilmistir. Sonuglar Tablo 4-12°de verilmistir.

Tablo 4-13: % 2 Tween 80 iceren PBS icinde hazirlanan misellerin 10 giin boyunca boyut

ol¢iimii (n=6)

Zaman (giin) Boyut (nm) + SD PDI + SD
! 34.16 = 1,6 0.147 = 0.015
) 34.66 = 1,6 0.155 = 0.010
3 36.33+ 0.8 0.145 = 0.019
4 36.5+0.5 0.158 = 0.038
5 37.83 0.7 0.138 = 0.022
6 355%2.5 0.122 +0.012
7 36.17 £2.32 0.148 = 0.026
8 36.5 = 1.87 0.152 = 0.028
? 37.5+1.38 0.183 = 0.010
10 36.67= 2.66 0.172 = 0.015

4.6.6.4. In Vitro Salim Deneyleri

Salim ortami olarak iki farkli pH degerinde (5.5 ve 7.4) fosfat tampon se¢ilmistir.

pH 5.5 tiimor ortaminin asiditesini ve 7.4 ise kan ortamin pH’sin1 taklit etmek amaciyla

secilmistir. Kiimiilatif GEM ve Vismodegib salimi1 Sekil 4-11°de gdsterilmistir. Buna
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gore polimere konjuge olan GEM’in salim1 enkapsiile olmus vismodegib’e gore yavastir.
Vismodegib miselleri pH 5.5’ te pH 7.4’ e gore daha hizli bir salim profili sergilemistir.
GEM misellerinden pH 5.5’te pH 7.4’ e gore daha yavas bir salim gergeklesmistir.

100
90
80 ——
70
60 ——
50
40
30
20
10

Toplam Salim (%)

0 50 100 150 200 250
Zaman (saat)

—&— GEM Miselleri (pH 7.4) —e—GDC-0449 Miselleri (pH 7.4)
—&—-GEM Miselleri (pH 5.5) —%—GDC-0449 Miselleri (pH 5.5)

Sekil 4-11: Gemsitabin ve Vismodegib (GDC-0449) misellerinin pH 5.5 ve pH 7.4 in vitro
salim profilleri (n=3)

4.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
4.7.1. Formiilasyonlarin Sitotoksisitelerinin Arastirilmasi

Sitotoksisite degerlendirmek icin MIA PaCa-2 hiicre hatt1 secilmistir. Bu hiicre
hattinin secilmesinin sebebi diger pankreas kanseri hiicre hatlarina gére daha agresif
mezankimal hiicre 6zelligi tasimasidir. GEM misellerinin, vismodegib misellerinin ve
farkli oranlarda kombinasyonlarinin bos misellerle inkiibe edilen kontrol grubuna gore

24 saatlik 48 saatlik ve 72 saatlik maruziyet sonucu gosterdikleri toksisiteler agsagidaki

grafiklerde gosterilmistir.
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Sekil 4-12: Gemsitabin miselleri ile MIA PaCa-2 hiicre hatti iizerinde 24 saat sonra canlihk
degerlendirmesi (n=3)
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Sekil 4-13: Vismodegib (GDC-0449) miselleri ile MIA PaCa-2 hiicre hatti iizerinde 24 saat
sonra canlilik degerlendirmesi (n=3)
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Sekil 4-14: Kombinasyon miselleri ile MIA PaCa-2 hiicre hatti iizerinde 24 saat sonra
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Sekil 4-15: Gemsitabin miselleri ile MIA PaCa-2 hiicre hatti iizerinde 48 saat sonra canlihk

degerlendirmesi (n=3)
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Sekil 4-16: Vismodegib (GDC-0449) miselleri ile MIA PaCa-2 hiicre hatti iizerinde 48 saat
sonra canlilik degerlendirmesi (n=3)
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Sekil 4-17: Kombinasyon miselleri ile MIA PaCa-2 hiicre hatt1 iizerinde 48 saat sonra
canlilik degerlendirmesi (n=3)
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Sekil 4-18: Gemsitabin miselleri, Vismodegib (GDC-0449) miselleri ve kombinasyon
miselleri ile MIA PaCa-2 hiicre hatti iizerinde 72 saat sonra canhhk
degerlendirmesi (n=3)

Kontrol grubunda hiicrelere herhangi bir formiilasyon uygulanmamistir. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda mPEG-b-PCC-g-DC polimeri ile hazirlanan bos misellerin

toksisite gdstermedigi goriilmiistiir.



4.7.2. invazyon, Migrasyon ve Koloni Olusumu Arastirilmasi

20 ¢ i . A Kontrol grubu
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Sekil 4-19: invazyon degerlendirmesi
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0s
24 s
72 s
600 -
n
5\ 500 ~
©
(/2]
o 400 A
_O
2 300 A
c
8 200 -
o
§ 100 -
Kontrol GEM Miselleri GDC-0449 Misel
Miselleri Kombinasyonu

