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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima
agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen
kullanim haklart disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya
da bir boliimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim
haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin
tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve
sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak
kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasma Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik
Erisim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 y1l ertelenmistir. (1)

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erigime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. (2)

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmisti

10 /10/2022
(imza)
Safiye AKKIN

1 “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erigime A¢ilmasina Iligkin
Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam
etmesi durumunda, tez danismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii
veya fakiilte yonetim kurulu iki y1l siire ile tezin erisime a¢ilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullamldigi, heniiz makaleye doniismemis veya
patent gibi yontemlerle korunmamis ve internetten paylasilmasi durumunda 3. sahislara veya
kurumlara haksiz kazang¢ imkant olusturabilecek bilgi ve bulgular: iceren tezler hakkinda tez
danismaninin dnerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun gériisii tizerine enstitii veya fakiilte yonetim
kurulunun gerekgeli karar ile alti ayr asmamak iizere tezin erigime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik,
saglk vb. konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan
verilir *. Kurum ve kuruluglarla yapilan is birligi protokolii cercevesinde hazirlanan lisanstistii tezlere
iliskin gizlilik karar ise, ilgili kurum ve kurulusun onerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goériisii
lizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karart verilen tezler Yiiksekogretim
Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik karart verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte
tarafindan gizlilik kurallar ¢ergevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldiriimas: halinde Tez
Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez damigsmanimin Onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gorisii tizerine enstitii veya fakiilte
yénetim kurulu tarafindan karar verilir.
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karsilastigimiz her zorlukta tiim imkanlarini seferber ederek sabir gosteren, sonsuz
ilham veren ve motive eden saygideger hocam Prof. Dr. Erem BILENSOY a,

Tez caligmalarim siiresince gosterdikleri destek ve katkilarindan dolayi tez izleme
komitesi jiiri iiyeleri degerli hocalarim Prof. Dr. Petek KORKUSUZ ve Prof. Dr.
Zeynep Safak TEKSIN’e,

Hacettepe Universitesi Eczacihk Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dah
Baskanhgi’na tez ¢alismalarim sirasinda her tiirlii imkani saglayan tim degerli
Ogretim iiyesi/elemant hocalarina, 6grencilerine ve personeline,

Birlikte yaptigimiz calismalar sirasinda gosterdikleri her tiirlii destek ve yardimlari
icin Prof. Dr. Petek KORKUSUZ, Prof. Dr. Giines ESENDAGLI, Prof. Dr. Murat
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tez calismalarrm TUBITAK ARDEB 1001 Projesi (217S610) ile desteklenmistir.
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OZET

AKkkin S., Immiinokemoterapotik Nanoplekslerin Kolon Kanseri Tedavisinde
Etkinlik ve Giivenliliginin in vitro/in vivo Degerlendirilmesi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Teknoloji Doktora Tezi,
Ankara, 2022. Kolon kanseri tedavisinde cerrahiden sonra en sik kullanilan yontem
kemoterapidir. Ancak kanser hiicreleri, hayatta kalmak i¢in immiin sistem hiicrelerinin
tanima mekanizmasindan kagmakta ve farklilasma yetenekleri ile kemoterapdtiklere
kars1 direng gelistirmektedirler. Bu nedenle, kemoterapinin yani sira immiinoterapinin
de kullanilmasinin tedavinin etkinligini artirabilecegi bilinmektedir. Nanopleksler, zit
yiiklerin etkilesimine dayali olusan nano boyutlu sistemlerdir ve bu g¢alismada
nanopleks yapisini olusturmak i¢in siklodekstrin (CD) polimeri, 5-Florourasil (5-FU)
ve Interlokin-2 (1L-2) kullanilmistir. Nanoplekslerin ortalama partikiil biiyiikliikleri ve
dagilimi, yiizey yiikii tayini, ila¢ yiikleme etkinligi, her iki etkin madde igin farkli
ortamlarda salim profili belirleme ve c¢esitli stabilite c¢alismalart yapilmistir.
Konvansiyonel hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda CD polimerlerin giivenliligi hiicre
proliferasyonuna etkisi ile belirlenmistir. Ardindan ilag¢ yiiklii nanoplekslerin
etkinlikleri 2-boyutlu hiicre kiiltirii ve ger¢ek zamanli hiicre canliligi analizi ile
belirlenmistir. 3-boyutlu hiicre kiiltiirii ¢aligsmalar ile nanoplekslerin etkinligi hiicre
canliligi, immiinohistokimyasal inceleme ve elektron mikroskobu incelemesi ile
belirlenmistir. Yapilan in vivo ¢alismalarla ise CD polimerlerin giivenlilikleri saglikli
farelerde tek doz intravendz (i.v.) uygulama sonrasi alinan kan ornekleri ile
belirlenmistir. Son olarak, timor indiiklenen farelerde, nanoplekslerin antitlimoral
etkinlikleri hayatta kalma orani, metastaz ve immiin cevap agisindan belirlenmistir.
Calismalarin sonucunda, IL-2 ve 5-FU’yu birlikte tasiyan nanopleksler hazirlanmis ve
parenteral yoldan kolorektal immiinokemoterapi agisindan umut vaat eden bir model

ilag tasiyici sistem ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: immiinokemoterapi, kolon kanseri, kombine ilag taginimi,

nanopleks, siklodekstrin

Tez TUBITAK tarafindan 2175610 numarali proje ve 2211-C Doktora Burs
Programi ile desteklenmistir.
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ABSTRACT

AKkin S., In vitro-in vivo Evaluation of Immunochemotherapeutic Nanoplexes
Efficacy and Safety for the Treatment of Colon Cancer, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences Pharmaceutical Technology Doctor of
Philosophy Thesis, Ankara 2022. Chemotherapy is the most commonly used method
after surgery in the treatment of colon cancer. However, cancer cells escape the
recognition mechanism of immune system cells in to survive, developing resistance to
chemotherapeutics with their differentiation abilities. Therefore, it is believed that the
use of immunotherapy in combination with chemotherapy can increase the
effectiveness of the treatment. Nanoplexes were formed based on opposite charge
interaction of macromolecules as the nanocarrier system in this study and cyclodextrin
(CD) polymer, 5-Fluorouracil (5-FU) and Interleukin-2 (IL-2) were used to obtain
nanoplexes. Mean particle size, particle size distribution, surface charge, drug loading
capacity, drug release profile and stability of nanoplexes were analysed. Safety of CD
polymers was determined with cell culture. Then, the anticancer activities of the drug-
loaded nanoplexes were determined by 2-dimensional cell culture and real-time cell
viability. With 3-dimensional tumor culture studies that can reflect the
microenvironment of the tumor in vitro, the efficiency of nanoplexes was determined
by cell viability, immunohistochemical examination and electron microscopy
examination. The in vivo safety of CD polymers was determined by blood samples
obtained after a single dose intravenous (i.v.) administration in healthy mice. Finally,
in tumor-induced mice, the antitumoral activities of nanoplexes were determined in
terms of survival rate, metastasis and immune response parameters. As a result of the
studies, nanoplexes carrying IL-2 and 5-FU together were prepared and a promising
model drug delivery system was presented for future applications of parenteral

colorectal immunochemotherapy.

Keywords: immunochemotherapy, colon cancer, combined drug delivery, nanoplex,

cyclodextrin

The thesis was supported by TUBITAK with project number 2175610 and 2211-C
PhD Scholarship Program.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

SS Standart sapma
A Angstrom

cm Santimetre

dk Dakika

kDa Kilodalton

mg Miligram

mL Mililitre

n Ormneklem sayis1
nm Nanometre

nM Nanomolar

°C Santigrat derece
pPg Pikogram

ug Mikrogram

pm Mikrometre

uM Mikromolar

ulL Mikrolitre

rpm Dakikadaki devir sayis1

Korelasyon katsayis1

2B 2 boyutlu
3B 3 boyutlu
5-FU 5-Florourasil

60CaproCD Heptakis (6-O-heksanoil) siklomaltoheptoz

ABD Amerika Birlesik Devletleri

ADCC Antikor bagiml1 hiicresel sitotoksisite
Alm. Almanya

ALT Alanin transferaz

ASH Antijen sunan hiicre

xiii



AST
ATMPs
ATP

BCS
CAPIRI
CAPOX
CAR

CD

CD (imm.)

CMF
CO;
CTLA-4
DEPT
DLS
DMEM
DNA
DSC
DSO
EGF(R)
ELISA
EMA

EP

FBS
FDA
FOLFIRI

FOLFOX

FT-IR

Xiv

Aspartat transaminaz

Ileri Tedavi T1bbi Uriinii

Adenozin trifosfat

Biyofarmaso6tik Siniflandirma Sistemi

Kapesitabin ve irinotekanin birlikte kullanildig: tedavi bi¢imi
Kapesitabin ve oksaliplatinin birlikte kullanildig: tedavi bigimi
Kimerik antijen reseptorii

Siklodekstrin

Immiin sistem hiicrelerinin farklilasma kiimesi’ne gére isimlendirilen
hiicre ylizey molekiilii

Koloni uyarici faktor

Karbondioksit

Sitotoksik T-lenfosit iligkili protein-4
Polarizasyon Transferi ile Bozunumsuz Gelistirme
Dinamik Isik Sagilim1

Dulbecco’s Modifiye Eagle’s Besi yeri
Deoksiriboniikleik asit

Diferansiyel taramali kalorimetri
Diinya Saglik Orgiitii

Epidermal biiylime faktorii (reseptorii)
Enzim-bagli immiinosorbent deneyi
Avrupa ilag Ajansi

Avrupa Farmakopesi

Fetal s1ig1ir serumu

Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi

5-Florourasil, 16kovorin ve irinotekanin birlikte kullanildig: tedavi
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5-FU, CD polimerleri ve 5FU/IL2/CD nanoplekslerinin DSC
termogramlari. Termogramlar 10°C/dk artirilarak elde edilmistir.

Splenositlerde farkli polimer konsantrasyonlarinin hiicre canliligi
tizerine etkileri (n=3, £SS).

Splenositlerde farkli IL-2 konsantrasyonlarin hiicre g¢ogalmasi
tizerine etkileri (n=3, £SS).
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Renkli molekiiler agirlik isaret¢isi; Hat 1, IL-2 standardi; Hat 2, CD2
nanopleksi; Hat 3, CD7 nanopleksi; Hat 4, CD8 nanopleksi.

5-Florourasile ait HPLC kromotogrami.
5-Florourasile ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi.

CD polimerlerin tek baslarma ve 5-FU ile birlikte mobil fazdaki
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5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerden PBS (pH=7.4) ortaminda
zamana kars1 5-FU’nun % kiimiilatif salim grafigi (n=3, + SS). * ile
isaretli grafikte ilk iki saate ait veri sunulmaktadir.

5-FU ve IL-2 yiikli CD nanoplekslerden simiile sivilarda-aclik
zamana karst 5-FU’nun % kiimiilatif salim grafigi (n=3, = SS).
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CD polimerlerinin L929 hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak
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Farkli konsantrasyonlarda CD polimerlerinin L929 hiicrelerindeki
LDH aktivitesi; CD2 (A), CD7 (B) ve CD8 (C). Kiiltiir ortam ile
muamele edilen hiicreler Kontrol grubunu olusturmaktadir. %1 (h/h)
Triton-X uygulanan grup ise pozitif kontrol grubudur (n=3, +SS).

Hazirlanan nanopleksler ile polimer ve ilag ¢ozeltilerinin 24 (a) ve 48
(b) saat sonunda CT26 hiicrelerinde antikanser etkinligi (n=3, +SS).
*p<0,05: 5-FU+IL-2 ile inkiibe edilen gruba gore.
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CT26 hiicrelerine ait deney sonundaki analizin normalize hiicre
indeksi grafigi.

CT26 hiicrelerine ait polimer gruplarina gore 24., 48. ve 72. saat hiicre
indeksi grafikleri; CD2 (a), CD7 (b), CD8 (c).

CT26 hiicrelerine ait nanopleks gruplarmi iceren hiicre indeksi
grafigi.

CT26 hiicrelerine ait duplikasyon zamani grafigi (*p<0,05, SFU ve
SFU+IL2 ¢o6zeltisi uygulanan grupla karsilastirildiginda).

CT26 fare kolon kanseri hiicreleri ile olusturulan 3B kiiresel tiimdriin
mikroskobik goriintiisii.

3B timér modelinde nanopleks veya diger tedavilerin uygulama
oncesi ve uygulama sonrasi 24., 48. ve 72. saate ait mikroskop
goriintiileri.

3B tiim6r modeline uygulanan tedavi sonrasinda hiicre canlilig1 analiz
sonuglari, CD2 (A), CD7 (B), CD8 (C) (n=6+SS). (*p<0,05 5-FU
¢ozeltisine gore aradaki farkin anlamli oldugu grubu belirtir.)

CD44 ve IL-2 ile isaretlenen kolon kanseri sferoidlerine ait
reprezantatif mikrograflar sunulmustur. Kontrol grubunda, deney
gruplaria gore CD44 ile yogun isaretlenme dikkat gekmektedir. 5-FU
cozeltisi ve 5-FU+IL-2 ¢o6zeltisi uygulanan gruplarda IL-2 ile floresan
isaretlenme belirgindir. Cekirdek: DAPI x 1000.

Formiilasyon ve kontrol grubuna ait sferoidlerden alinmis yar1 ince
kesit 6rneklerine ait reprezantatif mikrograflarda; kontrol grubundaki
kolon kanseri epitel hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazma biitlinliigiinii
korudugu gozlenirken, formiilasyon uygulanan gruplardaki hiicrelerin
biitiinliiklerini kaybederek (**) apoptoza gittigi (v) gozlenmektedir.
(Metilen mavisi Azur II ile boyama yapilmistir.)

5-FU ve IL-2 yiikli CD2 nanopleks (a), 5-FU ve IL-2 yiikli CD7
nanopleks (b), 5-FU ve IL-2 yiiklii CD8 nanopleks (c), 5-FU ¢ozeltisi
(d), IL-2 gozeltisi ve DMEM (f) ile inkiibe edilen 3B CT-26
sferoidlerde apoptozun belirlenmesi. Fluoresin konjuge d-UTP
kullanilarak apoptotik hiicrelerdeki DNA zincir kiriklar1 yesil renk ile
boyanmuistir.

In vivo timoér modeli olusturma calisma asamalari. (Asama 1)
Anestezi altindaki hayvan cerrahi miidahaleye hazirlanmistir. (Asama
2) Hayvanda kesik agilarak c¢ekum disar1 alinmistir. (Asama 3)
Cekuma c¢izik atilmistir. (Asama 4) Hiicreler uygulanmistir. (Asama
5) Siitiirle cerrahi alan kapatilmigtir. (Asama 6) Batikon uygulanarak
cerrahi bolge sanite edilmistir.

Tiimor indiiklenen hayvanlarda uygulanan tedaviler sonrasinda
agirhigim (a), timor boyutunun(b) ve sag kalimin (c) zaman
icerisindeki degisimi (*p<0,05).
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Uygulanan tedavi siireci sonunda hayvanlardaki metastaz odagi
sayilar1 (*p<0,05).

Miyeloid (a) ve lenfosit (b) hiicre analizi igin yapilan kapilama
stratejileri.

Tedavi sonrasinda dalak dokusundaki T hiicrelerin oranlart.
Tedavi sonrasinda dalak dokusundaki miyeloid hiicre oranlari.
Tedavi sonrasinda tiimor dokusundaki T hiicrelerin oranlari.
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PBS, 5-FU ¢ozeltisi, 5S-FU+IL-2 ¢ozeltisi, 5-FU yiiklii CD7 nanopleks
ve 5-FU ve IL-2 yiiklii CD7 nanopleks formiilasyonlar1 uygulanan
gruplarda, timor dokusu (A, D, G, M), karaciger (B, E, H, N) ve
akciger (C, F, I, O) mikrograflari.

PBS, 5-FU ¢ozeltisi, 5-FU+IL-2 ¢ozeltisi ve 5-FU ve IL-2 yiiklii CD7
nanopleks formiilasyonlar1 uygulanan tedavi gruplarinda primer
tiimdr odaklari (*) p<0,05.

PBS, 5-FU ¢ozeltisi, 5-FU+IL-2 ¢ozeltisi ve 5-FU ve IL-2 yiiklii CD7
nanopleks  formiilasyonlart  uygulanan tedavi  gruplarinda
karacigerdeki (a) ve akcigerdeki (b) metastatik alanlar (*) p <0,05.
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1. GIRIS

Kolon kanseri tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de en sik goriilen iiglincii
kanser tipidir. Kanser hiicreleri hayatta kalabilmek i¢in viicudun savunma sisteminde
degisikliklere yol agarak immiin sistemin normal calisma diizeninde farkliliklara
neden olmaktadir. Bu yilizden kanser hiicreleri hem kemoterapdtik ajanlara direng
gelistirerek tedavinin etkinligini azaltmakta hem de bagisiklik sisteminden
kurtulmaktadir. Bu nedenle kanser tedavisinde immiinoterapinin kemoterapi ile
kombine kullanim1 umut verici bir yaklasim olarak son yillarda dikkat ¢gekmektedir.

Bu tez ¢alismasinda arastirma hipotezimiz; kolorektal kanser tedavisinde
kemoterapotik  kiiglik molekiil ile immiinoterap6tik makromolekiilii bir arada
tagiyabilen nanopleks formunda tasiyicilarla antiimdral ve antimetastatik etkinligin
once in vitro sonra da in vivo olarak arttirtlabilecegidir. In vivoda hedefimiz etkinlik
ve giivenliligi fare modelinde gostermektedir.

Bu tez kapsaminda kolon kanseri tedavisine yonelik etkin molekiil olarak 5-FU
ve IL-2 yiikli CD nanoplekslerin hazirlanmast ve etkinliklerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Calismalarin ilk adimi; 5-FU konjuge edilmis katyonik CD
polimerlerin sentezlenmesidir. Bu adimda Danimarka Aalborg Universitesi'nden Dr.
Thorbjorn T. Nielsen tarafindan, iki farkli 5-FU konjuge CD polimer basariyla
sentezlenmigstir. Ancak bu tlirevlerden elde edilen nanoplekslerin kritik kalite
parametrelerinin (ortalama partikiil biiyiikligi, polidispersite indeksi, yiizey yiiki
degerleri) istenilen diizeyde olmamasi sebebi ile; tez galismasinda farkli CD
polimerleri ve alternatif tiirevlerle calisma ve 5-FU’yu kimyasal olarak konjuge
etmeden nanoplekse yilikleme ihtiyact dogmustur. Bu kapsamda, ticari piyasa
preparatlart ve eksipiyanlart da bulunan, farkli CD tiirevlerinin sentezi ve
saflastirilmas1 iizerine ¢alisgan CycloLab (CycloLab, Cyclodextrin R&D Ltd.,
Macaristan) (https://cyclolab.hu) ile bilimsel is birligi baslatilmistir. Bu is birligi
gergevesinde Dr. Milo Malanga 8 farkli CD tiirevini sentezlemistir. Sentezlenen bu 8
farkli tiirevin 3 tanesi polimer, 5 tanesi ise monomer yapidadir. Tiim tiirevlere ait
sentez yontemi ve karakterizasyon ¢aligmalar1 Cyclolab tarafindan gerceklestirilmistir.

Etkin maddeler ile ¢aligmaya baglamadan 6nce sentezlenen CD polimerlerin
nanopleks olusturma etkinliklerini belirlemek ve en uygun CD polimeri se¢mek

amaciyla on formiilasyon calismalar1 gerceklestirilmisti. On formiilasyon



caligmalarinda maliyeti azaltmak ve alimi yapilan yliksek maliyetli IL-2’yi ekonomik
kullanabilmek adma, daha Once kitosan nanopartikiillerin yiik etkilesimi ile
hazirlanmasinda da yaygin sekilde kullanilan, iyonotropik jelasyon mekanizmasi ile
nanopartikiil olusturan model bir makromolekiil olan sodyum tripolifosfat (STPP) ile
On deneme calismalarina baglanmistir. Sentezlenen 3 farkli CD ile IL-2’yi taklit etmesi
amaciyla negatif yiizey yiikiine sahip ve yiiksek molekiil agirliklt STPP arasinda yiik
etkilesimine dayali nanopleks sistemleri literatiir temel alinarak hazirlanmstir.
Nanopleks olusum mekanizmasi polianyon yapidaki molekiil (STPP veya IL-2) ile CD
polimerlerin pozitif yiiklii gruplar1 arasindaki etkilesim temeline dayanmaktadir.

Nanopleksler, etkin maddenin yan1 sira gen tasimada da kullanilan ve farkli
hazirlama yontemleri ile olusturulan sistemlerdir. Nanopleks hazirlama genel olarak
ekleme, vorteks ile karistirma, oda 1s1sinda inkiibasyon gibi basamaklar1 igermektedir
ve bu basamaklar literatiirde ¢esitli ¢alismalarda farkli prosediirlerle uygulanmaistir.

Literatiir bilgileri temel alinarak, CD nanopleks olusturmada farkli karistirma
stireleri (vorteks ile), farkli inkiibasyon siireleri ve farkli CD: STPP (+/-) agirlik
oranlart (mg/mg) denenmistir. Nanoplekslerin partikiil bitytikligii ve dagilimi, yiizey
yuk degerleri incelenerek uygun CD tilirevleri ve nanopleks hazirlama yontemi
belirlenmigtir. Tez silireci ve pandemi kosullar1 dikkate alinarak ve olast bir 5-FU
polimer konjugasyon siireci 6ngoriillemediginden; alternatif bir hazirlama yontemi
olan 5-FU’nun konvansiyonel olarak Van der Waals kuvvetleri ve zayif elektrostatik
etkilesimle polimerlere yiiklenmesi tercih edilmis ve bu yontemle caligmalar
ilerletilmistir.

5-FU’nun yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile in vitro miktar
tayini ve analitik yontem validasyon g¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. 5-FU ve IL-2
yiiklii CD nanopleksler hazirlanmis ve partikiil biiytikliigii, polidispersite indeksi ve
zeta potansiyel degerleri Olgiilmistiir. IL-2’nin ELISA kiti ile miktar tayini
yonteminde kalibrasyon dogrusu belirlenmistir. Hazirlanan nanoplekslere yiiklenen 5-
FU ve IL-2 miktarlarn sirasiyla HPLC ve ELISA yontemleriyle belirlenmistir.
Nanoplekslerin dinamik 151k sa¢ilim1 yontemiyle belirlenen boyut analizinin yani sira
taramali elektron mikroskobu (SEM) ile optik goriintilemeleri yapilmistir.
Nanoplekslerin kisa siireli stabilite caligsmalar1 sonucunda boyut ve ylizey 6zellikleri

tayin edilmistir. Saklama kosullarinin etkisinin degerlendirildigi liyofilizasyon 6ncesi



ve sonrasinda partikiil biyikligi ve dagilimi Olglilmistiir. Oral uygulama
potansiyeline yonelik ¢alismalar kapsaminda simiile gastrointestinal sivilarda aglik ve
tokluk kosullarinda ve parenteral uygulamayi taklit edebilmek icin fosfat tamponunda
stabiliteleri degerlendirilmis ve in vitro ilag salim ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Salim ortamlarindan alinan 6rnekler 5-FU i¢in HPLC, IL-2 i¢in ELISA ile analiz
edilmis ve kiimiilatif salim profilleri olusturulmustur. Ek olarak, hiicre kiiltiirti
ortaminda hazirlanan nanoplekslerin stabilite caligmalar1 yuriitiilmiistiir.

Nanopleks yapisinin olustugu ve 5-FU’nun yapiya enkapsiile edilebilirligini
gostermek amaci ile Fourier Doniisimli Kiziltesi Spektroskopisi (FTIR) ve
Diferansiyel Taramali Kalorimetre Cihazi (DSC) ile analizleri yapilmistir. Nanopleks
yapisindaki IL-2’nin biyolojik aktivitesi ise splenosit hiicrelerinde yapilan ¢alisma
sonucu belirlenmistir. Ayrica, splenosit hiicrelerinde CD polimerlerin giivenlilik
calismasi da gergeklestirilmistir. Splenosit hiicrelerinde yapilan ¢aligmalar sonucu
giivenlilik i¢in nanopleks yapisinda bulunmasi gereken polimer ve IL-2 miktar
saptanmistir. Bu miktarlar lizerinden gerekli hesaplamalar yapilmis ve yeni dozlari
iceren nanopleks formiilasyonlar1 ayni yontemle hazirlanmistir. Elde edilen
nanoplekslerin partikiil biiyiikligii ve dagilimi, yiizey yiikii, ilag yiikleme etkinligini
belirleme calismalar1  gergeklestirilmistir. Ayrica hazirlanan nanoplekslerin
yapisindaki IL-2’nin yapisal biitlinliigi SDS-PAGE analizi ile belirlenmistir.

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalart kapsaminda Oncelikle nanopleks hazirlamada
kullanilan ii¢ polimerin giivenliligi L929 fare fibroblast hiicre hattinda belirlenmistir.
5-FU’nun ICsp degeri ise CT26 fare kolon kanseri hiicreleri i¢in belirlenmistir.
Belirlenen ICso degeri goz oOniinde bulundurularak antikanser etkinlik g¢alismasi
gerceklestirilmistir. Antikanser etkinlik ayrica xCELLigence RTCA cihazi ile 6l¢iim
yapilarak gercek zamanli hiicre canlilifi analiziyle belirlenmis ve sonuglar arasi
karsilastirma yapilmistir. CT26 hiicreleri ile ¢ boyutlu (3B) timdr modeli
olusturulmus ve antitiimoral etkinlik belirlenmistir. Uygulanan tedaviden sonra in
vitro olarak TUNEL (terminal deoksiniikleotidil transferaz) ile apoptoz tayini
yapilmigtir. 3B in vitro timdr modelinde immiinojenik o&zelliklerin tayini igin
immiinositokimyasal incelemeler yapilmistir.

In vivo antitimoral ¢alismalar kapsaminda giivenlilik ve immiinojenik etkinlik

calismalar yliriitiilmiistiir. Bu amagla CD tiirevlerinin giivenlilikleri farelerde tek doz



Iv. uygulama sonrasinda alinan kan orneklerindeki degiskenlerin incelenmesi ile
belirlenmistir. En giivenli bulunan polimer ile antitiimoral etkinlik ¢alismasi CT26
hiicre enjeksiyonu ile indiiklenen tiimor modelinde gerceklestirilmistir. Tedavi
siiresince fareler kilo artig1, tiimor biiylkligi ve sag kalim acgisindan
degerlendirilmistir. Tedavi sonrasi sakrifiye edilen hayvanlardan tiimoér, kolon,
karaciger ve akciger dokular1 alinarak histopatolojik ve immiinolojik incelemeler
yapilmistir. Ayrica kan ornekleri toplanmis ve sitokin seviyeleri ile immiin cevap

nitelikleri 6zellikle miyeloid ve T hiicreleri agisindan belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kanser

Kanser, kontrol edilemeyen hiicre biiylimesi ve anormal hiicre yayilimi ile
karakterize olan karmasik bir hastaliktir [1]. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin
tanimina gore kanser, viicudun her bir béliimiinde olusabilen ve genis bir hastaliklar
grubu olarak siniflandirilan genel bir terimdir. Kanserin olusumu ve yakin organlara
yayilimindan sonraki siire¢ metastazdir. Metastaz, kansere bagli oliimlerin birincil
sebebidir ve bu 6liimlerin %90’ indan sorumludur [2]. Gegtigimiz y1l, diinya genelinde
19,3 milyon yeni kanser tanisi1 konuldugu ve 10 milyon kansere baglh 6lim yasandigi
tahmin edilmektedir [3]. Tedavide temel olarak cerrahi tercih edilse de bu durum
kanserin tiirii ve fazina gore degisebilmektedir. Kemoterapi ve radyoterapi Kklinik
tedavide diger seceneklerdir. Immiinoterapi, hematolojik kanserlerde kemik iligi

transplantasyonu, kok hiicre bazli terapiler ise diger tedavi segeneklerindendir [2].
2.2. Tiimor Mikrogevresi ve Tiimérde Immiin Mikrogevre

Timor mikrogevresinde, kanser hiicrelerinin yan1 sira immiin ve enflamatuvar
hiicreler, fibroblast, kan hiicreleri gibi farkl: hiicre tipleri, besin maddeleri ve sinyal
molekiillerini barindirir (Sekil 2.1.). Yara iyilesmesinin ve doku yenilenmesinin
temelini olusturan epidermal- mezenkimal gecis normal bir siire¢ iken kanserde durum
farklilagsmaktadir. Kanserde hipoksi (oksijen azligi), sitokin ve biiyiime faktorleri,
immiin ve enflamatuvar gelisimi bu ge¢isi artirmaktadir [4].

Bu kapsamda, tiimor dokusu dort farkli heterojeniteyi barindirir; genetik
heterojenite, hiicresel heterojenite, Oz/besin dagilimindaki metabolik heterojenite,
kanser ilerleyisi sirasindaki gegici heterojenitedir. Bu heterojen ortam, kanser
tedavisini zorlastirmakta ve tekli tedavi rejimlerinin kanser hiicrelerini yok etmesini
zorlastirmaktadir [5].

Kanserin bu c¢ok bilesenli heterojen yapisi; kanser metastazini, immiin
sistemden kagis1 ve ilag direncini indiiklemektedir [4]. Direng¢ olusumunda kanser
hiicrelerinin farklilagabilme yeteneklerinin etkisi vardir ve bu farklilasma yetenekleri
sayesinde immiin sistemden kagarak hayatta kalabilmektedirler [6]. Dogal veya

edinilmis immiin sistem mekanizmalarinin aktive edilmesi olarak tanimlanan



immiinoterapi ile kanser hiicrelerinin taninarak metastatik olusumlarin da yok edilmesi

hedeflenmektedir.
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Sekil 2. 1. Tiimor mikrogevresi ve tiimor immiin mikrogevresi.

Ancak, iizerinde ¢alismalarin devam ettigi bir diger kavram timor immiin
mikrocevresidir. Tiimdr mikrocevresinde, timor karsiti ve timorii destekleyen
hiicrelerin yani sira her iki mekanizmada gorev alabilen tiimor iligkili immiin hiicreler
bulunmaktadir. Tiimo6r gelisiminin farkli asamalarinda bu hiicreler yer almaktadir.
Tiimor ortaminda var olan sinyal molekiillerinden ve kanser iligkili fibroblast
hiicrelerinden etkilenen bu ortam, kanser immiinoterapisinin etkinligini de
degistirmektedir. Immiin kontrol noktas1 inhibitdrlerinin etkinli§inde bireysel timor
mikrocevresinin ve immiin mikrogevrenin etkili olabilecegi belirtilmektedir. Kanser
immiinoterapisinin geleceginde O6nemli olacak olan timor immiin mikrogevresi

lizerine ¢alismalar devam etmektedir [7, 8].



2.3. Kolon Kanseri

Kolon uzunlugu 1,5 metre ve genisligi 6-8 cm araliginda olan temel gorevi
emilim olan ve emilmeyen yapinin inen kolonda bekletilerek rektuma iletilmesi ile
bakteriyel aktivitenin yogun oldugu sindirim sistemi organlarindan biridir. Kolon;
¢ekum, cikan kolon, hepatik fleksura (kivrim-biikiilme bolgesi), transvers kolon,
splenik fleksura, inen kolon ve sigmoid kolon olmak tizere yedi farkli kisimdan olusur
(Sekil 2.2.). Rektum ise yaklasik 15 cm olup kolonun gelismesi sonucu olusan sindirim
sisteminin son kismidir. Kolorektal kanser bashiginda toplanan kolon ve rektal
kanserlerin orani sirasiyla %71 ve %29°dur [9]. Ayrica, kolorektal kanser metastatik
aktivitesi olan ve karacigere %50 oraninda metastazin gozlendigi bir kanser tipidir
[10]. Kolon kanserinin ¢ogu adenokarsinoma formundadir. Adenoma-karsinoma
sekansina dayanarak adenomatdz polipler, kolorektal kansere yol agan ana oncii

lezyonlar olarak tanimlanmistir [11].
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Sekil 2. 2. Kolonun anatomik yapisi.

Kolon kanseri risk faktorleri arasinda yer alan ailede kolorektal kanser oykiisii,
enflamatuvar bagirsak sendromu ve yas (50 yasin lizeri) degistirilemeyen faktorlerdir.
Degistirilebilen faktorler ise diyet- islenmis ve kirmiz1 et tiikketimi ve diisiik meyve-
sebze tiiketimi, fiziksel aktivite, obezite, diyabet, alkol ve sigara kullanimidir [12, 13].
Ayrica yliksek gelire sahip iilkelerde 30 ile 40 yas araligindaki geng yetiskinlerde son



25 yilda kolorektal kanser inSidansinin arttigi, 50 yas lizerinde ise azaldig1 belirtilmistir
[9]. 50 yasin altinda gelisen bu kanserler, erken baslangi¢li kolorektal kanser olarak
adlandirilmakta ve Amerika’da bu yas grubunda en sik gozlenen ikinci ve Oliimle
sonuglanan en sik ti¢iincii kanser tipi olarak belirtilmektedir [14]. Bu yas grubu i¢in
ilave risk faktorleri stres, antibiyotik kullanimi, diyet-sagliksiz pisirme yontemleri ve
glikoz-fruktoz surubu tiikketimi gibi bagirsak mikrobiyomunu bozan kosullar oldugu
belirtilmektedir [15].

Diinya Saglik Orgiitii 2018’deki tahminlerine gore yeni kanser vakalarinda
tictincii ve kanser kaynakli 6liimlerde ise en sik rastlanan ikinci kanserin kolorektal
kanser olacagi tahmininde bulunulmustur. Amerikan Kanser Toplulugunun her yil
yayinladigi raporda ise, 2022 yilinda her iki cinsiyette de en sik goriilen ve en fazla
oliimle sonuglanan tigiincii kanser olacagi belirtilmistir [16].

Tiirkiye’de ise 2017 yilinda T.C. Saghk Bakanligi Halk Saglhigi Genel
Miidiirliigii tarafindan yayimlanan Tiirkiye Kanser Istatistikleri Raporunda, kadin ve
erkeklerde en sik rastlanan 3. kanser tipidir [17].

Kolorektal kanser insidansinin diinya genelinde bdlgeler arasinda 10 kata yakin
oransal olarak degistigi bilinmektedir. Insidansin yiiksek oldugu bolgeler Avustralya,
Yeni Zelanda, Avrupa ve Kuzey Amerika; diisiik oldugu bolgeler ise Afrika ve Giiney-
Orta Asya’dir [18].

2.3.1. Kolon Kanseri Tanis1

Kolon kanserinin TNM (tiimdr, nod, metastaz) siniflandirmasina gore evreleri
belirlenmekte ve tedavisi uygulanmaktadir. Evre 0’da kanser sadece mukozada sinirl
kalmistir. Evre 1°de ise kanser mukoza alti dokuya ilerlemistir. Evre 2; 2A, 2B ve 2C
olarak iice ayrilmis olsa da temelde kanser kas dokusuna da yayilmistir. Evre 3A’da
kanser 1 ila 3 lenf nodu veya yakin dokuya ya da 4 ila 6 lenf noduna yayilmis
durumdadir. Evre 3B’de ise karin zar1 ve/veya lenf nodlarina yayilim vardir. Evre 3C,
7’den fazla lenf noduna veya cevre dokuya ve de organa yayilacak boyuta gelmis
kanser olarak tanimlanmaktadir. Evre 4’te ise kanser metastatik formda olup, kanserli
hiicreler kan ve lenf dolagiminda bulunur. Evre 4A’da bir metastatik organ, 4B’de 2
veya daha fazla metastatik organ vardir ve peritoneal metastaz gergeklesmemistir.

Evre 4C ise peritoneal yiizeyi asan metastatik kanser olarak tanimlanmistir [19-21].



Tanida kullanilan yontemler gorsel/yapisal testler ve digki bazli testler olarak
ikiye ayrilmaktadir. Gorsel/yapisal testler; kolonoskopi-10 yilda bir, bilgisayarli
tomografi, kolonografi 5 yilda bir ve sigmoidoskopi-5 yilda bir yapilmasi gerekli olan
testlerdir. Kolorektal kanserin tanisinda kullanilan temel yontem kolonoskopidir.
Kolonoskopide temel amag¢ prekanser6z ve adenomatdz poliplerin saptanarak
cikartlmasidir. Digki bazli testler ise; fekal immiinokimyasal testler, yiiksek-
hassasiyetli diskida gizli kan testi ve ¢oklu hedefli diski deoksiriboniikleik asit (DNA)
testlerdir [9]. Ayrica Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan
kapsiil kolonoskopi teknigi tanida 2014°ten itibaren kullanilmaktadir [22]. Bu teknikte
bir kamera kapsiil hastaya igirilir ve hastanin kemerine takilan cihaz ile kapsiiliin gegisi
sirasinda goriintiileme yapilir. Hastanin 12 saat icerisinde bu kapsiilii diski ile atmasi
beklenmektedir. Kisilerin kolonoskopi ile taranmasi kolorektal kansere bagh
oliimlerde %50 oraninda bir azalma saglamistir. Ayrica digkida gizli kan testi taramasi
ve sigmoidoskopi taramalar1 erken donemde olusumlan takip ederek kolon kanseri
insidansin1 %30 azaltmistir [11].

Immiinokimyasal testler arasinda kolorektal kanser belirteci olarak sitokeratin
20 (CK20), CK7 ve CDX2 yer almaktadir. Bu hastalarin genelinde (yaklasik
%80’inde), CK20 pozitif ve CK7 negatiftir. CD4X2 ise enterik farklilasma belirteci
olarak bilinmekte ve kolorektal kanserli hastalarin %90’1nda pozitif sonu¢ vermektedir
[23].

2.3.2. Kolon Kanseri Tedavisi

Klinikte Evre 2 de dahil olmak iizere cerrahi ilk ve tek uygulanan tedavi
seklidir. Evre 3’te cerrahinin yan1 sira adjuvan kemoterapi uygulanmaktadir. Burada
5-FU ve lokovorin (LV), FOLFOX (folinik asit, 5-FU ve oksaliplatin) veya
kapesitabin ve oksaliplatin (CAPOX) rejimleri tercih edilmektedir [9]. Evre 4’te ise
bu iki tedavi sekline ek olarak karaciger metastazinda neoadjuvan kemoterapi, lokal
ablasyon ve arter-i¢ine kemoterapi gibi yaklasimlar uygulanmaktadir. Evre 4 veya
tekrarlayan kanser varliginda ise cerrahi ve kemoterapiye ek olarak hedeflenmis terapi
yaklasimlari standart tedavi rejimi olarak kullanilmaktadir. Bu asamada uygulanabilen
ilaglar; FOLFIRI (5-FU, LV, irinotekan), FOLFOX, CAPIRI (kapesitabin ve
irinotekan), CAPOX, 5-FU ve LV, irinotekan, kapesitabin ve Lonsurf’tur [9].



10

Onaylanan hedeflenmis terapi ajanlari ise VEGF (vaskiiler endotermal biiyiime
faktorii) veya EGFR (epidermal biiylime faktorii reseptorii)’yi hedefleyen
bevasizumab, setuksimab, aflibersept, ramusirumab, panitumumab ve regorafenib yer
almaktadir. Pembrolizumab, nivulumab ve ipilimumab kolorektal kanser tedavisinde
onaylanan immiinoterapdtik ilaclardir. Bunlara ek olarak evre 4’te radyasyon tedavisi
uygulanmakta ve klinik c¢aligmalarda biyoterapi {iriinleri ile c¢alisilmaktadir.
Biyoterapi, hastaliklar1 tedavi etmek i¢in canli organizmalardan elde edilen
maddelerin kullanildig1 ve immiinoterapi ve bazi hedeflenmis terapotiklerden olusan
tedavi tipidir [24, 25]. Protein kinaz inhibitorlerinden BRAF inhibitorii olan
enkorafenib (Braftovi®) Avrupa ilag Ajansi (EMA) ve FDA’da BRAF gen mutasyonu
olan metastatik kanserlerde setuksimab ile endikedir [26]. Ayrica kemoterapi,
radyoterapi, immiin kontrol noktasi blokorleri temelinde immiinoterapi ile kombine

tedavi yaklasimlari olarak degerlendirilmektedir [27].
2.4. 5-Florourasil

5-Florourasil ile ilgili ilk veriler 1957°de Dushinsky tarafindan yayinlanan
floropirimidinlerle ilgili calismada yer almaktadir. Bu ¢alismada, 5-FU’nun timér
inhibitorii olarak kullaniminin fare ve si¢anlardaki etkinligi gozlenmis ve klinik
calismalara gegilecegi belirtilmistir [28, 29]. 5-FU’nun antikanser ajan olarak
kullanimi 1962 yilinda Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde onaylanmustir.

5-FU; riboniikleik asit (RNA) yapisindaki dort bazdan biri olan urasilin, C-5
pozisyonunda (5. karbon atomunda), hidrojen (H) yerine florun (F) oldugu bir urasil
analogudur (Sekil 2.3.). Kemoterapotikler igerisinde antimetabolit smifinda yer
almaktadir. 5-FU, hiicre icerisinde ii¢ farkli metabolite doniisiir; florodeoksuridin
monofosfat (FAUMP), florodeoksuridin trifosfat (FAUTP) ve florouridin trifosfat
(FUTP). Bu aktif metabolitler timidilat sentaz1 inhibe eder, normal DNA ve RNA

isleyisini ve islevi sirasinda yapilarina katilarak bu mekanizmalari1 bozar [30].
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Sekil 2. 3. 5-Fluorourasil’in kimyasal yapisi.

5-FU, Biyofarmasoétik Siniflandirma Sistemine (BCS) gore Sinif 3’te yer alarak
yiiksek suda ¢oOziiniirlik ve oral uygulama sonucunda diisiikk permeabilite
gostermektedir [31]. Ayrica 5-FU, hizli dagilima ve yaklasik 6 ile 22 dakika arasinda
degisen yarilanma omriine sahiptir [32]. Eliminasyonu biiyiik oranda karacigerdedir
ve %20 civarinda ilacin iiriner itrah ile eliminasyonu gergeklesmektedir [33].

FDA tarafindan ilk onaylanan preparat olan Efudex® topikal ¢ozelti ve krem
formunda 1970°te aktinik keratozis ve ylizeysel bazal hiicre karsinomasi igin onay
almistir. 2000°de ise bazal hiicreli deri kanseri ve aktinik keratozda (kanser oncesi
durum) kullanimi onaylanmustir [34]. Ayrica enjeksiyonluk form olan Adrucil® kolon
ve rektal kanser basta olmak ilizere mide ve pankreas gibi gastrointestinal sistem
kanserlerinde, meme kanseri, mesane kanseri, bas-boyun kanseri, néroendokrin
kanser, skuaméz hiicreli kanser, hepatobiliyer kanserde kullanilmaktadir [35].

5-FU; 16kovorin (folinik asit) ve oksaliplatin ile kombine olarak FOLFOX ya
da FLOX adr ile 2004’ten beri tedavide uygulanmaktadir [36]. Lokovorin, 5-FU’nun
etkinligini artirmak i¢in kullanilirken; oksaliplatin ise farkli bir mekanizma ile
antikanser etkinlik gostermektedir. FOLFIRI ise 5-FU, l6kovorin ve irinotekanin
kombine olarak uygulandigi tedavi rejimine verilen kisa isimdir. Bu rejimlerin farkl
kanser tiirlerinin tedavisinde klinikte kullanimlar1 vardir ve devam eden etkinlik
caligmalar1 bulunmaktadir [37].

Ancak 5-FU kullanimi ile sa¢ dokiilmesi, deride enflamasyon, kan hiicre
sayilarinda azalma, kemik iligi baskilanmasi, yorgunluk, halsizlik, bas agrisi, bas
donmesi, uykusuzluk, paresteziler, karin agrisi, kabizlik, ishal, dispepsi (hazimsizlik),
bulanti, stomatit (agiz ve dudak enfeksiyonu), dokiintii ve el ayak sendromu gibi yan

etkiler goriilmektedir [38]. Kemoterapi rejimlerinde kolorektal kanser tedavisinde
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karaciger toksisitesi genel bir durumdur ve 5-FU ile tedavide %47 oraninda
karacigerde yaglanma ve karaciger fonksiyon testlerinde artig goriilmektedir [39]. Bu
kapsamda yapilan bir ¢caligmada, tedavi boyunca bilgisayarli tomografi ile hastalarin
karaciger dokular1 incelenmis ve bu test degerlerinde artis goriilen hastalarin
yarisindan fazlasinda, bu degerler artmadan 6nce karaciger dokularinda degisikliklerin
bagladig1 bildirilmistir [40].