N24 h ©O72h

Sekil 4-20: Kontrol, Gemsitabin miselleri, Vismodegib (GDC-0449) miselleri ve
kombinasyon miselleri uygulanan MIA PaCa-2 hiicrelerinin 24 saat ve 72 saat
sonra migrasyonlarinin degerlendirilmesi (n=3)
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KONTROL GEM _ GDC-0449 MISEL
MiSELLERI MISELLERI  KOMBINASYONU
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Sekil 4-21: Kontrol, Gemsitabin miselleri, Vismodegib (GDC-0449) miselleri ve
kombinasyon miselleri uygulanan MIA PaCa-2 hiicrelerinin 24 saat ve 72 saat
sonra koloni olusturma potansiyellerinin degerlendirilmesi

% < 0.01; **p < 0.001
(n=3)
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Sekil 4-22: BSA Deneyi ile Protein Konsantrayonu Belirlenmesi. Renk olusumu (A), BSA
standart egrisi (B)
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4.7.3. Formiilasyon Uygulanmas:1 ile Hiicrelerdeki Protein Ekspresyonundaki
Degisikliklerin Western Blot Analizi ile Kontrolii

PTCH-1

Gli-1

Bax

B-actin

Intact PARP

Cleaved PARP

B-actin

Sekil 4-23: 72 saat boyunca Kontrol, Gemsitabin miselleri, Vismodegib (GDC-0449)
miselleri ve kombinasyon miselleri ile inkiibe edilen MIA PaCa-2 hiicrelerindeki
protein ekspresyonunun Wester Blot analizi ile degerlendirilmesi

72 saatlik formiilasyon inkiibasyonu sonucu misel kombinasyonunun tek
uygulanan misellere gére Hedgehog sinyalini daha etkili inhibe ettigi PTCH-1 ve Gli-1
ekspresyonlarindaki degisiklikler ile dogrulanmistir. Ciinkii fizyolojik kosullarda Hh
ligandinin reseptorii transmembran PTCH-1’e baglanmasiyla Smo inaktivasyonu
gergeklesmektedir. Bu durumda Gli-1 transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu meydana
gelmektedir. GDC-0449 potent bir Smo inhibitdrii olarak Smo reseptoriine baglanarak

indirekt yolla Gli-1 aktivasyonunu inhibe etmektedir.

Apoptozis, normal hiicrelerde homeostazi saglanmasinda anahtar rol
oynamaktadir. Hiicresel kiiciilme, DNA fragmentasyonu, hiicre yiizeyinde g¢ikinti

olusumu ve molekiiler diizeylerdeki degisiklikler apoptozis sirasinda meydana gelen
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olaylardir. Poli (ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP-1; kromatinsel ¢ekirdek enzimi) zarar
gormiis DNA’y1 stabilize ve tamir eder ayn1 zamanda transkripsiyonel diizenleme saglar.
Hiicrelerde DNA hasar1 meydana geldiginde PARP-1 aktif hale gelir ve hiicredeki
diizeyinde artis meydana gelir. Hasar gérmiis DNA’y1 tamir eder. Apoptoz meydana
geldiginde ise PARP-1 kaspaz-3 tarafindan iki fragmente ayrilir. Bunlar 89 kDa olan aktif
kisim ve 24 kDa olan DNA baglanma boliimiidiir. Western Blot ¢alismasiyla MIA PaCa-
2 hiicrelerinin formiilasyonlarla 72 saatlik inkiibasyonu sonucu, tekli ilag
formiilasyonlarina gore kombinasyon misellerinin daha fazla PARP-1 boliinmesi

sagladig1 dogrulanmistir.

Apoptozis sinyal yolagindaki bir diger 6nemli protein Bax’tir. Bax, proapoptotik
protein olarak bilinir ve apoptotik uyariya cevaben hiicre 6liimiinii hizlandirir. Western
Blot calismasiyla misel kombinasyonunun tekli ilag formiilasyonlarina gore Bax

ekspresyonunu daha etkili sekilde artirdig1 dogrulanmastir.

4.8. In vivo Calismalar

GEM miselleri, vismodegib (GDC-0449) miselleri, kombinasyon miselleri ve
kontrol gurubu (bos miseller)’ in in vivo etkinligi atimik nude farelerde MIA PaCa-2
hiicre hatt1 ile olusturulan subkiitan tiimér modeli tlizerinde degerlendirilmistir. 100 ul
PBS i¢inde 3 x 10° MIA PaCa-2 hiicresi ve 100 ul Matrigel soguk ortamda karistirilarak
subkiitan yol ile atimik nude farelerin sag yan karin bolgesine injekte edilmistir. 3 hafta
sonra 200-300 mm*’e ulasan tiimérlere intratiimoral yol ile formiilasyonlar uygulanmustir.
Kontrol grubu i¢in 200 ul mPEG-b-PCC-g-DC bos miselleri, 40 mg/kg dozda 200 ul
GEM miselleri, 10 mg/kg dozda 200 ul Vismodegib (GDC-0449) miselleri ekuavalan
dozlar1 igeren 200 ul misel kombinasyonu iki hafta boyunca haftada 3 kez uygulanmigtir.
16. giin ise hayvanlar 6tanazi edilmistir. Timorler ¢ikarilarak tedavi etkinliginin gorsel

degerlendirmesi i¢in fotograflar1 ¢ekilmistir.
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GEM Miselleri

Vismodegib
Miselleri

Misel Kombinasyonu
(GEM + Vismodegib)

Sekil 4-24: 16 giinliik tedavi sonucu c¢ikarilan tiimoérler (n=6)

Yalnizca GEM miselleri ve Vismodegib miselleri ile tedavi tiimor boyutunda
kontrol grubuna gore kiiciilme saglamistir. Fakat misel kombinasyonu ile tedavi ile timor
boyutunda anlamli derecede kii¢iilme miimkiin olmustur. Kontrol grubunda ortalama
tiimor boyutu 804 mm’ iken kombinasyon tedavisi ile ortalama 68.4 mm’ boyut elde

saglanmustir.