Literatiirde yapilan g¢alismalar sonucunda, bazi kemoterapotiklerin timor
mikrogevresinde pozitif immiinojenik etkiye sebep oldugu belirlenmistir [41]. Bunun
da kemoterapotik molekiiliin, timoérde immiinojenik hiicre dliimiinii indiiklemesi ve
ardindan, kalan kanser hiicre kalintilarinin bir “ag1” gibi gorev alabildigi belirtilmistir
[42, 43]. 5-FU’nun bu baglamda miyeloid-kokenli baskilayict hiicrelerin (MDSCs)
ortadan kaldirilmasint saglayarak T hiicrelerinin daha aktif olarak kanserle
savagsmalarin1 destekledigi gosterilmistir [44]. MDSC hiicreleri, timor gelisimi
boyunca dalak ve tiimor dokusunda birikim gosterirler [45]. Bu hiicreler salgiladiklart
sitokinlerle anjiyogenez ve tiimor hiicresi yayilimini uyarmaktadirlar. Timom ve
melanoma kanserli farelerin 5-FU ile tedavisinde MDSC hiicrelerinin azaldigi
gozlenmistir [45, 46]. Bu etkinlik hem in vitro olarak hem de kolorektal kanserli
farelerde sayisal ve hiicresel aktivitesinde azalma olarak gosterilmistir [47]. Yiizey
antijenleri farelerde, baslangigta CD11b ve Grl’dir ve zamanla Ly6C ve Ly6G’ye
farklilasarak monosit veya notrofile benzer fenotipik ve morfolojik 6zellikler
kazanirlar [48]. Ek olarak antitimoér imminiteyi arttiran Treg hiicre olusumunu
azalttig1 ve 6len kolorektal kanser hiicrelerinden dendritik hiicreleri aktive eden hasar-
eslik¢i molekiiler orgiilerin (DAMP) sekresyonunu arttirdigi bulunmustur [49]. Bu
orgiiler hasarl1 ya da 6lmekte olan hiicreler tarafindan salgilanan dogal immiin sistemi
uyaran endojen molekiillerdir.

5-FU tedavisi oral ve intravendz injeksiyon gibi yontemlerle uygulanmaktadir
ve yaygin olarak kullanilan yontem iv. enjeksiyondur. Ancak enjeksiyonda ilag major
dagilim organlarina dagilarak kolona ulasan efektif dozu azalmaktadir. Yapilan
caligmalarla, enjekte edilen 5-FU dozunun %85’ten fazlasi inaktif metaboliti olan
Dihidropirimidin dehidrojenaza donistiigii belirlenmistir. [50]. Oral doz olarak 15
mg/kg pellet (pellet icerigi %40 5-FU ve %60 mikrokristalize seliiloz) yani 6 mg/kg
dozda 5-FU igerigi si¢anlara uygulandiginda; mide ve bagirsaktaki 5-FU
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konsantrasyonlarinin sirasiyla 90 ve 11 pg/g doku, ¢ekum ve kolona ise <1 ug/g
oraninda dokuya ulagabildigi belirtilmistir [51]. Bu kapsamda, nanopartikiiler
sistemlerin gelistirilerek kontrollii ilag salimi, hedef dokuya varan ilacin ve
etkinliginin artirilmasi i¢in g¢alismalar yapilmistir. Nanoteknolojik {irlinlerin bu
alandaki en 6nemli iistiinliigii, nano boyutlart sayesinde dogrudan hiicre membrani ve
hiicreler aras1 yapilarla etkilesime girmesidir, bu durum ayrica ilag direnciyle iliskili
mekanizmalardan kaginilmasini saglamaktadir [52]. Ek olarak nanopartikiiler sistem,
tasidig1 ilacin, tiimor i¢ine gegisini ve burada birikimini artirmaktadir. Yapilan bir
calismada, 5-FU yiiklii PEG-PBLG nanokiireler hazirlanmis ve 5-FU’nun yarilanma
omrii yaklasik 7 kat arttirilmistir. In vivo ¢alismalara LoVo insan kolon kanser hiicre
hatt1 ve Tca8113 insan oral skuamdz hiicreli karsinoma hiicre hatti ile farkl: farelerde
kanserler indiiklenerek devam edilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda her iki kanserin
indiiklendigi fare grubunda timor biiylimesinin yavasladigi gozlenmistir [53]. Kolon
kanseri tedavisinin hedeflendigi bir calismada ise mikrofluidik yontem ile kanallardan
5-FU/PVA ¢ozeltisi ve PLGA polimeri gonderilerek, polimer: ilag oran1 10:1 (a/a)
olacak sekilde nanopartikiiller hazirlanmistir. Bu nanopartikiillerin konvansiyonel
hiicre kiiltiiriinde Caco-2 ve SW480 insan kolorektal kanser hiicrelerinde etkinlikleri;
kontrol- tedavi uygulanmayan, serbest 5-FU ¢ozeltisi uygulanan ve nanopartikiil
uygulanan olmak {izere ii¢ grupta degerlendirilmistir. Nanopartikiiler sistem
uygulanan grupta kontrollii salima bagl olarak azalan ama kontrol grubuna gore ise
Caco-2 hiicrelerinde 10 kat, SW480 hiicrelerinde 1,5 kat artan hiicre 6liimii gézlenmis
ve antikanser etkinligi gosterilmistir [54].

Iki farkli kemoterapotigin klinikte birlikte kullanimi ile etkinligin artmasina
dayanilarak farkli kemoterapoétiklerin nanopartikiiler sistemlerle tasinmasi iizerine cok
sayida ¢alisma bulunmaktadir (Tablo 2.1.). Bu ¢aligmalardan birinde, kolon kanseri
tedavisini hedefleyen 5-FU ve kurkumin yiiklii kitosan nanopartikiillerin ilag saliminin
4 giin siirdligii gozlenmistir. Ayrica hiicre kiiltiirii calismalarinda antikanser etkinligin
arttigr belirlenmistir. Farmakokinetik calismalarla ise etkin maddelerin plazma
konsantrasyonlarinin 72 saate kadar yiikseldigi belirtilmistir [55]. Bu konuda yapilan
baska bir calismada, antikanser ila¢ oksaliplatin ve 5-FU yiikli laktoferrin
nanopartikiiller hazirlanmistir. Kanser hiicrelerindeki antiproliperatif etkinligin,

serbest ilaclarla kiyaslandiginda nanopartikiiler sistem uygulamasinda arttig
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gosterilmistir. In vivo galismalarda ise, farelere uygulanan nanopartikiiler sistemle
etkin maddelerin farmakokinetik parametrelerinin arttig1 ve sistemik toksisitelerinin
azaldigi  gosterilmistir  [56]. Doksorubisin  ve 5-FU igeren Kkitosan-bazl
nanokompleksler hazirlanmis ve 200 nm altinda partikiil biiytikliigline sahip sisteme
her iki etkin madde %70’in lizerinde enkapsiile edilmistir. Pozitif ylizey yiikiine sahip
sistem 24 saatten uzun bir siire igerigini salmis ve NIH/3T3 fare fibroblast hiicrelerine

doza bagli ancak serbest ilactan daha fazla sitotoksisite sergilemistir [57].
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Tablo 2. 1. Kolon kanser tedavisini hedefleyen 5-FU igeren nano boyutlu tasiyici
sistem ¢aligsmalarina literatiir 6rnekleri.

Nanosistem  Nano boyutlu | Sistemde 5- One ¢ikan sonuglar Kayna
tastyici sistem FU ile k
hazirlamada | kombinasyo

kullanilan nu
polimer kullamilan
ila¢ veya
tedavi
Nanopartikiil Kitosan Kurkumin Plazma konsantrasyonunun | [55]
etkin dozda kalis siiresinde
ilag ¢ozeltisine gore
yaklagik 10 kat uzama
Nanopartikiil Silika - SW480 5-FU direngli [58]
hiicrelerinde, kazanilan bu
direncin 6nlenmesi
Nanohidrojel PFA ve Metformin CT26 hiicrelerinde [59]
PEG-b-poli- antitiimoral yanitta artma
(L-lizin) ve yan etkilerin
engellenmesi
Nanopartikiil PLGA Hipertermi HT-29 hiicrelerinde [60]
antikanser etkinlikte artma
Nanojel Aljinat ve - 5-FU’nun HT-29 hiicre i¢i | [50]
siklodekstrin aliminda artma ve apoptoz
uyarimi
Nanopartikiil Kitosan - In vitro olarak tiimor [61]
biiylimesinde azalma, 3B
HCT-116 sferoid yapisinda
bozulma
Nanopartikiil PLGA - CaCo-2 ve SW480 [54]
hiicrelerinde antitimoral
aktivitede artma
Termoduyarli Polaksamer | - Lokal tedavide timor [62]
hidrojel P407 ve biiylimesinde biiyiik
P188 yavaglama
Kati lipit Precirol - HCT-116 tiim6r modelinde | [63]
nanopartikiil 5-FU plazma seviyesinde
(SLN) artma, timor biiytimesinde
gerileme ve karacigere
non-toksik etki
Nanosiispansiyon | Sodyum - Uzatilmig salim ve zamana | [64]
aljinat ve bagli etkinlikte artma
soya proteini

2.5. immiin Sistem ve Kanser

Immiin sistem; yabanci ve zararli her tiirli maddeye karsi organizmanin
reaksiyon vermesini saglayan hiicre, doku ve molekiillerden olusan savunma

sistemidir [65]. Immiin sistem, dogal ve edinsel immiin sistem olarak, birbirinin
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olusumunu tetikleyen ama farkli yolaklar iizerinden ilerleyen iki bilesenden
olugmaktadir. Dogal immiinite antijenlerle ilk kez karsilagildiginda olusan
mekanizmadir, ayrica monosit, makrofaj, dendritik hiicreler ve dogal oldiriicii
hiicrelerin (NK hiicreleri) ani ve kisa siireli olusturduklar1 yanitlardan sorumludur.
Ayrica kompleman sistem ve epitel bariyer dogal immiin sistemin bilesenleridir.
Dogustan var olan dogal immiinite, sagliklt normal hiicrede bulunmayan yapilar1 ve
mikroorganizma, hasarli veya kanser hiicrelerinden agiga ¢ikan molekiilleri taniyarak
edinsel bagisikligin da uyarilmasini saglamaktadir. Edinsel immiin sistem ise, uzun
stireli yanittan ve hafizadan sorumlu olup temelde T ve B lenfositler ile antijenik
yapiya 0zgiil yanittan sorumludur (Sekil 2.4.) [66]. T lenfositler araciligi ile ilerleyen
siire¢ hiicresel immiin yanit, B lenfositler aracilig1 ile ilerleyen siire¢ ise hiimoral
immiin yanit olarak isimlendirilmektedir. Bu yapilarin yani sira immiin sistem farkli
hiicreler ve molekiiller (sitokin, interferon, antikor, plazma ve adhezyon molekiilleri
gibi), dokular (kemik iligi ve lenf diigimleri gibi) ve organlardan (timiis, dalak)
olusmaktadir [65].

Bagisikhik
[ : 1
Dogal Bagisiklik Edinsel Bagisikhk
Epitelyal bariyerler B lenfositler (antikor)
Fagositler (Makrofaj vb.) T hiicreleri (Aktive
T hiicreleri)

Mast hiicreleri
Dendritik hiicreler

Dogal oldiiriicii hiicreler ve
diger dogal lenfoit hiicreler

Kompleman proteinler

Sekil 2. 4. Immiin sistem bilesenleri.

Lokosit ve diger immiin sistem hiicreleri lizerinde 400°den fazla tanimlanmig
farklilagsma kiimeleri (CD) bulunmaktadir. Bu yapilar taninma ve diger hiicrelerle olan
etkilesimi tanimlamada 6nemlidir. Ayrica kanser ve otoimmiin hastaliklarin teshisinde

kullanilmaktadirlar [67].
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Kanserde immiin sistemin isleyisi ve kanserin immiin sisteme verdigi yanutlar,
immiin mekanizmalar farklilagsa da temelde ayn1 tanima ve savunma mekanizmalari
ile yapilmaktadir. Immiin sistem yeni olusan veya var olan kanser hiicresini tespit
etmeye ve yok etmeye ¢alismaktadir, bu siire¢ “immiin gozetim” olarak Paul Ehrlich
tarafindan isimlendirilmistir. Bu siirecte bircok farkli hiicre, bilesen ve yolak yer
almaktadir. Siirecin temelinde timor hiicrelerinin sahip oldugu antijenler; timor-
iliskili antijenler (TAAs), dogal immiin sistem hiicreleri olan dendritik hiicre, makrofaj
gibi antijen sunan hiicreler tarafindan (ASH) tanmnarak T hiicrelere sunulup
tanitilmaktadir  [65, 68]. Dendritik hiicreler dogal bagisiklik sistemine
mikroorganizma, zararli, hasar gormiis ve transforme hiicreleri Toll-benzeri
reseptorler (TLRs) ve NOD-benzeri reseptorler ile tanitmaktadirlar. Kanserde, antijen
sunan hiicreler kendi ylizeylerindeki Toll-benzeri reseptdrler (TLRs) ile tlimor
hiicresini tanimaktadirlar. Bu tanima sonrasi dendritik hiicrelerde NF-kB yolagi aktive
olur ve IL-12 salimi uyarilir. Ardindan B7 ve CD40 gibi yardimct uyaranlarin, T
hiicresi tizerindeki sirasiyla CD28 ve CD40L/CTLA-4 ligandlari ile baglanacak olan,
artis1 gergeklesmektedir. Sonrasinda T hiicresi reseptorii (TCR) ile antijen sunan hiicre
tizerindeki peptit-MHC kompleksi ve yukarida adi gecen yardimer uyaranlarin
etkilesimi sonucu, antijenik yap1 T hiicresine tanitilmaktadir. Bu islem sonras1 aktif
forma gegen T hiicreleri ile edinsel immiin sistem uyarilir ve sitotoksik T hiicreleri
aracilifiyla tiimor hiicreleri yok edilmeye baglar. Bu yolak “kanser immiinite
dongiisii” dir (Sekil 2.5.) [6, 69, 70].

Lenfoid organlarda (dalak, kemik iligi, timiis) ger¢eklesen bu tanimada major
doku uyumluluk kompleksleri (MHC); sinif [ ve I MHC gorev almaktadir. Bu yapilar
peptit baglama bolgesi bulunduran membran proteinleridir. Siif [ MHC molekiilleri
CD8" T hiicrelerine (sitotoksik T hiicreleri) peptit yapiy1 sunarken, sinif II MHC
molekiilleri CD4" T hiicrelerine (yardimct T hiicreleri) sunmaktadir [71]. Naif
(uyarilmamig) T hiicreleri bu uyarimdan sonra ¢ogunlukla yardimci T hiicrelere
doniisiirler, bu hiicreler de kendi i¢cinde Th1, Th2 ve Th17 olarak ayrilmaktadir. Ve bu
hiicreler de farkli immiin molekiil ve mekanizmalarin uyarilmasini saglamaktadir.
Ornegin Th1 hiicrelerinden salinan IL-12 dogal 6ldiiriicii hiicrelerin aktivasyonundan
sorumlu iken, IL-2, IFN-y, TNF-f gibi salinan sitokinler de antijen sunumu ve hiicresel

immiin yaniti diizenlemektedirler [72]. Th2 hiicreleri ise 1L-4, IL-5 ve IL-13 gibi
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sitokinleri salarak hiimdral yanitin olusmasini ve alerjik mekanizmalari uyarmaktadir.

Th17 hiicreleri ise IL-17 sitokinini uyararak doku enflemasyonunu baslatmaktadir

[73].
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Sekil 2. 5. Kanser immiinite dongiisii [74].

Bazi dendritik hiicreler tiimor hiicresini yutarak antijenik yapisint MHC 1
molekiilii iizerinde sergileyerek naif T hiicresine, bu 06zgiil antijene karsi
duyarlilastirabilmekte ve CD8* T hiicresi yanitin1 olustururken ayni dendritik hiicre
ayni antijenik yapryr, MHC II molekiili araciligiyla CD4* T hiicresine de
sunmaktadirlar. Bu olay “capraz sunum” olarak adlandirilmakta ve tiimore karsi hizl
bir immiin sistem aktivasyonu saglamaktadir. Etkin hale gelen CD8" T hiicreleri, es
uyaranlara ve T hiicresi yardimina ihtiya¢ duymaksizin tiimor antijenik yapisini

taniyarak bu tiimorii yok edebilmektedirler [65].
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Timor hiicreleri bu immiin mekanizmalara ragmen, timoér immiin
mikrocevresinde yer alan bazi immiin baskilayici hiicre ve bilesenler ile biiylimeye ve
gelismeye devam etmektedir. Bu siire¢ ise “immiin diizenleme” olarak Robert
Schreiber tarafindan isimlendirilmistir [75]. Farkli hiicre ve bilesenler bu siiregte yer
alir. Ornegin, tiimor-iliskili makrofajlar (TAM), miyeloid kdkenli baskilayici hiicreler
(MDSC) ve diizenleyici T hiicreleri (Treg) ile IL-10 ve transforme edici biiyiime
faktori-p (TGF-B) sitokinleri efektor T hiicrelerini ve sitotoksik T hiicrelerinin
fonksiyonlarin1 baskilamakta ve ayrica tiimoriin direng olusturmasini indiiklemektedir
[68]. Treg hiicreleri timor ¢evresindeki ATP’yi azaltarak antijen sunan hiicrelerin de
immiinojenik etkisini azaltmaktadir [6]. MDSC ise dogrudan immiin yaniti etkilemez
ancak timor ¢evresinde arjinin 1°i eksprese ederek etkin T hiicrelerinde amino asit,
nitrik oksit sentaz ve IL-2 seviyesini azaltir [76].

Sitokinler; az miktarda salgilanan, glikoprotein ya da polipeptit yapiya sahip
suda ¢ozlinebilir ekstraselliiler yapilardir [77]. Sitokinler; immiin ve enflamatuvar
reaksiyonlara parakrin (yakindaki hiicrelere), otokrin (onlar1 salgilayan hiicrelere) ve
bazen de endokrin (uzak hiicrelere) mekanizmalarla aracilik eden molekiillerdir [78].
Sitokinler; tip 1 sitokinler (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, k6k hiicre faktorii, GM-CSF
gibi), tip 2 sitokinler (IFN-a, IFN-B, IFN-y, IL-10 gibi), TNF ailesi (timor nekroz
faktor, lenfotoksin-a, lenfotoksin-f gibi), interlokin-1 ailesi (IL-1a, IL-1p, IL-18 gibi)
ve TGF-B olarak siniflandirilmaktadir [65]. Bazi sitokinler proenflamatuvar (IL-2, IL-
6 ve TNF gibi), bazilar1 ise anti-enflamatuvar (IL-4, IL-10 ve TGF-B gibi) etki
gostererek immiin sistemi uyarir veya inhibe eder [78]. Sitokinler pleiotropik
yapilarindan dolayi kisa yarilanma omriine sahiptir ve bu durum parenteral ve yiiksek
dozda uygulanmalarmi gerektirmektedir [77]. Sitokinler, yaralanmalar, kanser ve
otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Yapilan bir calismada
kemoterapotiklerle beraber uygulandiginda, sitokinlerin antitiimor etkinliginin uzadigi
ve arttigi gézlenmistir [65].

Tiimdriin olusumu normal dokunun anormal biiylimesi ve farklilasmasiyla
karakterizedir. Olusan bu hiicreler farkli hiicre boliinmesi diizenlenmesi, apoptotik
yolakla oliime direng gosterme, metastatik karakter ve konagin immiin sisteminden
kagma gibi 6zellikler kazanirlar. immiin gdzetim ve immiin diizenleme kavramlar

genomik ve transkriptomik calismalarla dogrulanmistir. Timoriin sahip oldugu
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heterojenik yap1 ve ¢evresel faktorler onu yeniden programlanmaya ve yeniden uyuma
gotiirmektedir. Ornegin tiimor hiicreleri, “Warburg etkisi” olarak isimlendirilen
acrobik glikolizle ATP iiretmektedir (Sekil 2.6) [5]. Bu ortamda laktat birikimiyle de
asidoz gozlenir. Ayrica biriken laktat, sitotoksik T hiicreleri inhibe eder ve MDSC
hiicrelerini uyarir. Sitokinler araciligt ile bu durumda, dogal oldiiriicti hiicrelerin
uyartmi ve dendritik hiicrelerin olgunlagsmasi engellenmektedir [79]. Ek olarak, olusan
hipoksi tiimor biiylime ve gelismesine tiimor iliskili makrofajlar (TAM) araciligi ile
zemin hazirlamaktadir [80, 81]. M2 benzeri tiimor iliskili makrofajlar, IL-10 ve TNF
sitokinleri araciligiyla immiin sistemi baskilamaktadir [76]. Bununla birlikte timor
hiicreleri kendi sergiledikleri antijenik yapilar1 da degistirerek immiin sistemden
kaginma yolunu izlemektedirler. Bu durum timér immiin mikrogevresinde var olan
dendritik hiicre fenotipinde degisikliklere sebep olarak, bu yeni antijenin
taninmamasina yol acar. Bu farklilasma ile T hiicrelerinin uyarilmasi, dogal 6ldirticti
hiicrelerin aktive edilmesi engellenerek tiimor hiicresinin biiyiimesi ve gelismesi i¢in
ortam hazirlanmis olur [82]. Ayrica timdr hiicresi antijenik yapi olusturmayi
azaltabilir ve bu proteinlerin hiicre ylizeyinde sunumu da azaltilarak immiin sistemden
kacis gergeklestirilebilir. Bir diger immiin yanittan kurtulma mekanizmasi ise; timor
hiicresinin immiin sistemi baskilayan protein salimini1 uyarmasi ve hiicre ylizeyinde

immiin sistemi inhibe edici proteinlerin sergilenmesidir [65].
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Sekil 2. 6. Warburg Etkisi.
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2.6. Kanserde Immiinoterapi

Ik basarili as1 olan cicek hastalig1 asisim1 1796 yilinda gelistiren Edward
Jenner, mekanizmasi o zaman tam olarak anlasilamamis olmasina ragmen sarkomali
hastalara “Coley toksini” adi1 altinda enjeksiyonlar yapmis ve kanserde duraganlik
ve/veya gerileme gozlemlemistir. Coley bu ¢alismasindan sonra “immiinoterapinin
babasi1” olarak anilmaktadir [83]. Klinikte, kanser immiinoterapisi ise BCG asisinin
mesane kanseri tedavisinde 1970°te basarili olarak uygulanmasi ile baglamistir [84].