Iki giinde bir yapilan tiimor Olciimleri grafige gecirilerek tedavinin tiimor

boyutuna etkisi degerlendirilmistir.
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Sekil 4-25: Kontrol, Gemsitabin miselleri, Vismodegib (GDC-0449) miselleri ve

kombinasyon miselleri ile tedavi edilen farelerin tedavi siiresince tiimoér hacmi
olciimleri (n=6)
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Sekil 4-26: Kontrol, Gemsitabin miselleri, Vismodegib (GDC-0449) miselleri ve
kombinasyon miselleri ile tedavi edilen farelerden 16 giin sonunda izole edilen
tiimorlerin agirhkhk él¢iimleri (n=6)

% < 0.01; **p < 0.001
(n=3)
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Sekil 4-27: Kontrol, Gemsitabin miselleri, Vismodegib (GDC-0449) miselleri ve
kombinasyon miselleri ile tedavi edilen farelerin tedavi siiresince viicut agirhklar:
ol¢iimii (n=6)

4.8.1. immiinoflorasan ve Immiinohistokimya Cahsmalari

Immiinoflorasan ve immiinohistokimya analizleri kombinasyon tedavisinin diger
tedavilere gore etkililigini aciga ¢ikarmak amaciyla yapilmistir. Immiinoflorasan analiz
ile Gli-1 ekspresyonundaki degisiklik gozlenmistir. Farkli formiilasyonlarla tedavi edilen
farelerden tedavi siireci sonucunda ¢ikarilan tiimorlerden elde edilen kesitlere uygulanan
immiinoflorasan analizi sonucu kontrol grubunda diger gruplara gore daha fazla florasan
gozlemlenmesi, kontrol grubunda Gli-1 ekspresyonunun daha fazla oldugunu
gostermektedir. GEM miselleri ile tedavi ile kontrol grubuna yakin Gli-1 florasani
gostermistir. Vismodegib (GDC-0449) miselleri ile tedavi edilen tiimorlerden elde edilen
kesitlerde Gli-1 florasaninda azalma gdzlemlenmistir. Kombinasyon tedavisi ile ise
florasan da anlamli derecede azalma goriilmiistiir. Bu durum in vivo kosullarda da
kombinasyon misellerinin tekli misel formiilasyonlarina ve kontrol grubuna gore etkili
sekilde Hedgehog yolagmi inhibe ettigini ve Gli-1 ekspresyonunu baskiladigini

kanitlamaktadir.
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Aktif kaspaz-3 sinyali incelemek {izere yapilan immiinoflorasan ¢alismasinda da
kontrol grubunun olduk¢a az florasan gosterdigi goriilmektedir. Bu durum kontrol
gurubunda olagan apoptozisin gerceklestigini gostermektedir. GEM miselleri ve
Vismodegib miselleri gruplarinda ise florasanda artis goziikmektedir. Bunun durum
formiilasyonlarin apoptozisi tetiklemesine dayalidir. Kombinasyon tedavisinde ise diger
gruplara oranla daha fazla florasan goézlenmektedir. Bu durum da kombinasyon

tedavisinin daha ¢ok apoptozis sagladigini sdyleyebiliriz.

ZEB-1 ekspresyonu arastirmak iizere yapilan histokimya calismasinda ZEB-1
ekspresyonun kontrol grubunda oldukca agresif oldugu gozlemlenmektedir. GEM
miselleri ile tedavi edilen gruptaki ZEB-1 ekspresyonu hemen hemen kontrol gurubuyla
ayni durumdadir. Vismodegib miselleri ile tedavi grubunda ekspresyonunun azaldigi
gozlemlenmistir. Kombinasyon misellerinde ise ZEB-1 ekspresyonunda diger gruplara

nazaran ciddi bir azalma goriilmiistiir.

Proliferasyon belirteci Ki-67 proteinin arastirildigi histokimya calismasinda
kontrol grubunda yiiksek diizeyde Ki-67 protein ekspresyonu goézlemlenmistir. GEM
miselleri, Vismodegib miselleri ve kombinasyon miselleri ile tedavide ise bu proteinin

ekspresyonunda anlamli bir diisiis goriilmiistiir.

H&E boyama ile yapilan morfolojik incelemede ise kontrol grubunda siki epitel
hiicre Kkitleleri goziikiirken, kombinasyon tedavisinde zayif epitel agregatlar

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4-28: Gli-1 ekspresyonu degerlendirmesi icin immiinohistoflorasans isaretleme
Kontrol grubu (A), GEM miselleri ile tedavi (B), Vismodegib miselleri ile tedavi
(C), Kombinasyon tedavisi (D)



Sekil 4-29: Active Caspase-3 ekspresyonu degerlendirmesi i¢cin immiinohistoflorasans
isaretleme. Kontrol grubu (A), GEM miselleri ile tedavi (B), Vismodegib miselleri ile tedavi
(C), Kombinasyon tedavisi
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Kontrol grubu

GEM miselleri ile tedavi

Vismodegib miselleri ile tedavi

Kombinasyon tedavisi

Sekil 4-31: KI-67 Isaretleme
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Kontrol grubu

GEM miselleri ile tedavi

Vismodegib miselleri ile tedavi

Kombinasyon tedavisi

Sekil 4-32: Hematoxylin and Eosin (H&E) Isaretleme
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5. TARTISMA

Pankreas kanseri tedavisi timor mikrogevresinin kompleks olmasi ve hastaliga
hakim olan pek cok sinyal yolaginin varlig1 sebebiyle olduk¢a zorlayicidir. Bu yiizden
hastaligin tedavisinde kullanilan pek c¢ok ila¢ basarilt sonu¢ verememistir. Her bir
biyokimyasal yolagin mekanizmasini anlamak pankreas kanserinin patolojisini kontrol
etmede etkili olabilmektedir. Pankreas kanseri hastalarinin yasam siiresini ve kalitesini
artirmak i¢in pek cok girisim yapilmaktadir. Hastalifin invazyon, progresyon ve
metastazindan sorumlu kilit oyuncularin ¢apraz etkilesiminin aragtirilmasi ile tedavideki
cikmazlarin giderilebilecegi umulmaktadir. Bu baglamda, Hedgehog sinyal yolagt EMD
ile olan iligkisi ile alt1 ¢izilerek bahsedilmesi gereken bir sinyal mekanizmasidir.
Hedgehog yolaginin fizyolojik fonksiyonu bozuldugunda Gli-1 ve Gli-2 gibi
transkripsiyon ~ faktorlerinin  overekspresyonu  gerceklesmektedir.  Siklopamin,
vismodegib (GDC-0449), erismodegib ve saridegib (IPI-926) gibi antagonistler ile bu
yolagin inhibisyonu pek c¢ok galisma ile umut vadeden sonuglar gostermistir (Kleger,

Perkhofer ve Seufferlein, 2014; Kelleher, 2010).

Tekli ilag tedavisinin bagarisizligina karsi kombinasyon tedavisi yaklagimi birden
cok faktorii hedefleyebilmesiyle 6nemli bir se¢enek olusturmaktadir. Yapilan giincel bir
calismada GDC-0449 ile dosetakselin sinerjistik etki ile insan pankreas kanser hiicrelerini
inhibe ettigi, Hh sinyalinin baskilanmasi ile dosetakselin antikarsinojenik etkisinde artig
meydana geldigi gosterilmistir (Mimeault ve ark., 2015). FOLFIRINOX (5-fluorourasil,
irinotekan, oksaliplatin ve leucovorin)’ in yalnizca GEM tedavisine goére anlamli
derecede efektif oldugu bildirilmistir (Mohammed ve ark., 2014). Yine, GEM ve Hh
inhibitorii kombinasyonu hastaligin ilerlemesini durdurmasi ve optimal kazanglar
saglamasi bakimindan arastirilmistir (Feldmann ve ark., 2007). Olive ve ark. IP1-926
kullanilarak Hh yolaginin inhibe edilmesi ile KPC farelerde olusturulan pankreas

kanserine GEM saliminin arttigini gostermislerdir (Olive ve ark., 2009).

GEM’ i amfifilik polimer mPEG-b-PCC-g-DC’ e konjuge ederek mPEG-b-PCC-
g-GEM-g-DC olusturulmasi kendinden olusan miseller hazirlanmasi ile ilacin asiri
hidrofilikligi dengelenmis, hizli plazma metabolizmasi azaltilmig, uzatilmis GEM salimi

saglanarak artmig antitimdr etkinlik elde edilebilmistir.
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Vismodegib (GDC-0449) oldukca hidrofobik bir ilactir, suda ¢oziiniirligi 0.1
g/ml olarak belirlenmistir. mPEG-b-PCC-g-DC misellerine enkapsiile edilmesi ile
¢oziiniirligl 2450 =50 ug/ml’ ye ¢ikarilabilmistir.

Tez calismasinda GEM ve Vismodegib (GDC-0449)’ in miselleri hazirlanarak
kombine etme yaklagimina gidilmis ve sinerjistik etki arastirilmistir. Calismanin amaci
bu kombinasyonun tekli misel formiilasyonlarina gore etkinliginin karsilagtirilmasidir.
Bu iki ilacin kombinasyonu pilot bir klinik ¢alisma ile test edilmistir. GEM 1000 mg/m*
dozda intravendz yol ile, Vismodegib ise 150 mg dozda oral yol ile metastatik pankreas
adenokarsinomasina sahip 25 hastaya uygulanmistir (Kim ve ark., 2014). Bu c¢alisma
sonucu kombinasyon tedavisinin tekli tedaviye gore hastalarin toplam sag kalim siiresini
uzatmada anlamli bir etki gostermedigi bulunmustur. Fakat metastatik ortamda
kombinasyon tedavisinin basarisiz olmasinin daha derin arastirilmasi gerekmektedir.
Infinity Pharmaceuticals tarafindan yapilan bir bagka klinik ¢alismada GEM ve saridegib
kombinasyon tedavisinin hastalig1 ilerlettigi, GEM mono terapisine gore avantajl
olmadig1 gosterilmistir (Catenacci ve ark., 2015). Kombinasyon tedavisinin yiiksek
dozlar1 sebebiyle meydana gelen ilag¢ toksisitesi ila¢ salimi modifikasyonlarina ihtiyag

oldugunu dogrulamaktadir.