Immiinoterapi kanser tedavisinin yani swra astim ve rinit gibi alerji
durumlarinda, otoimmiin hastaliklar ve organ transplantasyonunda uygulanan bir
tedavi seklidir [85, 86]. Immiinoterapi, var olan bir hastaligin immiin yaniti arttiran
veya inhibe eden terapdtik ajanlarla tedavisidir. Immiinoterapi yaklagimlari antikor
terapisi, as1 terapisi (koruyucu ve tedaviye yonelik), adoptif hiicresel terapi ve spesifik
olmayan
toplanabilmektedir [65, 87, 88].

immiin terapi-immiin diizenleyiciler bagliklar1 altinda (Tablo 2.2.)

Tablo 2. 2. Kanser tedavisinde immiinoterapi yaklagimlari. [6]

Hedeflenmis | As1 Terapisi Immiin Adoptif Hiicresel
Antikorlar Diizenleyiciler | Terapi
Monoklonal | Dendritik hiicre | Sitokinler CAR-T hiicreleri
antikorlar asilari
Antikor-Ilag | Peptit asilar Kontrol noktas1 | Tiimor infiltre
Konjugatlar inhibitdrleri lenfositler

DNA agsilar T hiicresi reseptorleri

Tumor hiicresi
asilari

2.6.1. Antikor Tedavisi

Antikorlar, antijen bagladiklar1 “Fab” bolgesi ve sabit kisim olarak nitelenen
“Fc” bolgesinden olugsmaktadir. Monoklonal antikor teknolojisi, 1976°da hibridoma
teknolojisinin geligimi ile Onceleri farelerin bu bdlgesel yapilari ile insan bagisikligini
indiikleyici etkisi zayif olan ve zamanla indiiksiyonda artis saglayan insan

antikorlarinin {iretimini miimkiin kilmistir. Giintimiizde; fare (ibritumomab gibi),
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kimerik, insanlagtirllmig ve tamamen insan monoklonal antikorlar klinikte
kullanilmaktadir [89]. Bunlardan rituksimab (kimerik yapida) 1997°de FDA onayini
almistir [90]. Bu monoklonal antikorlarin etki mekanizmalar1 ise {i¢ baslikta
toplanabilir;

(1) kanser hiicreleri tarafindan boliinme ve anjiyogenezde kullanilan sinyal
yollarini aktive eden faktdrlerin ve reseptorlerin antikor baglanmast ile inhibisyonu,

(2) spesifik tiimor ile iligkili antijenlere baglanan kimerik veya tam insan
antikor bilesenlerinden olusturulan hedef monoklonal antikora bagli hiicresel
sitotoksisite (ADCC),

(3) kompleman aktivasyonu ile komplemente bagl sitotoksisite (CDC) [91].
Bu antikorlardan Bevasizumab (Avastin®), Ramusirumab (Cyramza®), Setuksimab
(Erbitux®), Panitumumab (Vectibix®) FDA tarafindan onaylanarak kolorektal kanser
tedavisinde kullanilmaktadir. Bevasizumab ve ramusirumab VEGFR’ye baglanarak
timorii besleyen damar gelisimini, Setuksimab ve panitumumab ise EGFR’ye

baglanarak tiimor hiicresinin biiylime ve gelisimini engellemektedir.
2.6.2. As1 Terapisi

BCG asis1 FDA tarafindan 1976’da mesane kanserinde kullanilmak {izere
onaylanmistir. As1 terapisi; HBV ve HPV (2009) asis1 gibi profilaktik olarak ve
terapotik olarak uygulanabilmektedir. FDA tarafindan onaylanan HBV asilari;
Engerix-B®, Recombivax HB®, PREHEVBRIO® ve HEPSILAV-B® iken HPV
asilar1 ise Gardasil®, Gardasil 9® ve Cervarix®’tir [92]. Kanser ve as1 kelimeleri ile
klinik ¢alismalar tarandiginda, 2300’ti asan farkli fazlarda devam eden ya da

tamamlanmis ¢aligma listelenmektedir [93].
2.6.3. Immiin Diizenleyiciler

Immiin kontrol noktalar1 otoimmiinite ve immiinopatolojiden korunmak igin
normal hiicrelerde bulunur, ancak bu mekanizma cogunlukla timor hiicreleri
tarafindan bagisiklik sistemi hiicrelerinden kaginmak i¢in kullanilmaktadir [94]. Bu
sebeple bu noktalarin inhibe edilmesi amaci ile immiin kontrol noktas1 blokorleri (ICI
veya ICB) gelistirilmistir. Bu kontrol noktalart; T hiicresi lizerinde bulunan CTLA-4

ve PD-1 ile timor hiicresi uzerinde bulunan PD-L1 olarak adlandirilan ve ko-



23

stimiilasyonu saglayan yapilardir. Kanser hiicresi, kendi MHC molekiilii iizerinde
sergiledigi antijenik yapisin1 T hiicresi reseptoriine sunarken; bu yapilar aktive halde
kalirsa sitotoksik T-lenfosit iliskili protein-4 (CTLA-4) ve CD80/86 veya PD-1 ve PD-
L1 etkilesimi ile T hiicresi inaktivasyonunu saglayarak immiin sistemden kagmaktadir
[95, 96]. Bu amagla kolorektal kanser tedavisinde immiin kontrol noktasi
inhibitorlerinden pembrolizumab (Keytruda®), nivolumab (Opdivo®) ve ipilimumab
(Yervoy®) FDA onayli olarak klinikte uygulanmaktadir.

Sitokinler, farkli immiin sistem hiicrelerinden salgilanarak immiin ve
enflematuvar mekanizmalari ve immiin sistem hiicreleri arasindaki etkilesimi

diizenleyen molekiillerdir.
2.6.4. Adoptif Hiicresel Terapi

Adoptif hiicresel terapi; hastanin kanindan T lenfositlerin izole edilmesi, T
hiicrelerin aktivasyonu veya gen modifikasyonu ile diizenlenmesi ve hiicre kiiltiirii
ortaminda gogaltilip tekrar hastaya enjeksiyonunu igermektedir (Sekil 2.7.). Bu yolla
timor hiicresi reseptorleri (TCR) ve kimerik antijen reseptorleri (CAR-T) ile
diizenlenmis T hiicreleri, tiimor hiicresinden infiltre edilen lenfositler (TIL) tedavide
etkinlik agisindan degerlendirilmistir. CAR-T terapisi i¢in FDA tarafindan onay alan
Kymriah® ve Yescarta® olmak tizere iki iiriin lenfoma tedavisinde kullanilmaktadir
[97]. Ayrica Tecartus® (lenfoma, 16semi), Breyanzi® (lenfoma), Abecma® ve
Carvykti® (miyeloma) FDA tarafindan onaylanan diger CAR-T terapétikleridir [98].
Bu iiriinler FDA veri tabaninda Hiicresel ve Gen Terapi Uriinleri, EMA veri tabaninda
ise Ileri Tedavi Tibbi Uriinleri (ATMPS) listesinde yer almaktadir. FDA veri tabaninda
3 Ocak 2022’de giincellenen listede 23 iiriin yer almaktadir [99]. FDA tarafindan onay
alan Sipuluecel-T® ve T-VEC® literatiirde baslangigta as1 olarak siniflandirilmasina
ragmen giincel durumda hiicresel ve gen terapi iiriinleri olarak siniflandirilmiglardir
[65, 100, 101]. Bu iiriinler siras1 ile mesane kanseri ve melanoma kanseri tedavisinde
kullanilmaktadir. EMA ise ileri tedavi tibbi irinlerini gen tedavisi tibbi tiriinleri (12
iirtin), somatik hiicre tedavisi tibbi tiriinleri (3 {irtin) ve doku miihendisligi tiriinleri (4

iirtin) olarak ayirmaktadir [102].
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Sekil 2. 7. Adoptif hiicresel terapi yaklasim 6rnekleri [6].

2.7. interlokin-2

Sitokinler bilyiik bir protein ailesi olup, interlokinler (IL), interferonlar (IFN),
koloni uyarict faktérler (CMF), tiimor nekroz faktor (TNF) ve transforme edici
biiytime faktorii-p (TGF-B) protein yapilarindan olugmaktadir. Baz1 sitokinler immiin
sistem hiicre ve yapilarmin uyarilmasindan, bazilar1 ise immiin sistemin
inhibisyonundan sorumludurlar. Ornek vermek gerekirse; IL-2, T hiicresi farklilasmasi
ve uyariminin yani sira B hiicre ve NK hiicrelerinin aktivasyonunda gorev almaktadir.
TGF-B ise tiim bu hiicrelerin etkinlesme ve ¢ogalmasini baskilamaktadir. Kanser
tedavisinde IFN-y, IFN-q, graniilosit-koloni uyarici faktor (G-CSF) ve rekombinant
IL-1, IL-2, IL-11, eritropoietin FDA tarafindan onaylanan sitokinlerdir [103].

Interlokin-2 (IL-2) ilk olarak “T hiicresi biiylime hormonu” olarak 1976
yilinda, aktive (efektor) T hiicrelerinin slipernataninda kesfedilmistir. Sonrasinda
yapilan ¢aligmalarda dogal 6ldiiriicii hiicrelerin ¢ogalma ve etkinlesmesini sagladig,
diizenleyici T hiicrelerinin gelisimini, sag kalimmi ve islevini destekledigi
gosterilmistir [104].

IL-2; immiin sistem hiicreleri arasinda iletisim saglayan protein yapidaki
sitokinlerden biridir. IL-2’nin klinikte kullanim1 metastatik renal hiicre karsinomasi
(1992) ve melanomada (1998) FDA onay1 almasiyla baslamistir [105]. EMA renal

hiicre karsinomasinda inhalasyon yoluyla kullanimin1 2006’da onaylamaistir.
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IL-2, naif (uyarilmamis) T hiicresinden salgilanmaktadir ve T hiicresinin
efektor ve hafiza T hiicresine doniisiimiinii regiile etmektedir. Farkli sitokinlerin de
salgilanmasini uyararak immiin yanitin farkli mekanizmalar tizerinden artmasini ya da
azalmasini saglamaktadir. IFN-y salgilanmasini indiikler ve bu da makrofaj, B ve T
hiicrelerinin aktivasyonunu uyarmaktadir. Bcl-2 antiapoptotik proteinini indiikleyerek
T hiicrelerinin hayatta kalmasini saglamaktadir. Ote yandan Treg hiicrelerini uyararak,
immiin mekanizmanin inhibisyonunu, IL-10 ve TGF-f salimu ile saglamaktadir [65].
Treg hiicrelerinin uyarimi ile otoimmiinite olusumu engellenmekte ve immiin sistemde
denge saglanmaktadir [104].

Piyasada Proleukin (Aldesleukin) olarak 1992 yilindan itibaren bulunan IL-2,
Klinikte iv. inflizyon veya enjeksiyon yoluyla kullanilmaktadir. IL-2’nin yarilanma
omrii 7 dakikadir [106] ve bu durum tedavide etkinligin saglanabilmesi i¢in yiiksek
doz ve tekrarlayan tedaviyi gerektirmektedir [104, 107]. Ancak bu uygulama
sonucunda, IL-10 ve TGF-B salimi sonucu kilcal sizintt sendromu ve nétrofil
fonksiyonunun bozulmasi pleiotropik etkilere sebep olarak ciddi yan etkiler
olusturmaktadir [65, 108, 109]. Pleiotropik etki, gesitli hiicrelerce iiretilme ve ¢ok
farkl: hiicrelere etki edebilme 6zelligi olarak tanimlanmaktadir. Ayrica yiiksek doz IL-
2 tedavisi ishal, ates / titreme, aritmi, dispne, bobrek fonksiyon bozuklugu dahil olmak
izere tedavi uygulananlarin %80'den fazlasinda istenmeyen etkiye sebep olmaktadir.
Yiiksek doz IL-2 sitotoksik T lenfositleri ve NK hiicrelerini artirir ve tiimorde
kii¢iilmeye neden olurken diisiik doz uygulanmasi Treg hiicreleri uyarmaktadir [110,
111]. Diisiik doz ve uzun siireli IL-2 tedavisinin giivenli oldugu ve NK hiicrelerinin
sayisinin arttigi gézlenmistir [112]. Ayrica tekrarlanan lenfosit uyarimi sonucu
aktivasyon-indiiklii hiicre 6limii artmaktadir [110]. Bu sebeplerle olas1 ciddi yan
etkileri azaltmak icin ve diisiik dozda uzatilmig yarilanma Omriine sahip, terapotik
etkinligi devam eden IL-2 iceren sistemlerin gelistirilmesi yoOniinde farkh

yaklagimlarda bulunulmustur (Tablo 2.3.).
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Tablo 2.3. interleukin-2 tasiyan ve kanser tedavisini hedefleyen nanopartikiiler

sistemler ile ilgili literatiir 6rnekleri.

Nano boyutlu
tasiyici sistem

Polimer

Kombinasyon

Sonug¢

Kaynak

Nanolipozomal
jel

Siklodekstrin

TGF-B
inhibitorii

Melanoma timor
modelinde
immiin uyarimda
ve sag kalimda
artma

[113]

Viris benzeri
partikiil (VLP)

Antigen kapsid
protein grubu
(Rous sarcoma
viris)

Kisa zincirli
fragman

Kolon kanseri
timor modelinde
makrofaj
uyarimi ve TNF-
o salimi

[114]

Nanopartikiil

Kitosan

Doksorubisin

Karaciger tiimor
modelinde
biiylimede
gecikme ve Ig G
seviyesinde
artma

[115]

Nanojel

Kitosan ve
hidroksipropil-p-
siklodekstrin

Paklitaksel

Melanomada
tiimor igine
penetrasyonda
ve immiin
uyarimda artma

[116]

Termosiinger
nanopartikiil

PEGile-PLGA

Paklitaksel

Melanomada
sinerjik etki ile
immiin yanitta
artma

[117]

Nanojel

PEG-b-poli-(L-
lizin)

Melanomada T
hiicresi
yorgunlugunda
azalma,
uzatilmig salim
ve tiimore
duyarli T hiicresi
seviyesinde
artma

[108]

pH duyarl
nanojel

PDEA-co-HP-f-
cyclodextrin-co-
Pluronic F127

Paklitaksel

Meme
kanserinde
dendritik hiicre
uyarimi ve
immiin
infiltrasyonda
artma

[118]

PEGile sistemler, IL-2 kompleksleri, liposomal sistemler, viral ve plazmit

vektorler bu yaklasimlara orneklerdir [113]. Bu kapsamda, IL-2 yiikli lipozom

formiilasyonu hazirlanmig ancak CTLL-2 fare sitotoksik T hiicresi hattinda serbest IL-
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2’ye gore aktivitesinin 7 ile 10 kat araliginda azaldigi belirlenmistir [119]. Yapilan bir
baska ¢alismada, IL-2 yiiklii B-CD nanopleksleri hazirlanmis ve melanoma tedavisinde
etkinligi, IL-2 geni tasiyan adenoviris ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, CD nanoplekslerin IL-2 tasiniminda daha etkili ve giivenli
oldugu goriilmiistiir [120].

Baska bir calismada, prostat kanseri tedavisi i¢in IL-2 ve (-CD
nanokompozitler hazirlanmis ve CD’lerin, lenfosit, dogal Oldiiriicii hiicreler ve
makrofaj gibi periferal kan hiicrelerini IL-2’nin tek basina verilmesine kiyasla daha
fazla arttirdign gozlenmistir [121]. IL-2’nin enkapsiile edilerek PLGA polimeri ile
hazirlanan mikropartikiiler sistemde CD8* T hiicresi seviyesinin in vitro 'da arttigi ve
biyoaktivitenin arttigi, bu durumun sebebinin lokal olarak IL-2 seviyesinin artisi
olabilecegi belirtilmistir [104, 122]. Zhao ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, IL-
2 dekstran polimerine yiliklenmis ve PLGA/PLA kopolimeri igerisinde enkapsiile
edilmistir. Sistemin etkinligi kolon kanserinde degerlendirilmis ve IL-2 ¢Ozeltisinde
kiyasla daha etkili oldugu bulunmustur [123]. Ancak tek basina olusan etkinligin
yeterli olmadig1 ve kombinasyonlarin tedavide daha iyi etkinlik saglayacagi yoniinde
sonuglar bildirilmistir.

Park ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada TGF-B inhibitori ve IL-2’yi
birlikte igceren B-siklodekstrin ile nanolipozomal jel formiilasyonu hazirlanmistir.
Tiim6r mikrogevresinde TGF-’nin immiin sistemi baskilayici etkilerinin azaldig ve
melanoma-indiiklenmis farelerde tiimorde kiigiilme, sag kalimda artma, CD8" T
hiicreleri ve NK hiicrelerinin seviyesinde artma gozlenmistir [113].

Immiinokemoterapi kombine yaklagimi ile farklt nanopartikiiler sistemler
hazirlanmistir. Bir ¢aligmada, paklitaksel ve IL-2 yiiklii kitosan nanojel formiilasyonu
hazirlanmis ve bu yap1 eritrosit membran kaplama materyali igerisine hapsedilmistir.
Yapilan in vitro- in vivo ¢alismalar sonucunda dendritik hiicre ve sitotoksik T
hiicrelerinin sayilarimin arttigi, Treg hiicrelerinin azalarak immiin sistemi uyaran
sitokinlerin de etkisiyle antitiimoral etkinligin arttig1 gdézlenmistir [124]. Kitosan
temelli bir baska c¢alismada doksorubisin ve IL-2 igeren nanopartikiiller karaciger
timorli farelere uygulanmis ve sonug¢ olarak tiimor gelisiminin azaldigi, dendritik
hiicre, NK hiicreleri gibi farkli immiin sistemi uyaran hiicre tiplerinde artis oldugu

goriilmiistiir [115]. Zhao ve arkadaslar ise paklitaksel ve IL-2 yiikli PEGile-PLGA
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termosiinger nanopartikiiller hazirlamislardir. Melanoma modelinde gergeklestirilen
In vivo ¢aligmalar sonucunda sinerjik bir etki gozlenmis ve antitimor immiin yanitin

olustugu belirlenmistir [117].
2.8. Siklodekstrin

Siklodekstrinler (CD), nisastanin a-1,4-glikozidik bag ile bagli glukopiranoz
tinitelerinden olusan siklik oligosakkaritlerdir. Nisastanin glikotransferaz enzimi ile
parcalanmasi sonucu olusan dogal polimerlerdir. CD’ler glikopiranoz birimlerinin
sandalye konformasyonuna sahip ve 3 boyutlu yapist kesik koni seklindedir.
Glikopiranoz tinitelerinin sayisina gore 6, 7 veya 8 {inite olarak, sirasiyla a-, - ve y-
CD seklinde isimlendirilmektedir. Siklodekstrinlerin dis yiizeyi hidrofilik ve i¢
kaviteleri hidrofobiktir. Hidrofobik i¢ kavite ile hidrofobik yapidaki farmasétik aktif
bilesenler kompleks olusturur ve bu bilesenler suda ¢oziiniir, daha stabil ve daha az
yan etkiye sahip bir yapiya kavusur [125, 126]. i¢ kavitesine hapsettigi hidrofobik
molekiillerle inkliizyon kompleksi olusturmakta ve hidrofilik dis yiizeyi sayesinde bu
bilesigin suda ¢ozliniirligiinii artirmaktadir [125, 127].

Farkli CD tiirevleri medikal iriinlerin igeriginde bulunmaktadir. EMA’nin
2017°de yayimlanan “Cyclodextrins used as excipients” raporunda, tablet,
supozituvar, parenteral ¢ozelti, oral ¢6zelti, gz damlasi, nazal sprey ve dermal
preparatlarda bulundugu belirtilmektedir. Bu preparatlarda bulunan CD tiirevleri; o-
CD, B-CD, y-CD, siilfobiitileter-p-CD, hidroksipropil--CD ve randomize metil-p-
CD’dir. 2000-2004 yillar1 arasinda a-CD, B-CD ve y-CD tiirevleri FDA GRAS
(Genellikle Giivenli Kabul Edilir) statiisiinde yer almistir. a-CD ve B-CD gida bileseni
olarak da kabul edilmekte, bu tiirevler ile ve hidroksipropil-y-CD ise FDA Inaktif
Farmasotik Bilegenler listesinde yer almaktadir [128]. Ayrica bu tiirevlerin kullanim
miktarlari, etiketlerinde yer almasi gereken bilgiler EMA’nin “Excipients in the
labelling and package leaflet of medicinal products for human use” rehberinde 2019°de
giincellenerek yayinlanmistir [129]. Bu rehberde siklodekstrinler i¢in yer alan bilgiler

Tablo 2.4.’te sunulmustur.
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Tablo 2. 4. EMA tarafindan yayinlanan “Beseri tibbi iiriinlerin etiketlenmesinde ve
prospektiisiinde yer alan yardimc1 maddeler” rehberinde siklodekstrinler i¢in sunulan

bilgiler.

Isim Giincellenme | Uygulama | Esik Degeri | Kullanma

Tarihi Yolu Talimati icin Bilgi
Siklodekstrinler 9.10.2017 Tlimii 20 Bu ilag her dozaj
Ornegin: mg/kg/giin biri_mi—birim
Alfadex' hacmjde X
Betadex (E 459) 2;%’12 agg;il;lg;‘ac'mmg
. . X

gj;’ggj;’fgé’: 5 siklodekstrinler)
siklodekstrin (SBE- 1gerr.

p-CD)

Hidroksipropil Doktorunuz
betadex tarafindan tavsiye
Ramdomize Metile edilmedikge 2
B-siklodekstrin yasindan kiigtik
(RM- B-CD) ¢ocuklarda

kullanmayiniz.

Siklodekstrinler 9.10.2017 Oral 200 Siklodekstrinler

S mg/kg/giin diyare gibi sindirim
gﬁggge;n' sorupl_arlna sebep
Betadex (E 459) olabilir.

y Siklodekstrin

Stilfobiitil-eter-f-

siklodekstrin (SBE-

p-CD)

Hidroksipropil

betadex

Ramdomize Metile

[S-siklodekstrin

(RM- B-CD)

Siklodekstrinler 9.10.2017 Parenteral 200 Bobrek hastaliginiz
Ornegin: mg/kg/glin (2 varsa, bu ilaci
Alfadex ' hafta  iizeri | almadan once
Betadex (E 459) kullanimda) | doktorunuzla

y Siklodekstrin konusun.

Stilfobiitil-eter-f-
siklodekstrin (SBE-
B-CD)
Hidroksipropil
betadex
Ramdomize Metile
[-siklodekstrin
(RM- B-CD)
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Glinlimiizde devam etmekte olan pandemi siirecinde ¢aligmalari tamamlanarak
cesitli iilkelerde onaylanan ve DSO’niin Acil Kullanim Listesinde yer alan asilar
firma-ticari isim olarak sunulmaktadir;

e RNA agsilari; Pfizer/BioNTech Comirnaty® ve Moderna Spikevax®,

e Protein alt {initesi asilar1; Serum Institute of India Covovax®, Novavax
Nuvaxovid®,

e Replike olmayan viral vektor asilari; Serum Institute of India
Covishield® ve Oxford/AstraZeneca Vaxzevria®, Janssen Ad26.COV
2.5®, CanSino

e Inaktive asilar; Sinopharm Covilo®, Sinovac CoronaVac®, Bharat
COVAXIN® asilaridir.

2 Agustos 2022’de giincellenen bu listedeki 11 as1 koken olarak RNA, protein
alt linitesi, replike olmayan viral vektor, inaktive asilardir [130, 131]. Bu asilardan
replike olmayan wviral vektorle hazirlanan Janssen/Ad26.COV2.S® asisinin
bilesenlerinden biri 2-hidroksipropil-p-CD’dir. Siklodekstrinle birlikte polisorbat 80,
trisodyum sitrat dihidrat, sodyum kloriir, sitrik asit monohidrat ve etanol asinin
tiretiminde, nakledilmesinde ve kisiye uygulanana kadar saklanirken asmnin stabil
kalmast i¢in kullanilmaktadirlar [132].

Literatiirde CD’lerin, IL-2 tasinmasinda kullanildigi caligmalar mevcuttur
(Tablo 2.5.). Yapilan bir ¢alismada, IL-2 yiiklii -CD nanopleksleri hazirlanmig ve
melanoma tedavisinde etkinligi, IL-2 geni tagiyan adenoviriis ile karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gére, CD nanoplekslerin IL-2 taginiminda
daha etkili ve giivenli oldugu goriilmiistiir [120]. Baska bir ¢alismada, prostat kanseri
tedavisi i¢in IL-2 ve B-CD nanokompozitler hazirlanmig ve CD’lerin, periferal kan

hiicrelerini IL-2’nin tek basina verilmesine kiyasla daha fazla arttirdig1 gozlenmistir

[121].
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Tablo 2.5. B-CD veya tiirevleri ile hazirlanmis ve kanser tedavisini hedefleyen 5-FU
veya IL-2 igeren tasiyici sistemler ile ilgili literatiirde yer alan ¢calisma 6rnekleri.

Tagiyici sistem Kanser Kombinasyon Sonug¢ Kaynak
B-CD nanopleks | Melanoma - Gen tagtyan [120]
(IL-2) sisteme gore
daha etkili ve
giivenli sistem
B-CD Prostat - Serbest IL-2’ye [121]
nanokompozit kanseri gore immiin
(IL-2) yanitta artma
Inkliizyon Kolorektal - Uzatilmis salim, | [133]
kompleksi (HP- | kanser artan tasima
B-CD) (5-FU) etkinligi ve
hiicresel alim
Inkliizyon (B- Kolorektal - ICso degerinde [134]
CD) kompleksi kanser %60 azalma (48
(5-FU) Ve 72. Saat)
Nanogigek - Polimer: Kitosan | Uzatilmig salim, | [135]
(Katyonik-p-CD) ve aljinat konsantrasyon
(5-FU) bagimli saglikli
hiicrede %90
sitotoksisite
Hidrojel (B-CD) | - Polimer: Ksalan | %98 oraninda 5- | [136]
(5-FU) FU yiiklenmesi,
kontrollii salim
Adamantan- Kolorektal Ilag: miRNA- Tiimér biiyiime- | [137]
modifiye B-CD- | kanser 34a sinde baskilanma
kuantum dot ve kolorektal
nanopartikiil (5- kanserli hasta-
FU) kokenli
ksenograft
modelde hedefli
ve etkin tedavi

2.8.1. Siklodektrin Polimerleri

CD polimerleri,

birgok CD monomerini

yapisinda

tagtyan  bir

makromolekiildiir (Sekil 2.8.). Bu makromolekiildeki siklodekstrin tinitelerinin

birbirine yakinlhigi, ila¢ molekiilleri ile etkilesimi kolaylastirmaktadir. Ayrica

polimerik yapi, ilaglar ile nanopartikiil ve miseller kompleks olusturma olanagi

saglamaktadir [138]. Suda ¢Oziiniir ya da suda ¢dziinmeyen yapiya sahip CD

polimerler sentezlenebilmektedir. CD polimerlerin, monomerik yapidaki CD tiirevine

gore CD rotasyonunu kisitlayabildigi ancak CD halkalarinin birbirine olan

yakinhiginin komplekslesmeyi arttirabildigi belirtilmektedir [139]. Ek olarak, CD

polimerlerin nano boyutlu tasiyict olarak kullaniminda ilacin yapisina uygun olarak



32

tasarlanmasi1 ve etkilesimin artirilmasi ile inkliizyon komplekslerinin olusturulmasi

calismalar1 yapilmaktadir [140].

Polimerizasyon
=1
Capraz baglayia

veya
matriks molekiil

B-CD monomeri

'/
i
/

/

B-CD polimeri

Sekil 2. 8. CD polimer yapisi.

CD polimerlerin sentezinde; ¢apraz baglayicilar kullanilarak CD
monomerlerinin birlestirilmesi veya bu monomerlerin bir matriks maddesine kovalan
olarak baglanmas1 olmak iizere iki farkli yontem izlenebilmektedir. Capraz baglayici
kullanarak yapilan sentezde, baslangic CD monomeri, kullanilan ¢apraz baglayici ve
bunlar arasindaki molar oran elde edilecek polimerin kimyasal 6zelliklerini, yogunluk,
yizey alan ve gozenek yapisini etkilemektedir [141]. Capraz baglayicilara
epiklorohidrin, fenilizosiyanat, difenil karbonat ve heksametilen diizosiyanat 6rnek
verilebilir [142].

Ikinci yéntem olan kovalan baglamada ise, CD monomerinin hidroksil (-OH)
gruplar1 vinil gruplariyla fonksiyonellestirilerek metil metakrilat gibi komonomerlerin
varliginda matriks yapisina baglanmasi ile CD polimeri olusturulmaktadir [141].
Kullanilan matriks yapilar arasinda dekstran ve kitosan bulunmaktadir [143]. CD
polimerler de monomerik yapilarla benzer olarak; ilag, tekstil, gida ve cevre

alanlarinda kullanilmaktadir [141].
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Siklodekstrin polimerlerinin, uygun siklodekstrin tiirevlerinin dallanmasi
(dallanma oOncesi modifikasyon) veya siklodekstrin polimerlerinin tiirevlenmesi
(dallanma sonrast modifikasyon) yoluyla bu yapiya nétr veya iyonik fonksiyonel
gruplarin  eklenmesiyle tiirevlendirme ¢alismalar1 gergeklestirilmektedir. Bu
caligmalar siklodekstrinlerde bulunan hidroksi gruplariyla reaksiyona girebilen
epiklorohidrin gibi dallanma reaktifleriyle gerceklestirilmektedir [139].

Suda ¢6ziiniir bir CD polimeri, dogal -CD yapisinin epiklorohidrin ile ¢apraz
baglama reaksiyonuna sokularak elde edilmis ve bu yapilarin inkliizyon kompleksi
olusturabildigi bilinmektedir [144]. Bu kompleks yapi, polimere karsit yiike sahip bir
ilag yapisi ile olustugunda daha giicli etkilesim sergilenmektedir. Ayrica
epiklorohidrin-B-CD’nin  ilacin  ¢Oziinlirligii ve  biyoyararlanimimi  insan
goniilliilerinde yapilan calismalarla arttirdigs bulunmustur. Insiilin ile katyonik
epiklorohidrin-p-CD arasinda fiziksel karistirma sonrasi kitosan/aljinatla yiizey
modifikasyonu yapilan 350 nm partikiil boyutuna sahip nanokiire ve nanopartikiiller
hazirlanmistir. Olusan nanopartikiillerin oral uygulama calismalar1 gerceklestirilmis
ve insiilinin gastrik bozunmadan korunarak kontrolli saliminin gerceklestigi
gozlenmistir [145].

CD polimerler epiklorohidrin disinda hidroksi gruplart ile reaksiyona girebilen
reaktifler kullanilarak olusturulabilmektedir [139]. Ilaveten CD polimerlerinin kiigiik
molekiillii ilaglari uzun siire salabildikleri gosterilmistir [146]. Ayrica, CRLX-101,
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri ve rektal kanser tedavisi i¢in klinik ¢alismalarin
Faz 2 asamasina ulagsmis olan B-CD polimerlerine bagli kamptotesinden olusan bir
nanopargaciktir [138, 147].

Polikatyonik CD polimerler ile antikanser ilag ve gen yapilarini birlikte tagiyan
nanopartikiiler sistemlerin farkli kanser tiirlerinde etkinlikleri denenmistir.
Polikatyonik B-CD polimeri kullanilan ve doksorubisin ile p53 plazmid yapisi
yiiklenen nanopartikiil sisteminin MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda biiylimeyi
inhibe edici etkisi oldugu, in vivoda ise sag kalimin arttigi gosterilmistir [148].
Polikatyonik y-CD polimerine paklitaksel ve p53 plazmidi yiiklendiginde ise folat
reseptoril pozitif kanser hiicre hatlarinda apoptozun indiiklendigi gézlenmistir [149].

Katyonik B-CD polimeri epiklorohidrin ile polikondanse edilerek hazirlanmis

ve bu polimerin 5-FU ile inkliizyon kompleksinin kitosan/aljinat ile kaplanmasi ile
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“nanogicek™ adi verilen bir tastyict sistem olusturulmustur. Oral uygulamasi
amaglanan bu sistem 300 nm partikiil boyutuna ve %77 ila¢ yiikleme kapasitesi ile
uzatilmis salim saglayabilmistir. Saglikli fare fibroblast hiicrelerinde (L929) yapilan
sitotoksisite ¢aligmalarinda nanosistem i¢indeki artan 5-FU dozu (20 pg/mL’den 100
pg/mL’ye) ile canliligin %100°den %90’a azaldig1 24 saat sonunda gozlenmistir [135].
Li ve arkadaslarinin doksorubisin ve dosetaksel yiiklii f-CD polimeri ile hazirlanan
inkliizyon komplekslerinin hedeflendirme ajanlar1 ile kombinasyonu ile hazirlanan
nanopartikiiler sistemin etkinligi karaciger, 16semi ve serviks kanser hiicrelerinde
degerlendirilmistir. Bu sistemlerin yaklasik 100 nm partikiil biiytikliigiinde, 24 saatlik
salim sergiledikleri ve antitiimdral etkinligin bu nanopartikiil sistem ile serbest ilaglara
gore arttig1 gézlenmistir [150].

Katyonik polimerlerin en biiyiik tstiinliiklerinden biri de artan amino grup
sayist ile artig gosteren ve hiicresel alimi kolaylastirarak endozomal lizisten kagist
saglayan mekanizma “proton siinger etkisi” dir. Polimer, proton (H") ve karsi
iyonlarin (CI) endozom igine ¢ekilmesi ozmotik gradyanin bozulmasiyla sonuglanir.
Ozmotik gradyani dengeleme girisiminde artan ozmolarite sonucu, endozom igine su
akist meydana gelir, bu durum endozomun yirtilmasiyla sonuglanir (Sekil 2.9.).
Polimerin tasidigi yapi sitoplazmaya salinarak etkinligini bu mekanizma sonucu
gosterir. Literatiirde tiimor hiicresi tarafindan alindiktan sonra nanopartikiiliin bu
mekanizma ile lizisten kactig1 ve sonucta terapotik etkinin saglandigi belirtilmektedir
[151]. Polikatyonik siklodekstrinlerin de endozomal kagis1 proton siinger etkisi ile
tesvik ettigi gosterilmistir [152]. Siklodekstrinlerin transfeksiyon etkinliklerinin
yuksek oldugu ve endozomal kacis1 sagladigi bu ylizden gen tasiyict sistemlerde
kullanildig1 gesitli ¢alismalar mevcuttur [153]. Farkli polimerlerle kombine edilen
farkli CD tiirevlerinin de bulundugu gen tastyici sistemlerde de bu etki gosterilmistir
[154, 155]. Endozomal kacis, biyolojik materyallerin taginiminin ve etkinliginin
arttirilmasinda 6nemli bir mekanizmadir [156]. Ayrica siklodekstrinlerin dogal olarak
membran hasar1 verdikleri bilinmektedir. Siklodektrinlerin hiicre membranindaki
kolesterolii uzaklastirarak hiicrenin yikimina sebep oldugu kanitlanmistir. Metil-g-CD
tiirevi klinikte bu etki mekanizmasi ile kullanilmaktadir [157]. Kolesterol igeriginin
kanser hiicrelerinde saglikli hiicreden daha fazla oldugu bilinmektedir. Farkli CD

tiirevlerinin kolesterolii uzaklastirma etkinligi iizerine c¢aligmalar yapilmaktadir.
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Yaptigimiz bir ¢alismada, membrandan uzaklastirilan kolesterol igeriginin kanser
hiicresinin tipine ve CD tiirevine bagli olarak degistigi tespit edilmistir [158].
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Sekil 2. 9. Proton siinger etkisi ve endozomal kagis [159].
2.8.2. Siklodekstrinlerin Kanserde Kullanimi

Siklodekstrinlerle 1978-Nisan 2021 arasinda yapilan ve PubMed veri
tabaninda listelenen 5000’den fazla akademik ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar
etkinlik agisindan smiflandirildiginda antioksidan ve antimikrobiyal etkiden sonra
antikanser etki en ¢ok arastirilan t¢ilincii etkinliktir. Kemoterapotiklerin CDler ile
kompleksleri hazirlanmis ve in vitro- in vivo olarak etkinlikleri degerlendirilmistir. Bu
kemoterapétiklerden ornegin paklitaksel [160], kamptotesin [161], tamoksifen [162],
erlotinib [158], kurkumin [163], oksaliplatin, doksorubisin [164] ve 5-FU’nun [135]
var olan  toksisitelerinin  azaltilarak  etkinlik,  stabilite,  ¢Oziiniirliik,
biyoyararlanimlarmin CD ile modifikasyonu sonucunda arttirtlmasi amaglanmistir
[165]. Meme, kolon, akciger, karaciger kanserleri ve melanoma kanseri CD
tirevlerinin  kemoterapétiklerle etkinliklerinin  in  vitro ve in vivo olarak
degerlendirildigi  kanserlerdendir. Klinik ¢alisma olarak ise CRLX-101’in,

kamptotesin siklodekstrin nanopartikiilii, akciger, prostat kanseri, solid tiimorler ve
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melanoma tedavisine yonelik ¢alismalar1 farkli fazlarda devam etmektedir.
Monoterapinin yani sira bevasizumabla CRLX-101 kombinasyonunun uygulandig: bir
calismada, over kanserinde klinik yararin arttirlldigit Faz 2 calismalarinda
gosterilmistir [166].

Siklodekstrinlerle hazirlanan ilag tasiyici sistem ve nanosistemlerin oral ve
paranteral uygulama yolu ile in vivo’da etkinlikleri arastirilmaktadir. Oral uygulama
kapsaminda yapilan bir c¢alismada, tamoksifen igeren metil-B-CD komplekslerin
etkinligi siganlarda degerlendirilmistir. Tamoksifen igeren ticari tablete gore
tamoksifen metil-p-CD kompleks igeren tablette biyoyararlanimin arttigi bulunmustur
[162]. Bir bagka ¢alismada ise, kamptotesin yiikli polikatyonik amfifilik CD (PC
BCDC6) nanopartikiillerin kolon kanserindeki etkinligi arastirilmis ve enkapsiile
haldeki ilacin hedef doku olan kolona aktif formda ulastig1, serbest ilaca gore tiimor
dokularinin kiigiilerek sagkalimin arttig1 gézlenmistir [161].

Parenteral uygulama kapsaminda in vitro olarak ilerlettigimiz bir ¢alismada
erlotinib yiikli PC BCDC6 nanopartikiillerinin karaciger ve akciger kanser
hiicrelerinde, sirasiyla HepG2 ve A549 hiicreleri, hiicre zarindan kolesterolii metil- -
CD tiirevinden daha yiiksek oranda uzaklastirdigi belirlenmistir. Ayni calismada
sadece HepG2 ve sadece A549 hiicrelerinden olusturulan 3B tiim6r modellerinde, bu
nanopartikiillerin 3B yapinin daha derinine ulastigini tespit edilmistir [158]. Baska bir
calismada ise paklitaksel yikli PC PBCDC6 ve heptakis (6-O-heksanoil)
siklomaltoheptoz B-CD (60CapropCD) nanopartikiilleri meme kanseri indiikklenmis
farelere intraperitoneal enjeksiyonla uygulanmistir. Bu tedavi rejimiyle klinikteki
paklitaksel uygulamasinda goriilen kardiyak toksisitenin olusmadigi belirlenmistir.
Ayrica, bos ve ilag yiiklii CD nanopartikiillerinin tlimoér hacmini azalttigr gézlenmis
ve CD’lerin tek bagina var olan etkinliklerine dair veri elde edilmistir [160].

Kemoterapinin yani sira siklodekstrinler ile protein tedavisi, gen tedavisi,
immiinoterapi, fototerapi ve teranostik amacli olarak kanserin tani1 ve tedavisinde
uygulanmak {iizere ¢alisilmaktadir. Bu ¢alismalar arasinda gen tasiyict sistem olarak
plazmid DNA, p53 geni, siRNA ve miRNA iceren; IL-2 ve IFNa sitokinlerini i¢ceren
ve CpG adjuvanini igeren nanopartikiiller yer almaktadir. Fototerapotik olarak porfirin
ve tungsten nitrit tastyan; teranostik olarak ise polidopamin ve tetrafenil etilen tasiyan

nanopartikiillerin kanserdeki etkinlikleri arastirilmistir [167].
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2.9. Nanoteknolojinin Tipta Uygulanmasi Yaklasimlarindan

Nanopartikiiler fla¢c Tasiyic1 Sistemler

Uygulanan ila¢ tedavilerinde etkin maddenin hedeflenen bolgeye belirli bir
siire icerisinde ve etkili olabilecegi doz olan terapotik pencere araliginda varmasi
istenmektedir. Oral ve parenteral uygulama ilag tedavisinde sik tercih edilen yollardir.
[lacin absorpsiyonu, dagilimi ve metabolizasyonu oral uygulama icin, ilacin dagilimi
ve metabolizasyonu parenteral uygulama igin etkinligi kisitlayan parametrelerdir. Ilag
arastirmalarinda bu kapsamda hedeflenen bolgede etkin dozun birikimini saglamak
icin yaklasimlar gelistirilmistir. Bu yaklagimlardan biri olan nanopartikiiler ilag
tagiyict sistemler kanser tedavisinde ¢alisilmis ve birgok kemoterapotik etkin madde
iceren nanopartikiiler sistemler FDA onayli olarak 1995°ten itibaren kullanilmaktadir
[168]. FDA tarafindan farkli hastaliklarin tedavisinde onaylanan nanoilag iriinleri
100’tin tizerindedir [169]. Pazardaki nanopartikiiler ilaglarin %35’i polimer bazli,
%29’u lipit-bazli, %26’s1 nanokristal ve %10’u polimerik olmayan inorganik/metalik
sistemlerdir [170].

Nanoteknoloji terimi 1986’da kimya ile ugrasan bilim adami K. Eric Drexler
tarafindan ilk kez kullanilmis ve sonrasinda makine endiistrisi, atik su temizlenmesi,
tekstil endiistrisi, biyoloji ve tip alanlarina uygulanmistir. Tip alaninda; tani, tedavi,
doku miihendisligi ve ilag/gen tasiyici sistemlerin gelistirilmesinde nanoteknolojiden
yararlanilmaktadir [169].

Nanotip kanser, enfeksiyon gibi yasamu tehdit eden hastaliklarin tedavisi igin
yeni olanaklar sunmaktadir. Nanotipin kanser tedavisini hedefleyen uygulamalarinda
nanoboyutlu ilag tasiyict sistemler kullanilarak, kanser ilaglarinin sahip oldugu
biyodagilim ve farmakokinetik problemleri agmak i¢in, yeni ve etkili terapotik
formiilasyon stratejileri gelistirilmektedir. Nanoteknolojik iiriinlerin bu alandaki en
onemli Ustiinliigli, nano boyutlar1 sayesinde dogrudan hiicre membran1 ve hiicreler
arast yapilarla etkilesime girerek, ila¢ direnciyle iliskili mekanizmalardan
kagiilmasini saglamalaridir [52]. Ayrica nanopartikiiler sistem, tasidigi ilacin, timor
icine gecisini ve burada birikimini artirmaktadir.

Nanopartikiiller, mikron alt1 boyuta sahip polimer, lipit veya inorganik kdkene
sahip ilag tasiyici sistemlerdir. Ila¢ tasiyici sistemlerin temelinde hedef doku ve

hiicrede pasif veya aktif hedeflendirme yoluyla birikme ve bu birikimi artirarak
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saglikli hiicrelerde toksisiteyi azaltma yaklasimi vardir ve bunun farkli sistemler
araciligiyla saglanmasina c¢alisiimaktadir. Pasif hedeflendirmede nanopartikiiller,
damar yapisi1 bozulan ve tiimor i¢i basincinin etkisiyle tiimor i¢ine tasinmak {izere
tasarlanmistir. Aktif hedeflendirmede nanopartikiiller, ylizeyde bulunan ligandlarin
molekiiler olarak taninmasi yoluyla timor-spesifik biyolojik yapilar ile etkilesime
girecek ve hiicre igine alinacak sekilde tasarlanmigtir [171].