Tez c¢alisgmasinda GEM ve Vismodegib’ in tiimor bolgesine etkili sekilde
saliminin saglanmasi i¢in formiilasyon yaklasimina girilmis ve bu sayede uzatilmis salim
saglanarak, toksisite azaltilmis ve diisiik dozlarda dahi etkinlik artirilabilmistir. Tez
calismasinda formiilasyonlar fiziksel olarak birbirine karistirildiginda enkapstile olmus
vismodegib’in %80’ inin konjuge olan GEM’ in ise %19’ unun uzatilmis sekilde ile in
vitro kosullarda salindig1 gosterilmistir. Vismodegib’ in iki farkli pH degerindeki salim
profili ilacin asidik kosullardaki c¢oziiniirlik farkina dayalidir. Vismodegib’in
¢oziiniirligli pH’ ya bagimhidir. pH 7° de 0.1 ug/ml, pH 1.0’ de ise ¢oziiniirlik 0.99 ug/ml
kadardir. Vismodegib (GDC-0449), polimere konjuge olmadig1 i¢in ndtral kosullara gore

daha hizli bir salim goriilmesi normal bulunmustur.

MIA PaCa-2 hiicre serisinin yiiksek diizeyde Hh ligandlar1 ve mezenkimal
markerlar eksprese ettigi bilinmektedir (Wellner ve ark., 2009). Bu sebeple tez
caligmasinda formiilasyonlarin in vitro ve in vivo etkinliklerinin degerlendirilmesinde bu
hiicre serisi kullanilmistir. Bulgular sonucunda, GEM miselleri ve Vismodegib (GDC-

0449) miselleri kombine edildiginde sitotoksik etki tekli formiilasyonlara gore daha giiclii
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oldugu goriilmiistiir. MIA PaCa-2 hiicrelerinde serbest GEM IC50 degeri 7.6 nM, serbest
Vismodegib IC50 degeri 6.3 uM olarak bulunmustur. GEM misellerinin IC50 degeri 500
nM, Vismodegib misellerinin IC50 degeri 10.7 uM olarak bulunurken, 5 nm GEM ve 1

uM Vismodegib iceren misel kombinasyonu %50 canlilik gdstermistir.

Apoptozis, normal hiicrelerde homeostazi saglanmasinda anahtar rol
oynamaktadir. Hiicresel kiiciilme, DNA fragmentasyonu, hiicre yiizeyinde g¢ikinti
olusumu ve molekiiler diizeylerdeki degisiklikler apoptozis sirasinda meydana gelen
olaylardir. Poli (ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP-1; kromatinsel ¢ekirdek enzimi) zarar
gormiis DNAy1 stabilize ve tamir eder ayn1 zamanda transkripsiyonel diizenleme saglar.
Hiicrelerde DNA hasar1 meydana geldiginde PARP-1 aktif hale gelir ve hiicredeki
diizeyinde artis meydana gelir. Hasar gérmiis DNA’y1 tamir eder. Apoptoz meydana
geldiginde ise PARP-1 kaspaz-3 tarafindan iki fragmente ayrilir. Bunlar 89 kDa olan aktif
kisim ve 24 kDa olan DNA baglanma boliimiidiir. Western Blot ¢aligmasiyla MIA PaCa-
2 hiicrelerinin formiilasyonlarla 72 saatlik inkiibasyonu sonucu, tekli ilag
formiilasyonlarina goére kombinasyon misellerinin daha fazla PARP-1 boliinmesi
sagladig1 dogrulanmistir. Mazumdar ve ark. Sonic hedgehog (SHH)’ un kolon kanseri
hiicre serilerinde PARP kesilmesini ve kaspaz-3 deaktivasyonunu inhibe ettigini ve
boylece de hiicresel proliferasyonu kontrol etttigini bildirmislerdir (Mazumdar ve ark.,
2010). Singh ve ark. yaptiklar1 calisma ile Mazumdar ve ark.’in calismasini
desteklemislerdir. Bu caligmada Vismodegib (GDC-0449)’ in Hh inhibitorii olarak
pankreas kanseri kok hiicreleri iizerindeki roliinii arastirmislardir (Singh ve ark., 2011).
10 uM Vismodegib (GDC-0449)’1n etkili bir sekilde PARP boéliinmesini artirdigi
gosterilmistir. Tez ¢alismasinda sonuglarinda da Hh inhibitérii, PARP ve apoptozis
arasindaki etkilesimler uyumlu bulunmustur. Apoptozis sinyal yolaginin bir baska
bileseni olan Bax ise proapoptotik bir protein olarak bilinmektedir ve apoptotik uyarima
karst hiicre oliimiinii hizlandirmaktadir (Hill ve ark., 2013). Tez calismasinda, misel
kombinasyonu MIA PaCa-2 hiicreleriyle inkiibe edildiginde, tekli misel
formiilasyonlarina gore daha fazla Bax ekspresyonunda artis sagladigi gortilmistiir.
Fizyolojik kosullar altinda, transmembran protein PTCH-1, Smo proteinini inhibe
etmektedir. Hh ligandinin PTCH-1 reseptoriine baglanmasiyla Smo inaktivasyonu
baskilanir ve Gli-1 transkripsiyon faktorleri aktive olur. Vismodegib (GDC-0449), potent
bir Smo inhibitoriidiir ve Gli-1’1 indirekt olarak inaktive eder (Yauch ve ark., 2009). Bu