Nanopartikiillerin partikiil boyutu, yiizey yiikii ve seklinin yani sira ilag
yukleme etkinligi, uygun salim ve biyodagilim, serum/plazma stabilitesi, toksisite,
immiinojenisite, hedef dokuya/hiicreye ulagma ve hiicre i¢i alim &zellikleri tastyici
sistemin olusturulmasi ve degerlendirilmesinde kullanilan parametrelerdir [168]. FDA
tarafindan onaylanan nanopartikiiler ilaglar; nanokristaller, lipozom ve lipit bazli
tirlinler, polimer bazli iiriinler, protein bazh iiriinler, metal bazh iirtinler, dendrimer
bazli iriinler ve nanotiipler olarak nanopartikiil tipine gore siniflandirilarak Tablo

2.6.’da listelenmistir.

Tablo 2.6. FDA tarafindan onaylanmis ve piyasada bulunan nanopartikiil temelli
ilaglar. [169, 170, 172, 173]

Nanopartikiil Uriin Etkin Madde Firma Onay
Tipi Yili
Avinza Morfin Siilfat Pfizer 2002
Azopt Brinzolamid Novartis 1998
Cesamet Nobalin Baush 1985
EquivaBone Hidroksiapatit Zimmer Biomet 2009
Elixophyllin Teofilin Nostrum Labs Inc | 1979
Nanokristal Emend Aprepitant Merck & Co. 2003
Focalin Dekstrametilfenidat Novartis 2005
HCI

Gris-peg Griseofulvin Novartis 1982
Invega Paliperidon Janssen 2009
Invega Paliperidon Palmitat Janssen 2009

Sustenna
Ivemend Fosaprepitant Merk & Co. 2008

dimeglumin




Tablo 2.6. FDA tarafindan onaylanmis ve piyasada bulunan nanopartikiil temelli
ilaglar. [169, 170, 172, 173] (Devam)

Pharmaceuticals

Megace ES Megestrol Asetat Par 2001

Pharmaceiticals
Naprelan Naproksen Sodyum Almatica 1996
NanQOss Hidroksiapatit RTI Surgical 2005
OsSatura Hidroksiapatit Isotis 2003

Orthobiologics
Ostim Kalsiyum Osartis GmbH & 2004

Hidroksiapatit Co

Nanokristal Rapamune Rapamisin Wyeth 2010

Pharmaceuticals
Ritalin Metilfenidat Novartis 1955
Ryanodex Dantrolen Sodyum Eagle 2014

Pharmaceuticals
TriCor Fenofibrat Abbott 2004

Laboratories
Vitoss B-trikalsiyum Fosfat Orthovita 2003
Zanaflex Tizanidine HCI Acorda 2002
Zyprexa Olanzapin Lilly Pharma 1996
Nanotiip Somatuline Lanreotid asetat Ipsen Pharma 2007
Depot
Abelcet Amfoterisin B Defiante 1965
Farmaceutica

Advate Octocog Alfa Takeda 2004
AmBisome Amfoterisin B NeXstar 1997

Pharmaceuticals
Arikayce Amikain Insmed 2018
Corusurf Poraktant Alfa Chisei USA 1999
DaunoXome Daunorubisin Galen 1996

Lipozom ve i i i
Lipid Bazh DepoCyt Sitarabin Sigma-Tau 1999
Urinler DepoDur Morfin Siilfat Pacira 2004
Diprivan Propofol Fresenius Kabi 1989
Doxil Doksorubisin Alza 1995
Exparel Bupivakain Pacira Biosciences | 2011
Lipodox Doksorubisin Sun Pharma Global | 2013
Hidrokloriir FZE

Lipusu Paklitaksel Luye Pharma 2016
Margibo Vinkristin Siilfat Talon Therapeutics | 2012
Onivyde [rinotekan Merrimack 2015

Pharmaceuticals
Onpattro RNAI Amylam 2018




Tablo 2.6. FDA tarafindan onaylanmis ve piyasada bulunan nanopartikiil temelli
ilaglar. [169, 170, 172, 173] (Devam)

Biiyiime Hormonu

Pharmaceuticals

Lipozom ve Rebinyn PEGlenmis Novo Nordisk 2017
Lipid Bazh Kuagiilasyon Faktorii
Uriinler IX
Visudyne Benzoporfirin QLT 2001
Phototherapeutics
Vyxeos Daunorubisin ve Jazz Pharmaceutics | 2017
Sitarabin
Misel Bazli Estrasorb Estradiol Hemihidrat Novovax 2003
Uriinler
Dendrimer VivaGel® BV | Astodrimer Sodyum Starpharma 2015
Bazli Uriinler
Adagen PEGlenmis Enzon 1990
Adenozin Deaminaz
Adynovate PEGglenmis Baxalta US Inc 2015
Antihemofilik Faktor
Cimzia PEGlenmis ucCB 2008
Sertolizumab
Copaxone Glatiramer Asetat Teva 1996
Pharmaceuticals
Diprivan Profofol Fresenius Kabi 1989
Eligard Leuprolide Asetat | Atrix Laboratories 2004
Estrasorb Ostradiol (17B- Novavax, Inc. 2003
estradiol) hemihidrat
Genexol-PM Paklitaksel Lupin Ltd. 2007
Kadycla Trastuzumab Genentech 2013
. Krystexxa PEGlenmis Savient 2010
Polimer Bazlt Peglotikaz Pharmaceuticals
Urinler Macugen Pegatinib Sodyum EyeTech 2004
Pharmaceuticals
Mircera Metoksi-PEG Hoffman-La 2007
konjuge EPO Roche
Neulasta PEGlenmis Amgen 2002
Filgrastim
OncoStar PEGlenmis L- Enzon 1994
asparajinaz
Pegasys PEGlenmis Genentech 2002
Interferon a-2a
PEG-INTRON PEGlenmis Schering 2001
IFN a-2b Corporation
Plegridy PEG-IFN-B-1a Biogen Idec 2014
Rebinyn Rekombinant DNA- NovoNordisk 2017
kokenli kuagiilasyon
F10
Renegal Sevelamer Sanofi 2000
Restasis Siklosporin Allergan 2003
Somavert PEGlenmis insan Pfizer 2003
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Tablo 2.6. FDA tarafindan onaylanmis ve piyasada bulunan nanopartikiil temelli
ilaglar. [169, 170, 172, 173] (Devam)

Polimer Bazli Taxatore Dosetaksel Sanofi Aventis 1996
Uriinler Verelan Verapamil HCI Schwarz Pharma 1998
Zevalin Ibritumomab Spectrum Pharms 2002

Tiuksetan
Zilretta Triamsinolon Flexion 2017

Asetonid Therapeutics
Protein Bazli Abraxane Paklitaksel Celgene 2005
Uriinler Ontak Denilokin Diftitoks Eisai 1999
Metal Bazl Dexferrum Demir Dekstran American Regent 1957
Uriinler Feraheme Ferumoksitol AMAG 2009
Pharmaceuticals
Ferinject Demir Vifor 2013
Karboksimaltoz

Ferrlecit Sodyum Demir Sanofi-Aventis 1999

Glukonat
Hensify Hafniyum Oksit Nanobiotix 2019
Infed Demir Dekstran Actavis Pharma 1957
Monoferric Demir Isomaltazid Pharmacosmos 2020
Venofer Demir Siikroz American Regent 2000

Kolon kanseri tedavisini hedefleyen nano boyutlu tasiyici sistemlere
nanopartikiiller, kat1 lipid nanopartikiiller, polimerik nanopartikiiller, lipozomlar,
dendrimerler, eksozomlar, miseller, hidrojeller, CD bazli nanosistemler, inorganik
nanopartikiiller (altin, silika) ve manyetik nanopartikiiller 6rnek verilebilir [174-176].
Oral, intravendz ve subkiitan uygulama genel uygulama yollaridir ve kolon kanseri
tedavisine yonelik rektal uygulama i¢in ¢alismalar yapilmaktadir. Oral uygulamada
etkinligi artirmak i¢in enterik kapli nanopartikiiller Kkitosan, pektin-Eudragit,
polimetilmetakrilat-Eudragit, PLGA-Eudragit, sodyum aljinat-Eudrajit ve albiimin ile
hazirlanmiglardir [176]. Pasif hedeflenmis nanosistemlerin yani sira folat reseptorti,
EGFR, CD44, epitelyal hiicre adezyon molekiilii gibi reseptorlerin hedeflendigi
nanopartikiiller literatiirde yer almaktadir [177].
hedeflendigi

kemoterapoétik ilag olarak kurkumin, 5-FU, kamptotesin, doksorubisin, oksaliplatin,

Kolon kanseri tedavisinin nanopartikiiler ~ sistemlerde
SN-38 (irinotekanin aktif metaboliti), Kkuersetin, topotekan ve paklitaksel ile
calistlmustir. [174, 175, 177]. FDA tarafindan kolon kanseri tedavisinde kullanilmak
lizere onayli olan irinotekan, oksaliplatin, 5-FU ve kapesitabin ile yiiklenen farkli

nanosistemlerle ¢alismalar bulunmaktadir.
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5-FU klinikte intravenéz ve intravendz bolus enjeksiyon olarak
uygulanmaktadir. 5-FU igeren nanopartikiil, inkliizyon kompleksi, hidrojel, nanojel,
lipozom, kat1 lipit nanopartikiiller gibi ¢ok sayida nano boyutlu sistemle ¢alisilmistir
[50, 62, 134, 136, 175]. Literatiirde kolon kanseri tedavisini hedefleyen bir ¢alismada,
hazirlanan 5-FU ve kurkumin yiiklii kitosan nanopartikiillerinden ilag saliminin 4 giin
stirdligli gdzlenmistir. Ayrica hiicre kiiltiirii caligmalarinda antikanser etkinligin arttig1
belirlenmigstir.  Farmokinetik  caligmalarla ise etkin maddelerin  plazma
konsantrasyonlarinin 72 saate kadar yiikseldigi belirtilmistir [55]. Bu konuda yapilan
baska bir calismada, antikanser ilag oksaliplatin ve 5-FU yiikli laktoferrin
nanopartikiiller hazirlanmistir. Kanser hiicrelerindeki antiproliperatif etkinligin,
serbest ilaclarla kiyaslandiginda nanopartikiiler sistem uygulamasinda arttig1
gosterilmistir. In vivo ¢alismalarda ise, farelere uygulanan nanopartikiiler sistem ile
etkin maddelerin farmakokinetik parametrelerinin arttig1 ve sistemik toksisitelerinin
azaldig1 gosterilmistir [56].

Immiinoterapotik olarak kolon kanseri tedavisinde FDA tarafindan onayl
monoklonal antikorlar ile hazirlanan nanopartikiillerin etkinligine yonelik ¢alismalar
literatiirde yer almaktadir. Bir ¢caligmada, setuksimab ile konjuge edilmis kurkumin
yukli  kitosan nanopartikiiller hazirlanmistir. Hazirlanan bu nanopartikiiliin
mukoadhezif 6zelligi sayesinde antikanser etkinin arttig1 in vitro olarak gosterilmistir
[178]. Baska bir ¢alismada, setuksimab yiiklii etil seliiloz nanopartikiiller hazirlanmis
ve nanopartikiiller oktreotid, somatostatin reseptdr agonisti, ile isaretlenerek kolon
kanseri tedavisi hedeflenmistir. Bu sistemin etkinligi klinik olarak Faz | asamasinda
degerlendirilmektedir (NCT03774680) [175].

Nano boyutlu ilag tastyici sistemlerden biri olan polipleks ya da nanopleks
olarak adlandirilan sistemde nano yapi, zit yiikke sahip iki madde arasinda
kendiliginden ve yiik etkilesimine dayali olusmaktadir [179]. Etkin madde ve gen
taginiminda kullanilmaktadir. Nanopleks degerlendirilmesinde 6zellikle 6nem tasiyan
ve literatiirde gen tasiyan sistemlerde N/P orani, etkin madde tasiyan sistemlerde ise
+/- oran1 olarak gecen nanopleks sisteminde yer alan farkli yiiklerin birbirine orani,
polimer bazli nanopleks sistemleri ac¢isindan ¢ok ©nemli bir fizikokimyasal
parametredir. Etkin madde tasiyan nanoplekslerdeki +/- yiik orani, bilimsel

kaynaklarda molar oran veya agirlik orani olarak tanimlanmaktadir [180, 181]. Nano
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sistemin olusumunda yardimcit madde gerekmemektedir. Nanopleksler, esas olarak
polielektrolit varliginda olusan umut verici, basit, yesil ve uygun maliyetli bir
nanopartikiiler sistemi temsil etmektedir [182]. Gen tasiyan sistemlerde oldugu gibi
etkin madde tasiyan sistemlerde de amaclar; tasman yapinin degradasyondan
korunmasi, hiicre i¢i ve hiicrelerarasi bariyerleri gecebilmesi ve ylksek
biyouyumluluk goésterebilmesidir [183].

Literatiirde etkin madde olarak; antibiyotik (siprofloksasin, levofloksasin,
vankomisin, gentamisin), kurkumin, doksorubisin, ovalbiimin ve gen sistemi olarak
plazmit, DNA, siRNA tastyan nanopleks sistemleri iizerine ¢alismalar yer almaktadir.
Nanoplekslerin hazirlanmasinda tasinacak sistemin yiizeyel yiikiine gore zit yiike
sahip polietilenimin, kitosan, siklodekstrin, dekstran, aljinat, PEGile polimerler gibi
polimerler kullanilmstir.

Ovalbiimin ve poli(propilakrilik asit) ile peptit yiiklii nanopleks olarak
hazirlanan terapdtik asi modelinin - melanomada etkinligi degerlendirilmistir.
Nanopleksler 0.41 polidispersite indeksi ile 78 nm partikiil biiyiikliigiine sahip olup, T
hiicresi ve dendritik hiicre seviyelerinde artan bir bagisiklik tepkisine yol agmistir
[179]. Nanoplekslerin doksorubisin i¢in ilag tasiyici sistem olarak tasarlandigi bir
caligmada, histidin-lisin ve doksorubisin: DNA konjugatinin inkiibasyonu ile
nanopleksler hazirlanmistir. Bu nanoplekslerin, ilag¢ ¢ozeltisine kiyasla ilacin tiimorde
birikimini yaklagik 5,5 kat arttirdig1 tespit edilmistir. Ayrica, bir in vivo meme kanseri
modelinde, serbest doksorubisine kiyasla artmis tlimor i¢i alim ve apoptoz
bildirilmistir [184] . Kombine ila¢ tedavisine yonelik bir bagka ¢alismada ise ilk olarak
antikanser etken madde mitoksantron: pullulan-polietilenimin-siklodekstrin inkliizyon
kompleksi hazirlanmigtir. Daha sonra, inkliizyon kompleksi ve tiimor baskilayici
protein p53'i kodlayan gen kullanilarak nanopleks elde edilmistir. Hazirlanan
nanoplekslerin aktiviteleri sirasiyla HepG2 ve C6 hiicre dizilerinde mitoksantron ve
p53 igin belirlenmistir. Kombine nanopleks formiilasyonunun, her bir aktif molekiiliin
tek basma uygulanmasindan daha fazla antikanser aktiviteye sahip oldugu
gdzlenmistir. Ayrica, kombine nano tasiyici sistemin HepG2 hiicreleri tarafindan
aliminin pullulan tarafindan arttirildig1 ve bdylece ¢oklu ila¢ direncinin iistesinden

gelinebilecegi vurgulanmistir [185].



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. ila¢ Etkin Madde, Polimerler ve Kimyasal Maddeler

Tez kapsaminda kullanilan etkin maddeler Tablo 3.1.’de, polimerler Tablo

3.2.’de ve kimyasal malzemeler Tablo 3.3.’te sunulmustur.

Tablo 3. 1. Tezde kullanilan etkin maddeler.

Etkin Maddenin Ad1

Uretici Firma/Ulke

5-Florourasil

Sigma&Aldrich, Almanya

Interldkin-2 (Fare I1L-2, 10523)

Sigma&Aldrich, Almanya

Tablo 3. 2. Tezde kullanilan polimerler.

Polimerin Adi

Uretici Firma/Ulke

Kuaterner-amonyum-BCD polimeri (CD2)

CycloLab, Macaristan

Amino-B-CD polimeri (CD7)

CycloLab, Macaristan

Guanidino-p-CD polimeri (CD8)

CycloLab, Macaristan

Tablo 3. 3. Tezde kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Maddenin Ad1 Uretici Firma/Ulke
2X Laemmli Ornek Tamponu Biorad, ABD
2X Laemmli Ornek Tamponu Biorad, ABD

4-12% Bis-Tris acrylamide gradient protein gel
(NuPAGE)

Invitrogen, ABD

Asetonitril

Sigma&Aldrich, Almanya

Bio-safe Coomassi G-250 boyasi

Biorad, ABD

Diyaliz membran (14.000 kDa) (D9277)

Sigma&Aldrich, ABD

Fare IL-2 ELISA kiti (E-EL-M0042)

Elabscience, Cin
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MOPS Tris-glisin ylirtitme tamponu Novex, ABD
Precision Plus Protein Cift Boya Standard: Biorad, ABD
Tween 80 Sigma&Aldrich, Almanya
Ultra saf su (Milli-Q) Millipore, ABD

3.1.2. Hiicre Kiiltiiria Malzemeleri

Hiicre kiiltiirii calismalari sirasinda kullanilan hiicre hatlar1 ve kaynaklar1 Tablo

3. 4.’te, kimyasal ve sarf malzemeler ise Tablo 3. 5.’te sunulmaktadir.

Tablo 3. 4. Tezde kullanilan hiicre hatlar1 ve kaynaklari.

Hiicre Hatt1 Kaynak/Ulke
L929 (CRL-1658™) (Fare, saglikli fibroblast hiicresi) ATCC, ABD
CT26 (CRL-2639™) (Fare, kolon kanseri hiicresi) ATCC, ABD
HT29 (HTB-38™) (insan, kolon kanseri hiicresi) ATCC, ABD

Tablo 3. 5. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler.

Kimyasal Maddenin Ad1 Uretici Firma/Ulke
Anti-1L2 antikoru (ab80681) Abcam, USA
Antikor seyreltici tampon (926001) Biolegend, ABD
Araldite 502 Kit (13900) EMS, ABD
DMEM (P04-03590) Pan Biotech, Almanya
Dulbecco’s modification of Eagle’s medium (DMEM) Sigma, Ingiltere
Entellan (M107961) Merck, ABD
Fetal sigir serumu (FBS) Sigma, Almanya
Glutaraldehyde EM Grade 25% (16210) Laborimpex, Isvigre
Goat Anti-Rabbit IgG H&L (ab150007) Abcam, USA
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Goat Anti-Rabbit IgG H&L (ab150080)

Abcam, USA

Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (ab6721)

Abcam, USA

HBSS Capricorn, Almanya
HEPES tamponu Cegrogen, Almanya
Lipit dehidrojenaz Kiti (K311-400) Biovision, ABD
Matrigel® Bazal Membran Corning, ABD

Fare serumu (M5905)

Sigma, Almanya

Normal Tavsan Serumu (R9133)

Sigma, Almanya

PBS (P04-36500)

Pan Biotech, Almanya

Penisilin/Streptomisin

Sigma, Almanya

Poli(2-hidroksietil metakrilat) (Poli-HEMA)

Sigma&Aldrich, ABD

Propilen Oksit 450ml. (20401)

Thermo Fisher, USA

Tavsan serumu (R9133)

Sigma, Almanya

Rekombinant Anti-CD44 antikoru (ab189524) Abcam, ABD
Tripan mavisi Sigma, ABD
Tripsin-EDTA Sigma, Almanya

Triton-X 100 (1139ML500)

Neofroxx, Almanya

Tween 20 (8506ML250)

Neofroxx, Almanya

Uranil Asetat 25gr. (22400)

EMS, ABD

WST-1 (Suda ¢oziiniir tetrazolyum tuzu)

Roche, Almanya

Sarf Malzemenin Adi Uretici Firma/Ulke
FCF200-Cu Formwar/Carbon Grid 200mesh EMS, ABD
CF400-Cu Carbon/Film Grid 400mesh EMS, ABD
LC200-Cu Lacey/Carbon Grid 200mesh EMS, ABD




3.1.3. Hayvan Deneyi Malzemeleri
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Hayvan deneyi calismalar1 sirasinda kullanilan kimyasal maddeler Tablo

3.6.’da sunulmaktadir.

Tablo 3. 6. Hayvan deneyi ¢alismalarinda kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Maddenin Ad1

Uretici Firma/Ulke

FITC Anti-Mouse CD45 Antikoru 103108

Biolegend, ABD

FITC Rat IgG2b, « Isotype Ctrl Antikoru 400605

Biolegend, ABD

Alexa Fluor® 488 anti-mouse/human CD11b Antikoru
101217

Biolegend, ABD

Alexa Fluor® 488 Rat IgG2a, k Isotype Ctrl Antikoru
400625

Biolegend, ABD

APC anti-mouse Ly-6G Antikoru 127614

Biolegend, ABD

APC Rat [gG2a, « Isotype Ctrl Antikoru 400511

Biolegend, ABD

FITC anti-mouse Ly-6G Antikoru 128006

Biolegend, ABD

FITC Rat IgG2c, « Isotype Ctrl Antikoru 400705

Biolegend, ABD

FITC Anti-Mouse CD69 Antikoru 104506

Biolegend, ABD

FITC Armenian Hamster IgG Isotype Ctrl Antikoru
400905

Biolegend, ABD

PE Anti-Mouse CD154 Antikoru 106506

Biolegend, ABD

PE Armenian Hamster 1gG Isotype Ctrl Antikoru 400907

Biolegend, ABD

APC Anti-Mouse CD62L Antikoru 104412

Biolegend, ABD

APC Rat IgG2a, « Isotype Ctrl Antikoru 400511

Biolegend, ABD

FITC Anti-Mouse CD3 Antikoru 100204

Biolegend, ABD

LEGEND-MAX™ Mouse IL-2 ELISA Kit with Pre-
Coated Plates 431007

Biolegend, ABD

LEGEND-MAX™ Mouse TNF-a ELISA Kit with Pre-
Coated Plates 430907

Biolegend, ABD

LEGEND-MAX™ Mouse IFN-y ELISA Kit with Pre-
Coated Plates 430807

Biolegend, ABD




3.2. Cihazlar

Tez kapsaminda kullanilan cihazlar Tablo 3.7.’de sunulmaktadir.

Tablo 3. 7. Tez kapsaminda kullanilan cihazlarin isim ve modelleri.
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Cihazin Ad1/ Modeli

Uretici Firma/Ulke

Akis Sitometri (FACS Canto I1)

Becton Dickinson, ABD

Akig Sitometri (FACS Diva)

Becton Dickinson, ABD

Cok noktali manyetik karistirict (Multipoint HP)

Variomag, Almanya

Cok noktali 1siticili manyetik karigtiric1 (IKA RTS)

IKA, Cin

Diferansiyel taramali kalorimetre (Pyris I)

PerkinElmer, ABD

Elektroforez tanki (Novex® Mini-Cell)

Invitrogen, ABD

Etiiv

Mammert, Almanya

Fourier doniistimli kizil6tesi spektroskopisi (Spectrum
Two) (FT-IR)

PerkinElmer, ABD

Hassas terazi

Mettler, Isvigre

Isik mikroskobu

Leica, Almanya

Kodak Gel Logic 200 Goriintiileme Sistemi

Kodak, ABD

Liyofilizator

Labconco, ABD

Mikroplaka okuyucu

Molecular Devices, ABD

Nanosight NS300 cihazi

Malvern, ingiltere

Partikiil biiyiikliigii 61¢tim cihaz1 (Nano ZS)

Malvern, Ingiltere

pH metre

Hanna, ABD

Taramal1 elektron mikroskobu (FEI QUANTA 200 FEG
ESEM)

FEI, ABD

TEER ol¢iim cihaz1 (Millicell-ERS Volt-ohm metre,
Millipore)

Merck, Almanya

Termostatli su banyosu

Mammert, Almanya




Tablo 3.7. Tez kapsaminda kullanilan cihazlarin isim ve modelleri. (Devam)
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Ultra saf su sistemi (Milli-Q)

Millipore, ABD

Ultrasantrifiij

Hettich, Almanya

Ultrasantrifiij (Hettich EBA 21)

Hettich, Almanya

Vorteks

KA, Cin

Dikey akisli 2B kabin (BHG 2004)

Faster, Italya

Yiiksek basingli s1vi kromatografisi (1100 Series)

HP Agilent, Almanya
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3.3. Yontem

3.3.1. Siklodekstrin Polimerlerin Sentezlenmesi, Saflastirilmasi ve

Karakterizasyonu

CycloLab firmasindan Dr. Milo Malanga ile is birligine gidilmistir. Sekiz farkli
CD tiirev ve polimeri ile ¢alismalar yapilmistir. Calismalar sirasinda bir sonraki is
paketlerinde kullanilmas1 6ngériilen 3 CD polimerin sentez ve karakterizasyon
calismalar1 Dr. Milo Malanga ve ekibi tarafindan gerceklestirilmistir. Sentez
yontemleri Sekil 3.1.-3.3. ile sunulmaktadir. Sentezlenen bu polimerler Proton
Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (1H-NMR), Kiziltesi Spektroskopisi
(IR) ve Polarizasyon Transferi ile Bozulmadan Iyilestirme (DEPT) yontemleri ile
karakterize edilmistir.

NMR spektroskopisi kimya alaninda molekiillerin yap1 tayininde kullanilan
yontemlerden biridir. NMR spektroskopisi, kuvvetli bir manyetik alan igerisine
yerlestirilen bir molekiilde bulunan bazi atom ¢ekirdeklerinin radyo frekansi
alanindaki elektromanyetik 1sinlar1 absorblamasi iizerine kurulmus bir yap1 aydinlatma
yontemidir. Bir molekiilde hidrojen (*H) iceren gruplarin sayilar1 yaninda, bu gruba
komsu olan gruplar da tespit edilebilmektedir. NMR spektroskopisi, atom ¢ekirdeginin
manyetik karakterine bagli olarak, molekiiliin iskeleti hakkinda bilgi verir.

DEPT analizi, molekiildeki karbon atomlarinin oranini, bunlarin C, CH, CH>
veya CHs olup olmadigini belirlemek igin kullanilir [186]. DEPT polarizasyonu
uyarilmis bir cekirdekten digerine, en yaygin olarak *H — 13C, aktaran ¢ift rezonansl
bir titresim programidir. Heteroniikleer tek kuantum tutarlilik spektroskopisi (HSQC)
ise 2 boyutlu spektral analiz sunan, bir aksiste ‘H digerinde *C, organik molekiillerin
yap1 tayininde kullanilan NMR spektroskopisidir.

CD2 polimerinin sentezi, Thomsen H. vd. tarafindan yayinlanan bir yayinda
rodamin etiketli QA polimerinin sentezi temel alinarak yapilmigtir. Bu sentezde,
kisaca, tek adimli kopolimerizasyon reaksiyonu sonucu ndtral polimer sentezi
gerceklestirilmistir. Sonrasinda bu notral polimerden pozitif yiikli tiirev, alkali
kosullarda alkilleyici ajan olarak glisidiltrimetilamonyum kloriir kullanilarak elde
edilmistir. Yan zincirler ve CD kavitesi arasindaki ortalama molar oran1 1H-NMR ve
C-NMR yontemi olan DEPT ile belirlenmistir. Rodamin isaretli nétral, aniyonik ve

katyonik 3-CD polimerlerin; Staphylococcus epidermidis biyofilmlerine penetrasyonu
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arastirilmistir. Katyonik olan tiirevin diger polimerlere kiyasla biyofilme daha iyi
penetre oldugu bulunmustur [187]. Icerdigi siklodekstrin oraninin %60 oldugu tahmin
edilmektedir. Beyaz kristalize formdadir. Sekil 3.1.’de CD2 polimerinin sentez

basamaklarini i¢ceren yontem sunulmaktadir.

FCD-Polimeri
(Notral Polimer)

" c— :0: cl
_— =
H,0, NaOH

70 °C, 5 saat

(QA)BCD-Polimeri/ CD2

0 OH

7 A HO
! ¢ |H0,NaOH - N
W/\/N\ 12 saat, OK. " O

.

H

Jm;

/

Sekil 3. 1. CD2 (QA(BCD)PS.HCI) tiirevinin sentez basamaklari. (OK, oda kosullar
altinda sentezin gerceklestirildigini gostermektedir.)

Siklodekstrin polimerlerinin epiklorohidrin ile dallanmasi, azidadli yapinin var
olan karakterizasyon problemini 6nlemesi sebebi ile tercih edilmistir. CD7 polimeri
sentezinde; sentezin son adiminda azid gruplari amino grubuna, Pd/C katalizorliiglinde
hidrazin (N2H4) ile muamele edilerek indirgenmistir [139]. Sistemden su ve metanol

geri akig1 saglanmustir. Siklodekstrin igeriginin %60 oldugu tahmin edilmektedir.
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Sarimsi renge sahiptir. Sekil 3.2.”de CD7 polimerine ait monomerden baslayan sentez

yontemi verilmektedir.

.J 5

0 TCI NaCH, H,O

U5C , 2 saat
25 C 3 saat

NaN;, H,O
—_—
Geri akig, 24 saat

H,0, NaOH
70 °C, 3 saat

Geri akis,

12 saat
N,H.,H,0-MeOH

PA/C (5%)

Sekil 3. 2. CD7 tiirevinin sentez agamalari.

CD8 polimerini sentezlemek igin polimerin tiirevlendirilmesi Yyoluna
gidilmigtir. Siklodekstrin halkasina bagli olan azotlu grup {iizerinden yapilan bu
islemde, baslangic maddesi olan CD polimeri 1H-pirazol-1-karboksamidin-HCI ile
DIPEA (N, N-diizopropil-etilamin) ve DMSO (dimetilsiilfoksit) varliginda reaksiyona
girmistir ve ilgili polimer (CDS) elde edilmistir [188]. Bu ¢alismada CD polimerlerin
fosforil gruplarina segici baglanmasi nedeniyle DNA’y1 lipozomal ve nano sistemler
icerisinde tagrmak igin uygun oldugu belirtilmistir. Ozellikle katyonik tiirevlerin
ilaclar ile kovalan etkilesimler kurarak, bu ilaglarin hiicresel bariyerleri gegmesini
sagladiklar1 vurgulanmistir. Ayrica peptitlerin lizin ve arjinin gruplari ile polimerin
etkilesimde bulunduklari belirtilmistir. CD8 polimerinde siklodekstrin igeriginin %60
oldugu tahmin edilmektedir. Beyaz-sar1 renge sahiptir. Sekil 3.3.’te CDS8 polimerine

ait sentez yontemi verilmistir.
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(NHCNHNH2) pCD polimeri
CD8

/_(_ H _<:|]1

5 OH A\
i . 14 N HCI

+ N —
‘ fjon N ,JQ DIPEA, DMSO
. e o HaN" “NH 70-80 °C, 5 saat

OH /HE/\O/\/\O P
\10 ' H?C.H_N\
*’E 0/—(0_'1 ’ ) 0_3—\

HO OH

Sekil 3. 3. CD8 polimerinin sentez agsamalari.

Uc polimere ait bazi kimyasal dzellikler Tablo 3.8. ile sunulmaktadir. Bu
tabloda CD polimerlere ait ortalama siibstitiisyon derecesi (SD?); ortalama molekiil
agirhign (MA?) (g/mol); ¢apraz baglanma oran1 (CBO3) (mol epiklorohidrin /mol CD);
katyonik yogunluk (KY*) (her bir siklodekstrin birimine denk gelen katyonik grup
say1st) verileri sunulmaktadir.

Tablo 3. 8. CD polimerlerin kimyasal 6zellikleri. Ortalama siibstitiisyon derecesi

(SDY); ortalama molekiil agirligi (MA?) (g/mol); capraz baglanma oran1 (CBO®) (mol
epiklorohidrin /mol CD); katyonik yogunluk (K'Y*) verileri tabloda yer almaktadir.

Kisaltmalar Siklodekstrin SD!? MA?2 CBO?® KY*
polimerleri
CD2 Kuaterner-amonyum-pCD 2.2 40.000 11 2.2

¢Oziiniir polimer,
epiklorohidrin ile ¢apraz
baglanmig

CD7 Coziiniir amino-Beta-CD 1 25.000 10 1
polimer, epiklorohidrin
HCl ile ¢apraz baglanmis

Coziiniir guanidino-Beta-

CD8 CD polimer, 1 26.000 10 1

epiklorohidrin HCl ile
capraz baglanmis

Tablo 3.8. degerlendirildiginde CD2 polimerinin katyonik gruplarinin diger

polimerlere gore 2,2 kat daha fazla oldugu goriilmektedir. Ayrica CD2'nin molekiiler
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agirlig, CD7 ve CD8'e gore %60 daha fazladir. CD7 ve CDS, molekiiler agirlik, ¢apraz

baglanma orani ve katyonik yogunluk agisindan benzer 6zelliklere sahiptir.

3.3.2. 5-FU ve IL-2 Yiiklii CD Nanoplekslerin Hazirlanmasi

Tez caligmalarina oncelikle 5-FU konjuge CD polimerleri ile baslanmasi
planlanmistir. Bu kapsamda, etkin maddeler ile calismaya baslamadan 6nce Dr.
Nielsen tarafindan sentezlenen CD polimerlerin nanopleks olusturma etkinliklerini
belirlemek ve en uygun CD polimeri segmek amaciyla 6n formiilasyon ¢aligsmalari
gerceklestirilmistir. On formiilasyon ¢alismalarinda maliyeti azaltmak ve alim1 yapilan
yiiksek maliyetli IL-2’yi ekonomik kullanabilmek adina, daha once kitosan
nanopartikiillerin yiik etkilesimi ile hazirlanmasinda da yaygin sekilde kullanilan,
negatif yiizey yiikiine sahip olan ve iyonotropik jelasyon mekanizmasi ile nanopartikiil
olusturan model bir molekiiliin sodyum tripolifosfatin, STPP kullanimi planlanmustir.
Sentezlenen 5 farkli polikatyonik (PC) CD tiirevi ile STPP arasinda yiik etkilesimine
dayali nanopleks sistemleri literatiir temel alinarak hazirlanmistir [189, 190].
Nanopleks olusum mekanizmasi polianyon yapidaki molekiiliin (STPP veya IL-2)
negatif gruplari ile CD polimerlerin pozitif yiiklii amino gruplar arasindaki etkilesim
temeline dayanir [191].

Literatiirde nanoplekslerin, etkin maddenin yani sira gen taginmasida da
kullanilan ve farkli hazirlama yontemleri ile olusturulan sistemler oldugu
goriilmektedir. Nanopleks hazirlama genel olarak ekleme, vorteks ile karistirma, oda
1s1sinda inkiibasyon gibi basamaklar1 icermektedir ve bu basamaklarin literatiirde
cesitli c¢aligmalarda farkli siirelerde uygulandigi goriilmektedir. Nanoplekslerin
degerlendirilmesinde 6zellikle 6nem tasiyan ve literatiirde gen tagiyan sistemlerde N/P
orani, etkin madde tasiyan sistemlerde ise +/- orani olarak gecen nanopleks sisteminde
yer alan farkli yiiklerin birbirine orani, polimer bazli nanopleks sistemleri acisindan
¢ok 6nemli bir fizikokimyasal parametredir. Etkin madde tasiyan nanoplekslerdeki +/-
yiik orani, bilimsel kaynaklarda molar oran veya agirlik orani olarak tanimlanmaktadir
[180, 181].

On formiilasyon calismalarinda parametrelerin optimize edilmesi amaciyla 33
faktoriyel tasarim ¢alismalar1 yapilmis ve Dr. Nielsen tarafindan sentezlenen CD’ler

ile hazirlanan nanopleksler partikiil biiyiikligii ve dagilimi, ylizey yik degerleri
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incelenerek uygun hazirlama yontemi (+/- orani, ideal karigtirma, vorteksleme ve
inkiibasyon siireleri) ve CD tiirevleri belirlenmistir. Ancak, tez kapsaminda, tek bir 5-
FU konjuge CD polimere bagli kalmama ve farkli CD polimerlerin etkinliklerinin
belirlenmesi istegi, yeni bir partner ile ¢alisma ihtiyac1 gerektirmistir. Bu sebeple,
CycloLab’ tan sekiz farkli CD tiirev ve polimeri alinmis ve ¢aligmalara 3 CD polimeri
(CD2, CD7 ve CD8) ile devam edilmistir. Tiim polimerler 1’er mg tartilip ayr1 ayri
ultra saf suda (1 mL) ¢oziindiiriilmiis ve ardindan nanopleks formiilasyonlarinin ylizey
yukiiniin bir gostergesi olan zeta potansiyel degeri ise mV cinsinden Malvern Zetasizer
Nano ZS cihazi ile 173° ag1 ve 25°C sicaklikta belirlenmistir. Biitiin 6l¢timler her bir
ornek icin 3 tekrar olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Yeni CD polimerleri ile ilk polimerlerle yapilan ¢alisma sonuglar1 goz oniinde
bulundurularak nanopleksler hazirlanmistir. Bu amacla, 1 mg STPP 20 mL suda
¢oziindiriilmiis ve bu ¢ozeltiden 1 mL alinarak, 6nceden ¢oziindiiriilmiis olan 1 mg
CD ve 1 mL su karisimina eklenmistir. CD tiirevlerinden net pozitif yilizey yiikiine
sahip olanlar ile hazirlanan nanopleks formiilasyonlarina ait partikiil biiyiikliigii (PB),
zeta potansiyel (ZP) ve PDI degerleri dl¢lilmiistiir.

Literatiirdeki ¢alismalara bakildiginda nanopleks yapilarin yiiksek hacimlerde
de hazirlandig1 goriilmiistiir [180, 181]. Bu bilgiye dayanarak, daha ideal partikiil
bliytiikliigline sahip nanopleksler hazirlamak i¢in formiilasyon hacmi 2 mL’den 4
mL’ye, iki kat arttirilmistir. Ayrica nanopleks hazirlama yontemi olarak CD ¢ozeltisi
tizerine STPP ¢ozeltisi damla damla ilave ederek 30 dakika, 600 rpm’de karistirilmig
ve ardindan 0,45 um’lik filtreler ile filtre edilmistir.

STPP’nin molekill agirhiginin (MA: 367,86 g/mol), IL-2’nin molekiil
agirligindan (MA: 17,2 kDa) daha kiicilk olmasi sebebiyle genis polidispersite
degerlerinin olusmus olabilecegi diisiiniilmiis ve 6n formiilasyon ¢aligsmalar1 negatif
ylzey yiikiine ve daha kiicliik yapiya sahip olan kemoterapotik madde 5-FU
(MA:130,77 g/mol) ile tekrarlanmigtir. Ayrica hazirlanan bu nanoplekslere
filtrasyonun etkisini gozlemleyebilmek i¢in, nanopleksler 0,45 pum’lik filtrelerden
gecirilmis ve PB, ZP ile PDI degerleri belirlenmistir.

Bu asamada, 5-FU’nun yani sira tez kapsaminda kullanilan ikinci etkin madde
olan IL-2 ile nanopleks formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Literatiir temel alinarak iki

farkli +/- agirlik oraninda nanopleksler hazirlanmistir [85]. Bu amagla diisiik IL-2:CD



56

orani (1:50000) iceren nanopleks hazirlamak i¢in 4 mg CD ile 0,08 pg IL-2 ve yiiksek
IL-2:CD orani (1:25000) igeren nanopleks hazirlamak i¢in 4 mg CD ve 0,16 pg IL-2
kullanilmistir. Hazirlanan CD:IL-2 nanoplekslere ait partikiil biiytikligt dagilimi, zeta
potansiyel ve polidispersite indeksi degerleri Sl¢giilmiistiir. Benzer sekilde filtrasyon
sonrasinda da bu degerler tekrar Olciilerek filtrasyonun etkisi degerlendirilmistir.
Elde edilen bu sonuglar da géz oniine alinarak, literatiir temelinde polimer: ilag
oranlar1 belirlenmistir [57, 85]. Sonrasinda CD nanopleksleri, temel komplekslestirme
prosediirleriyle hazirlanmistir [192, 193]. Iki farkli aktif madde tastyan nanopleks
formiilasyonlari, 10:1 (a/a) CD:5-FU oran1 ve 25.000:1 (a/a) CD:IL-2 orani ile
hazirlanmustir. i1k dnce; 5-FU stok ¢ozeltisi ultra saf su (0,4 mg/mL) i¢inde 600 rpm'de
1 saat karigtirilmistir. Daha sonra 4 mg CD, 1 saat boyunca 600 rpm'de 984 L ultra
saf su i¢inde ¢oziindiiriilmistir. CD soliisyonuna 1 mL 5-FU stok soliisyonu ilave
edilmis ve 600 rpm'de 30 dakika karigtirtlmistir. 16 pL (10 pg/mL IL-2) IL-2 ¢ozeltisi,
600 rpm'de 30 dakika karistirilarak nanoplekslere ilave edilmistir. Hazirlanan
nanoplekslerin pH degerleri pH metre (Hanna Instruments, HI3220) ile dl¢iilmiis ve
stabilite ¢alismalarinda degerlendirilmistir. Hedeflenen 5-FU ve IL-2 yiikli CD

nanopleksin yapist Sekil 3.4.’te sunulmaktadir.
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Siklodekstrin Polimer

5-FU

5-FU yikli
siklodekstrin polimer

Interlokin-2

5-FU ve IL-2 yiikli CD
nanopleks

Sekil 3. 4. Tez kapsaminda hazirlanmas1 hedeflenen 5-FU ve IL-2 yiikli CD
nanopleksin sematik gosterimi.
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3.3.3. 5-FU ve IL-2 Yiiklii Siklodekstrin Nanoplekslerin
Karakterizasyonu

a. Partikiil Biiyiikliigii Dagilimi ve Yiizey Yiikii Tayini

Nanopleks formiilasyonlarinin ortalama partikiil biiyikligi (nm) ve
polidispersite indeksi, tek kullanimlik kapiler hiicreler kullanilarak 173°'lik bir sagilma
acisinda dinamik 151k sagilimi (DLS) teknigi (Malvern Zetasizer Nano ZS Serisi,
Birlesik Krallik) ile belirlenmistir. DLS tekniginin temelinde, seyreltik bir ¢ozelti
icerisindeki kiigiik parcaciklardan sac¢ilan 15181 siddetinin ve degisiminin Sl¢iilmesi
vardir. Yontem mikro ve nano diizeyinde parcaciklarin biiyiiklik dagilimlarinin
belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir.

Zeta potansiyel ise, kolloidal dagilimlarda pargaciklar arasindaki itme ve
cekme kuvvetlerine dayanan yiizey yiikii degeridir. Nanosistemlerin fiziksel stabilitesi
ve biyolojik membranlarla etkilesiminde 6nemli bir parametredir. Nanoplekslerin zeta
potansiyeli (mV), tek kullanimlik kapiler hiicreler kullanilarak 12,8°'lik bir sacilma
acisinda partikiil biylikliigli 61¢tim cihazi (Malvern Zetasizer Nano ZS Series, UK) ile
belirlenmistir. Ol¢iimler her bir formiilasyon i¢in 3’er kez yapilmis ve ortalama +
standart sapma olarak ifade edilmistir.