118

durum neticesinde PTCH-1’in fonksiyonunu kaybetmesi ile bu membran proteini
downregiile olur. Tez calismasinda MIA PaCa-2 hiicrelerini 72 saat formiilasyonlarla
inhibe ederek PTCH-1 ve Gli-1 ekspresyon diizeylerini 6l¢erek, misel kombinasyonunun
tekli formiilasyonlara gore PTCH-1 ve Gli-1 ekspresyonunu daha etkili inhibe ettigi

bulunmustur.

Epitelyal-mezenkimal doniistim (EMT), epitel hiicrelerin polaritelerini ve hiicre-
hiicre adezif hallerinin kaybolmasi ve bunun sonucu olarak migrasyon, invazyon gibi
mezankimal karakteristikler kazanmasi halidir ve bu durum pankreatik duktal
adenokarsinomanin oldukga agresif bir hal kazanmasina sebep olmaktadir (Kalluri ve
Weinberg, 2009). Bu yiizden, bu tez ¢alismasinda, Hh yolag1 inhibisyonunun MIA PaCa-
2 hiicrelerinin invazyon, migrasyon ve koloni olusum potensiyelleri iizerine etkisi
degerlendirilmistir. 48 saat sonra, kontrol grubu, GEM miselleri grubu ve Vismodegib
(GDC-0449) grubuyla inkiibe edilmis hiicreler migrasyon deneyi i¢in kazinmis alana gog
edebilmisken, misek kombinasyonu ile inkiibe edilmis hiicrelerde diger gruplara nazaran
hemen hemen go¢ goriilmemistir. Bu hiicreler migrasyon ozelliklerini kombinasyon
miselleri etkisi ile yitirmislerdir. Klonojenik deneyde ise hiicrelerin uzun donem
sagkalimlar1 ve koloni olusturma potansiyelleri degerlendirilmistir. Inkiibasyondan 10
giin sonra, misel kombinasyonlar1 ile tedavi edilmis MIA PaCa-2 hiicrelerinin koloni

olusturma potansiyelleri diger gruplara gore ciddi anlamda az bulunmustur.

Formiilasyonlarin in vivo etkinlikleri atimik nude fareler {izerinde
degerlendirilmistir. Bu farelere MIA PaCa-2 hiicreleri subkiitan yol ile implante edilerek
ektopik tiimdr olusumu saglanmigtir. Farelerin kombinasyon miselleri ile tedavisi tiimor
biliylime hizi ve timdr agirhiginda diger tedavi gruplarma ve kontrol grubuna nazaran
anlaml1 bir diisiis saglamistir. Kontrol grubunda Ki-67 ekspresyonu diger gruplara gore
daha yiiksek bulunmustur. GEM miselleri ve Vismodegib miselleri gruplarinda daha
diisiik Ki-67 ekspresyonu gozlemlenirken, en diisiik ekspresyon kombinasyon miselleri
ile elde edilmistir. Tiimor Orneklerinin morfolojik incelemeleri H&E boyama ile
yapilmistir. Sonuglar, kontrol grubunda olduk¢a baskin bir epitel hiicre kiitlesi
goriiliirken, misel kombinasyonu grubunda gevsek epitel hiicre agregatlar1 ve aralarda
yiiksek orandaki mezenkimal hiicreler goriilmiistiir. Immiinoflorosans calismasi ile
pankreas kanseri doku Orneklerindeki tiimor stromal hiicrelerindeki Gli-1 ekspresyonu

aragtirtlmistir. Yalnizca GEM miselleri ile tedavi Gli-1 ekspresyonunda bir degisiklik
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meydana getirmemistir. Bu sonug yapilan in vitro ¢alisma ile de uygunluk gostermistir.
Kombinasyon misel tedavisi alan farelerden elde edilen tiimor 6rneklerinde ise Gli-1
ekspresyonu downregiile olmustur. ZEB-1 proteini EMT aktivasyonu ve metastaz
promosyonu ile baglantilidir (Spaderna ve ark., 2008). Kombinasyon miselleri ile
tedavinin ZEB-1 ekspresyonunu diiglirlip diigiiremeyecegini analiz etmek ig¢in
immiinohistokimya c¢alismasi1 yapilmistir. Misel kombinasyonu, GEM miselleri ile
tedaviye gore oldukga giiclii sekilde ZEB-1 ekspresyonunu baskilamistir. Yalnizca GEM
miselleri ile tedavi edilen grup kontrol grubuna yakin bir ZEB-1 ekspresyonu profili
gostermistir. Bu durum 6nceden yapilan ¢cok 6nemli bir ¢alisma ile uyum gostermektedir
(Shah ve ark., 2007). Misel kombinasyonu tedavi edilen farelerden elde edilen tlimor
orneklerinde aktif kaspaz-3 sinyali diizeylerinin yiiksek, Ki-67 diizeyinin ise diigiik
oldugu gozlemlenmistir. Tek basina Hh sinyalini hedeflemek tiimor biiyiimesini
engellemede yetersiz kalarak, Hh silinmesinden sonra dahi agresif tiimor biiyiimesinin
devam ettigi yapilan calismalarla gdsterilmistir (Rhim ve ark., 2014; Kim ve ark., 2014;
Lee ve ark., 2014). Tiimdr promosyonunun tiimdr stromasina bagli artmis anjiogenezle
doza bagl iligkisi 6nceki ¢alismada gdsterilmistir (Mathew ve ark., 2014). Bu sebeple tez
caligmasinda tiimor dokularinin morfolojileri incelenmistir. Kombinasyon miselleri ile
tedavi edilen grupta gevsek epitel hiicre gruplart goriiliirken, kontrol grubunda tiimor

kiitlesinde yogum hiicreler gozlemlenmistir.

Bu tez calismasinda elde edilen sonuclar, GEM ve Vismodegib (GDC-0449)
iceren misel kombinasyonunun MIA PaCa-2 ksenograft tiimor biiylimesini anlamli
derecede inhibe ettigini, apoptozisi indiikledigini ve EMD’yi baskiladigini
gostermektedir. Gemsitabin ve Vismodegib’ in doza bagimli sekilde salimu ile sinerjistik

etkisi elde edilerek tiimor regresyonu saglanabilecegi gézlemlenmistir.
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ETiK KURUL KARARI
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Medical Center
Mebraska's Health Science Center Institutional Animal Care and Use Committes (IACUC)

Office of Regulatory Affairs (ORA)

Protocol #: 13-033-07-FC

Title: Polymeric Nanomedicines for Treatment of Pancreatic Cancer

Primary: Ram Mahato

Contact: Vaibhav Mundra, Mr

Secondary: Pankaj Singh, PhD

Research Personnel: Saud Almawash, Deepak Chitkara, Rinku Dutta, Melek
Karaca, Krishna Kattel, Virender Kumar, Timothy Martin, Anupama Mittal, Goutam
Mondal, Vaibhav Mundra, Mr, Yang Peng, Vinee Purchit, PhD, Surendra Shukla,
Ruinan Yang, Miss

Dear Dr. Mahato:

Thank you for submitting your Request for Change dated 04/28/2015. After careful consideration
by Designated Member Review (DMR), the Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC)
(utilizing review criteria based on principles outlined in the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, Eighth Edition) recommended your project, as changed, for approval. As
part of the final review process, a harm/benefit analysis was conducted weighing the potential
adverse effects of the study against the potential benefits that are likely to accrue as a result of
the research. It was determined that the benefits outweigh, or balance, the harms and the
proposal is in compliance with the Public Health Service (PHS) Policy on the Hurman Care and
Use of Laboratory Animals, USDA Regulations (where applicable), the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals, and UNMC/UNO IACUC Animal Welfare Assurance, Guidelines and
Policies. This letter constitutes official notification of the approval and release of your project with
the requested change. All previously approved documents, including previous Reguests for
Change, are no longer valid; this latest version is now the only approved document and you are
only authorized to perform procedures outlined in this version of the protocal.

Please be advised that there may be additional training requirements before you are authorized
to have contact with animals andfor access to the animal facilities. IACUC approval does not
constitute completion of all required training nor provide authorization for contact with animals or
access to animal facilities. CM can be reached at 9-4034 to assist you with the additional training
requirements.

The Committee wishes to remind you that, under the provisions of the Animal Welfare Assurance
(A3294-01) from UNMC/UNO to the Public Health Service (PHS), the principal investigator or
project director is directly responsible for keeping the IACUC informed of any proposed changes
involving the care andfor use of animals. In addition, continuing review is required. Please notify
the IACUC in writing if the protocol is completed during the approval period.

Best wishes for continued success in your research efforts.

Williarm &. Chaney, Fh.D.
Executive Chair, lACUC

287830 Mebraska Medical Center
Omaha, NE 68198-T830

Phone: 402-559-6657

Fax: 402-558-3300

email: jacucora@unme. edu
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INSTITUTIONAL ANIMAL CARE AND USE COMMITTEE (IAGLC)
UNIVERSITY JOF 987830 Nebrasha Medical Genter

Omaha, NE 68198-7830

402/550-6046

. Fax 402/550-3300

MEdlcal Ceﬂter IAGUGORA®unme.edu

IACUC APPLICATION
FOR FACULTY ANIMAL RESEARCH

SECTIONI
1. SUBMISSION REQUIREMENTS

What to Submit: This application is to be completed if you are a faculty member at UNMC or UNO proposing to use
animals in research on either campus. If you need to breed animals as pan of the experimental design of the research
(i.e. need to generate pregnant females for fetal tissue or need to perform experimental rezearch on suckling pups, etc)
then complete this form and complete and attach Addendum A-Protocol Specific Breeding.

How to Submit: The IACUC recommends you submit the entire application by email to iacucora@unme.edu.
Alternatively, if you submit a hard copy, provide one (1) original and one (1) copy.

Deadline: Items that qualify for Full Committee Review must be submitted by the last business day of the month to be
considered for review the following month. ems that qualify for weekly Designated Member Review must be submitted
by Monday of each week. Type of review, Full Committee or Designated Member, is determined by the IACUC
Administration based on regulatory requirements relative to the content of the submission.

2. APPLICATION DATA

Title of Protocol:Polymeric nanomedicines for treatment of pancreatic cancer

Staus: New Submission [ 2 Year De novo Review of IACUC Protocol #

Starting Date:01/09/2014 Projected Completion Date: 05/31/2016

Principal Investigator. Dr. Ram | Mahato
Emailram.mahato@unmc.edu Phone:402-553-5422
Department/College:College of Pharmacy Address 986025 Nebraska Medical center
Campus Zip Code 68198-6025

3. FUNDING S0OURCE Check the appropriate spaces andfor provide the information requested.

PHS[] Mebraska State Grant Funds (LBS08)[]
NSF[] Deparmental/internal Funds_]
Other Extemnal Funds_] Specify:Kosten Foundation

4. 8TATUS OF GRANT APPLICATION

Application submitted on:Funded Application to be submitted on:
Mot apﬂic:ahle:@ Unusual deadline or considerations:
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5. CERTIFICATION OF PRINCIPAL INVESTIGATOR

10.

11.

12

13.

14

15

18.

17.

18.

19,

| am thoroughly familiar with the literature in the fisld of research proposed in thiz application, and | have daterminad that the
rezaarch must be conducted on living animals.

| will abide by the requirements of the PHS Poliey on Humans Care and Use of Live Verebrate Animals, applicable Animal Walfare
Act regulationz and USDA Animal Care Policies, Guide for the Care and Use of Laboratory Animalz and all UNMCLUND JACUC
policies, guidelines, and procadures.

I will conduct thiz study in full accordance with the protocol approved by the LACUGC.

I will enzure that all lizted study personnel will carsfully review thiz protocol after it has been approved by the IACUIC and before
undertaking any procedure on live vensbrate animalz. A copy of the approved IACUC protocol and all approved changes will be
maintained and available to all study personnal.

I will 2uparvize all exparimantz involving live animale. | will ensure that all lizted study personnsl are qualified or will be trained as
necsssary in proper procedurss, including animal handling, anssthesia, surgery, prost-procedural management, and euthanasia. |
underztand that | must maintain documentation of all procedure epecific training for perzonnel involved in thiz protocal.

I will en=zura that individualz not lizted in thiz application will not conduct study related procedurss on animalz. When new parzonnsl
need to become involred in my studies, | will request approwval from the IACUC before they are invalved in animal studiss.

I will enzure that all study personnel will paricipate in the UNMC or UND Occupational Health and Safety Program and will be
trained as requirad in order to minimize occupational health and safety riska.

I will enzurs that all csll lines, tumor lines and other biclogical products have besn appropriately tested to minimize the introduction
of infectious agents into the animal colonies.

I will enzurs that all study parsonnel follow appropriate husbandry procedures to minimizs the poassibility of transmizsion of infectious
dizeaszs in my animal colony.

| undsratand that the health status of animalz at UNMC iz monitored via quarantine and asntinel animal programs. No animalzs may
be brought on campus without participation in the program.

| underatand that Comparative Medicine (GM) veterinary staff have beenwill be consulted as nesded in the planning phasze az wsll
az during the study.

I will enzurs that appropriate, accurate, and timaly clinical records are maintained on USDA regulated animals undsr my cars.

| recognize that if | can not be contacted promptly and animals in this project show svidencs of illness or pain, emsrgency cara,
including suthanasia, may be administered at the diacrstion of the vsterinary staff.

Thig application accurately reflectz all animal vse and care requireaments as described in all applicable funding application(z) which
will ba u=ad to support this ressarch.

| underatand that amy deviation or modification from this LACUC Protocol including but not limited to use of additional animals,
addition or altaring of procedures, alteration of standard housing, must be approved by the LACLUIC prior to initiation. | will reguast in
writing and receve writen approval from the |IACUC for any modification to thiz protoeol prior to ite implementation. A copy of the
current approved protocol that has incorporated all approved changas will be maintained and available to all study personnal.

i I leave the Univerzity during my study approval penod, | will either terminate my study by submitting a written request to the
IACUC or tranafer my atudy to anather sligible Pl by submission of a request for changse to the LACUIC.

I certify that | will promptly notify the JACUC regarding any unexpected study resultz that impact animal walfare. Amy unanticipated
pain or diztrezs, morbidity, or mortality will be reported to the attending veterinarizn.

i | hawe approval to bresd animals on thiz protocol, | agres to keep accurate recordz of the number of animals producsd and their
ultimate dizposition. | undsrstand that thiz information must be reported annually to the CAMIACUC office.

i a source of weaned animals for my exparimantz iz from an approved Breeding Golony Protocol, | undsrstand that all animalzs must
be properly transfarred to this ressarch protocol through the on-line CMMS zystem at raz.unmec.sdu.

My =ignature below or alectronic submizzion of this application indicatss | have read the azsurances listad above and certify that | will
conduct the project in full accordance with them.

Bt

04232015

Prinzipal Investigator Signaturs Date



140

PATENT HAKKI iZNi



141

TELIF HAKKI iZNi