Nanoplekslerin partikiil biiyiikliigii ve dagilimi ayrica Nanopartikiil Izleme
Analizi (NTA) ile de olgiilmiistiir. Bu analizde, ayn1 anda birgok partikiil cihazin
okuma alanindan gegerken akis boyunca video ile izlenebilir ve bu siire¢ kaydedilerek
partikiil boyut ve konsantrasyonunu degerlendirilmektedir. DLS analizi ile elde edilen
sonuclar1 dogrulamak i¢in NTA analizi gerceklestirilmistir. Hazirlanan nanopleksler

1/1000 oraninda seyreltilerek NanoSight NS300 cihazinda analiz edilmistir.
b. Morfolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

5-FU ve IL-2 yiiklii nanoplekslerin morfolojisi, Taramal1 Elektron Mikroskobu
(SEM) ile belirlenmistir. Bu amagla, taze hazirlanmis sivi numuneler ve liyofilize
edilmis ornekler Gatan 682 Precision Etch and Coating System (PECS) ile kurutularak
10 nm kalinliginda altin/paladyum tabakasi ile kaplanmistir. Goriintiileme, FEI
QUANTA 200 FEG ESEM cihazi ve Everhardt-Thornley SED dedektdrii kullanilarak
yapilmugtir. Bu analiz, Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi
(UNAM)’da gergeklestirilmistir.
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c. FT-IR ve DSC Analizi

Ilag ile kat1 fazdaki nanopleks yapisi arasindaki etkilesim Fourier Déniisiimii
Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) ve Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC) ile
degerlendirilmistir. 5-FU, CD polimerleri ve 5-FU yiiklii CD nanoplekslerinin FT-IR
spektrumlari, elmas-ATR {initesi ile donatilmig bir Perkin Elmer Spectrum Two
spektrometresi ile 4000 ila 400 cm? arasinda elde edilmistir. ilag-polimer
etkilesimlerinin belirlenmesi, nanopleks ile ila¢ arasindaki baglarin titresimine
dayanmaktadir.

DSC analizinde numuneler 1sitilirken sogurulan enerji miktar1 6l¢iiliir ve bu
analizde elde edilen termogramlar nano boyutlu sistemlerin karakterizasyonunda
serbest ila¢ varhigin/yoklugunu belirlemek icin kullanilmaktadir. 5-FU, CD
polimerleri ve 5-FU yiiklii CD nanopleks formiilasyonlarinin termal davranigini analiz
etmek icin DSC gergeklestirilmistir. Analiz, 20 mL/dk gaz akis hizinda Perkin Elmer
Pyris I kullanilarak dinamik N2 (g) altinda, 20°C'den 300°C'ye 10°C/dk hizinda
gerceklestirilmistir.

Her iki analiz de Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Polimer Kimyast ABD

laboratuvarlarinda Prof. Fr. Murat SEN ve ekibi ile tamamlanmstir.
d. CD Polimer ve IL-2 Konsantrasyonunun Belirlenmesi

In vivo calismalarda kullanilacak giivenli ve etkili bir nano boyutlu sistemin
hazirlandigimi  kanitlayabilmek icin, nanoplekste bulunmasi gereken giivenli
konsantrasyonda CD polimer ve etkili dozu saglayacak IL-2 miktarini belirlemek i¢in
bir 6n ¢alisma gergeklestirilmistir. Bu c¢aligmaya, 6-8 haftalik saglikli erkek CDI
farelerden diseksiyon islemiyle dalak ¢ikartilarak baslanmistir. 40 um por agikligina
sahip hiicre filtresi icerisinde dalak parcalanmis ve tiim pargalar toplanmistir. Hiicreler,
Histopaque — 1077 (1,077 g/mL) ayirma tamponu araciligi ile santrifiij edilerek
periferik kandaki PBMC fazinin alindig1 proseste oldugu gibi toplanmistir. Histopaque
1077'nin PBMC fazina tekabiil eden yerdeki hiicre popiilasyonu, fareler igin
splenositler olarak ge¢gmektedir. Hiicreler aCD3 (TCR iizerinden uyarimi saglamak
icin CD3 yiizey molekiilin antikoru) ile ilk uyarimi saglamak amaciyla muamele
edilmistir. Sonrasinda hiicreler iki gruba; polimer (polimer grubu da 3’e ayrilarak) ve

IL-2 ile muamele edilecekler olarak ayrilmistir. CD2, CD7 veya CD8 polimeri 0,015-
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0,031- 0,062- 0,125 ve 0,25 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde hiicrelere
eklenmistir. IL-2 konsantrasyonlari ise, 0 (Kontrol grubu, I1L-2 ¢6zeltisi eklenmeyen
grup)- 1,25- 2,5- 10- 20 Unite olarak belirlenmistir. Hiicreler polimer veya IL-2
cozeltisi ile kiivete koyulup karistirildiktan sonra kuyucuklara, kuyucuk basina
100.000 hiicre olacak sekilde (96 kuyucuklu U taban plakaya) ekilmistir. Bu karistirma
sirasinda hiicreler ayrica CFSE ¢ogalma boyasi ile isaretlenmistir. Hiicreler bu ekim
isleminden 72 saat sonra akis sitometrisinde PI boyama ile analiz edilmistir [194].
Bu c¢alisma, Hacettepe Universitesi Kanser Enstitiisii Temel Onkoloji ABD

laboratuvarlarinda, Prof. Dr. Giines ESENDAGLI ve ekibi ile gergeklestirilmistir.
e. 5-FU ve IL-2 Yiiklii CD Nanoplekslerin Kisa Siireli Stabilite Calismasi

Saklama Stabilitesi: 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanopleks formiilasyonlart bir

hafta boyunca +4°C'de ultra saf suda saklanmistir. Stabilite, ortalama partikiil
biiytikliigli (nm), PDI ve zeta potansiyeli (mV) degerlerindeki (n= 3 + SS) degisiklikler
acisindan degerlendirilmistir. Bu degerler, Malvern Zetasizer Nano ZS cihazi ile 0, 1,
4 ve 7. giinlerde kaydedilmistir.

Liyofilizasyonun Nanoplekslerin Yapisal Biitiinliigii Uzerindeki Etkisi: Bu

amagla, 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanopleks formiilasyonlar: 48 saat boyunca liyofilize
edilmistir (HETO PowerDry PL3000 dondurarak kurutucu, Thermo Fisher Scientific).
Bu siirenin sonunda, toz numuneler 2 mL (nihai formiilasyon hacmi) ultra saf su i¢inde
liyofilizasyondan onceki hacme esit olacak sekilde dagitilmistir. Ortalama partikiil
biiytikligii (nm), PDI ve zeta potansiyeli (mV) degerleri liyofilizasyondan 6nce ve
sonra Ol¢lilmiistiir.

Farkli_Biyolojik _Swilarda_Nanoplekslerin _Biitiinliigii: Farkli biyolojik

stvilarin CD nanoplekslerinin fiziksel stabilitesi iizerindeki etkisini belirlemek igin,
tim formiilasyonlar simiile edilmis mide sivisi (SGF) pH 1.2'de ve simiile edilmis
intestinal sivida (pH 6.8) 2 saat siireyle; pH 6 simiile edilmis kolonik sivi (SCoF
tokluk) 8 saat siireyle; PBS pH 7.4 ve hiicre kiiltiirii ortami (%10 FBS ile DMEM, 100
U/mL Penisilin-Streptomisin) 24 saat boyunca inkiibe edilmistir [195]. Bu biyolojik
stvilar, Avrupa Farmakopesi (EP) 8.0 (1) ve literatiire [196] dayali olarak
hazirlanmistir. CD nanopleks formiilasyonlari uygun ortam ile 1:10 (h/h) oraninda

seyreltilmis ve 37 °C'de inkiibe edilmistir. CD nanoplekslerinin ortalama partikiil
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biytkligi (nm), PDI ve zeta potansiyeli (mV), inkiibasyondan 6nce ve sonra
Olciilmiistiir.

Avrupa Farmakopesi (EP) 8.0 (1) monografi dogrultusunda SGF pH 1,2 igin;
2 gram sodyum klortir tartilir ve bir miktar suda ¢oziindiiriilerek tizerine 80 mL 1 M
hidroklorik asit eklenir. Ardindan hacim ultra saf su ile 1000 mL’ye tamamlanir. SIF
pH 6,8 i¢in; 77 mL 0,2 M sodyum hidroksit alinarak 250 mL su ve 6,8 gram kalsiyum
dihidrojen fosfat ile karistirilir. Hacim 1000 mL’ye ultra saf su ile tamamlanir. SCoF
pH 6 i¢in ise (literatiir); 0,2 gram potasyum kloriir, 8 gram sodyum klortir, 0,24 gram
potasyum fosfat monobazik ve 1,44 gram sodyum fosfat dibazik tartilir ve bir miktar
ultra saf suda ¢6ziindiiriiliir. Son olarak hacim 1000 mL’ye ultra saf su ile tamamlanur.

Tezde yiiriitiilen ¢aligmalar kapsaminda bu oranlar korunarak gerekli tuz-baz-
asit vb. miktarlar 100 mL i¢in hesaplanmig ve ¢ozeltilerin pH ayarlar1 hidroklorik asit

ile pH-metrede Olgiilerek gergeklestirilmistir.
f. IL-2’nin Biyolojik Aktivitesinin Belirlenmesi

In vivo ¢alismalarda uygulanmak tizere etkili bir nano boyutlu sistemin
hazirlandigin1 kanitlayabilmek amaciyla, nanoplekste bulunan IL-2’nin biyolojik
aktivitesinin nanopleks yapisi olusurken kayba ugramadigini ya da bozundugunu
gorebilmek i¢in bu g¢alisma gergeklestirilmistir. 6-8 haftalik saglikli erkek CDI1
farelerden diseksiyon islemiyle dalak c¢ikartilmistir. 40 um por agikligina sahip cell
strainer (hiicre filtresi) igerisinde dalak parcalanmis ve tiim pargalar toplanmistir.
Hiicreler, Histopaque — 1077 (1,077 g/mL) ayirma tamponu araciligi ile santrifiij
edilerek periferik kandaki PBMC fazinin alindig1 proseste oldugu gibi toplanmustir.
Histopaque 1077'nin PBMC fazina tekabiil eden yerdeki hiicre popiilasyonu, fareler
icin splenositler olarak ge¢cmektedir. Hiicreler aCD3 (TCR iizerinden uyarim
saglamak i¢in CD3 ylizey molekiiliin antikoru) ile ilk uyarimi saglamak amaciyla
muamele edilmistir. Hiicreler CD2 polimeri, CD7 polimeri, CD8 polimeri, I1L-2 yiiklii
CD2 nanopleks, IL-2 yiiklii CD7 nanopleks, IL-2 yiiklii CD8 nanopleks veya serbest
IL-2 ile birlikte kiivete koyulup karigtirildiktan sonra kuyucuklara, kuyucuk basina
100.000 hiicre olacak sekilde (96 kuyucuklu U taban plakaya) ekilmistir. Bu karigtirma
sirasinda hiicreler ayrica CFSE c¢ogalma boyasi ile isaretlenmistir. Hiicreler bu ekim

isleminden 72 saat sonra akis sitometrisinde PI boyama ile analiz edilmistir [194].
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Bu calisma, Hacettepe Universitesi Kanser Enstitiisii Temel Onkoloji ABD

laboratuvarlarinda, Prof. Dr. Giines ESENDAGLI ve ekibi ile gergeklestirilmistir.
g. Nanopleks Yapisindaki IL-2’nin Yapisal Biitiinliigiiniin Belirlenmesi

Elektroforez, yiiklii molekiillerin bir elektriksel alandaki hareketlerinin
izlenerek ayirma ve saflagtirma iglemlerinin yapildig: tekniktir. Sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yonteminde ise, SDS her molekiilii
homojen bir sekilde negatif yiikle kaplayarak ayrismanin sadece molekiil agirligi
tizerinden olmasini saglamaktadir. IL-2 igeren nano boyutlu sistemlerde, IL-2’nin
yapisal Ozelliklerini belirlemede SDS-PAGE analizi siklikla uygulanmaktadir. 1L-2
yiiklii CD nanopleks formiilasyonlarinda kapsiillenmis IL-2'nin biitiinliigiinii saptamak
i¢in, denatiire edici olmayan SDS-PAGE analizi yapilmistir. (Deneme galismalarinda
5-FU ve IL-2 yiikli CD nanoplekslerle analiz gergeklestirildiginde 5-FU’dan
kaynaklanan jel bantlarinda kirlilikler gézlenmistir. Bu nedenle sonraki analizde IL-2
yiiklii CD nanopleksler ile ¢alisilmigtir.) Numuneler, 2X Laemmli Numune yiikleme
tamponu [65.8 mM Tris-HCI, pH 6.8, %26,3 (a/h) gliserol, %2,1 SDS, %0.01
bromofenol mavisi] ile 1:1 oraninda seyreltilmistir. Her numuneden 25 pL alinarak
%A4—12 Bis-Tris akrilamid gradyan protein jeline (NuPAGE, Invitrogen) yiiklenmistir.
Numunelerin bagil molekiiler agirliklarini belirlemek i¢in Precision Plus Dual Color
molekiiler agirlik standard: (Biorad) kullanilmistir. Ornekler, 2 saat boyunca 100 V'de
Tris-Glisin Yiiriiyen Tamponunda (25 mM Tris, 192 mM Glisin, %0,1 SDS, pH 8.3)
yiriitiilmistiir. Jeller, protein bantlarini gorsellestirmek i¢in Bio-Safe Coomassie Stain
(Biorad) ile 2 saat boyunca boyanmustir. Jel goriintiileri, Kodak Gel Logic 200
Gortintiileme Sistemi ve Kodak Molekiiler Goriintilleme Yazilimi siirim 4.0
kullanilarak ¢ekilmistir [197]. Bu ¢alisma, Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Biyokimya ABD laboratuvarinda Prof. Dr. Ayse ERCAN ile gerceklestirilmistir.

SDS-PAGE analizi proteinin primer yapisi hakkinda bilgi verdigi i¢in, tez
kapsaminda nanopleks igerisindeki IL-2’nin yapisal biitiinliigli dairesel dikroizm
yontemi ile de arastirilmistir. Dairesel dikroizm, proteinin sekonder yapisi hakkinda
bilgi verir ve konformasyonundaki degisikligi gosterir. UV spektroskopisi ile benzer
temele ve gereksinimlere sahiptir [198]. Serbest IL-2 ¢ozeltisi ve IL-2 yiikli CD

nanoplekslerden salinan IL-2 bu ¢alisma kapsaminda analiz edilmistir. Ek olarak,



63

yakin UV spektroskopisi (>250 nm) proteinlerin tersiyer yapist hakkinda bilgi
verebildiginden ek c¢alisma olarak IL-2’nin biitiinliigii UV spektroskopisi ile de
arastirilmistir. Nanopleks yapisina ekledigimiz konsantrasyondaki IL-2 miktarini
igeren ultra saf su ¢ozeltisi, spesifik dalga boyunu belirlemek ve literatiirle dogrulamak
adia 0-400 nm araliginda analiz edilmistir. UV spektrumunda herhangi bir dalga

boyunda pik, miktarin deteksiyon limitinden diisiik olmasi1 sebebiyle gdzlenmemistir.

h. 5-FU’nun Miktar Tayini Analiz Yontemi ve Validasyonu

Bu tez ¢alismasinda kullanilan antikanser ilag 5-FU’nun in vitro miktar tayini
ve validasyonu ters faz Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemi ile

yapilmistir [199]. Yontemin 6zellikleri asagidaki gibidir;

Sabit faz: C-18 Oktadesil silika (ODS) kolon
Mobil faz: Su: Asetonitril (90:10 h/h)

Mobil faz akis hizi: 1 mL/dak.

Enjeksiyon hacmi: 50 uL

Dedektor: Diodearray (DAD) dedektor
Dalga boyu: 266 nm

Kolon sicaklig1: 25°C

AN NN T N N N N

Mobil faz sicakligi: 18-20°C (analizlerde bu degerin énemi goriilmiistiir).
Analitik yontem validasyonunda 5-FU i¢in kullanilan yontemin dogrusallik,

dogruluk, kesinlik, duyarlilik ve 6zgiilliik parametreleri incelenmistir.

Dogrusallik/Kalibrasyon

5-FU’nun kalibrasyon denkleminin belirlenmesi i¢in 200 pg/mL’lik 5 mL stok
¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun icin 2 mg 5-FU, 10 mL mobil faz iginde
¢ozlindiiriilmiistiir. Bu stok ¢6zeltiden hareketle 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10
pg/mL, 5 pg/mL, 1 pg/mL ve 0,5 pg/mL’lik olacak sekilde mobil faz ile yedi diliisyon
yapilmistir. Yukarida belirtilen HPLC yontemine gore farkli konsantrasyondaki 5-
F’'nun ¢ozeltilerinin analizi yapilmis ve elde edilen veriler sonucunda kalibrasyon
dogrusu ¢izilerek, kalibrasyon denklemi bulunmus ve korelasyon katsayisi

hesaplanmustir.
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Dogruluk

Kullanilan analitik yontemin dogrulugunu gostermek amaciyla, kalibrasyon
sinirlart i¢erisinde bulunan, 4 farkli konsantrasyonda olmak iizere (1, 5, 25, 50 pg/mL)
6 seri ¢ozelti hazirlanarak HPLC analizi yapilmistir. Analiz sonucu bulunan ve
hazirlanan konsantrasyonlardan geri kazanimlar hesaplanmis ve geri kazanimlarin

ortalamasi (X), standart sapmasi (SS) ve % varyasyon katsayisi (VK) hesaplanmistir.
Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, art arda istatistiksel agidan anlamli sayida, ayni
konsantrasyonda Ornegin analitik yontem kullanilarak olcililen konsantrasyonlarinin
ortalama (X), standart sapma (SS) ve % varyasyon katsayisi (VK) hesaplanmasi ile
degerlendirilmektedir. Bu nedenle; tekrar edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik ve giin
ici-giinler aras1 farklilik incelenmistir.

Tekrar edilebilirlik: Tekrar edilebilirlik parametresi igin, kalibrasyon

caligmalari i¢in hazirlanmis farkli 5-FU konsantrasyonlarindan bir tanesi (50 pg/mL)
secilerek 6 kez art arda HPLC analizi yapilmistir. HPLC analizi ile elde edilen
konsantrasyon degerlerinin ortalama (X), standart sapma (SS) ve % varyasyon
katsayis1 (VK) hesaplanmugtir.

Tekrar elde edilebilirlik: Tekrar elde edilebilirlik parametresinin

degerlendirilmesi amaciyla, stoktan (200 pg/mL) hareketle seyreltme ile elde edilen 6
adet ayni konsantrasyonda (50 pg/mL) hazirlanan ¢ozeltinin HPLC analizi
gerceklestirilmistir. HPLC analizi ile elde edilen konsantrasyon degerlerinin ortalama

(X), standart sapma (SS) ve % varyasyon katsayist (VK) degerleri hesaplanmastir.

Giinler arasi farklilik: Guinler aras1 farklilik parametresinin degerlendirilmesi
icin ayni1 konsantrasyondan (50 pug/mL) 3 giin art arda, 5-FU’nun mobil faz ile
hazirlanan c¢ozeltilerinin HPLC ile analizi yapilarak, elde edilen konsantrasyon
degerlerinin ortalama (X), standart sapma (SS) ve % varyasyon katsayisi (VK)
degerleri hesaplanmustir.

Giin ici farkhilik: Bu farklilik parametresinin degerlendirilmesi i¢in tek bir

konsantrasyondan bir 6rnek hazirlanarak (10 pg/mL) 4 saat ara ile giin i¢inde 3 kez (0.

saat, 4. saat ve 8. saat) ayn1 6rnekten enjeksiyon yapilarak, HPLC ile analizi yapilmis,
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elde edilen konsantrasyon degerlerinin ortalama (X), standart sapma (SS) ve %

varyasyon katsayisi (VK) degerleri hesaplanmustir.

Duyarhhk

Analiz yonteminin duyarliligiin belirlenmesi i¢in gozlenebilirlik sinir1 (LOD)
ve alt tayin st (LOQ) degerleri saptanmistir. Gozlenebilirlik smiri, analitik
yontemde kullanilan cihazin saptayabildigi en diisiik konsantrasyonu ifade eder. Alt
tayin sinir1 ise dogru ve tekrar edilebilen en diisiik derisimdir.

LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasinda, kalibrasyondaki minimum
konsantrasyon degeri (0,5 pg/mL) secilmistir. Bu konsantrasyondaki HPLC
spektrumunda, 5-FU pikinden 6nce ve sonra diizgiin ¢ikan bolgeler tespit edilmistir.
Sinyal/Giiriiltli (S/G= Signal/Noise) oranina goére LOD ve LOQ degerleri saptanmustir.
S/G oran1 3 olan konsantrasyon gozlenebilirlik sinirini, S/G oram1 10 olan

konsantrasyon ise alt tayin sinirin1 vermektedir.

.

Ozgilliik

Ilerleyen dénemde nanopleks hazirlamada kullanilacak olan ve 5-FU ile
konjuge edilmesine karar verilen CD polimerlerinin mobil fazda ¢6ziinmesi saglanmig
ve 5-FU ile kromatogramdaki yerlerinin tayini, olasi girisim durumu

degerlendirilmistir.
1. IL-2°nin Miktar Tayininin Analitik Yontemi ve Validasyonu

IL-2 miktarinin belirlenmesinde Fare IL-2 ELISA kiti (E-EL-M0042)
kullanmilmistir. Bu amagla alman kitin dogrusallik/kalibrasyon parametresi igin
calisiimas el kitabinda Onerilmektedir. Oncelikle 1000 pg/mL’lik standart IL-2
¢ozeltisinden hareketle 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 0 pg/mL IL-2 iceren

¢ozeltiler hazirlanmig ve 3 tekrarli olarak 100 pL/kuyucuk olacak sekilde plakaya
eklenmistir. Ardindan, 90 dakika 37 °C’de inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda
kuyucuklarin {izerindeki ortam uzaklagtirilmis ve 100 pL. Biyotinlenmis Deteksiyon
Antikoru her bir kuyucuga eklenmistir. Sonrasinda ise 1 saat 37 °C’de inkiibe
edilmigtir. Bir saat sonunda kuyucuklarin tizerindeki ortam uzaklastirilmis ve yikama

tamponu ile hiicreler 3 kez yikanmistir. Bu asamada, HRP Konjugasyon Calisma
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Soliisyonundan 100’er pL kuyucuklara eklenmis ve plaka 30 dakika 37 °C’de inkiibe
edilmistir. 30 dakika sonra tizerindeki ortam alinmis, yitkama tamponu ile kuyucuklar
yikanmis ve her kuyucuga 90 uLL Substrat Ajan1 eklenmistir. Plaka 15 dakika 37 °C’de
inkiibe edilmistir ve 1siktan korunmustur. Inkiibasyon sonunda 50 pL durdurma
cozeltisi kuyucuklara eklenmis ve 450 nm’de mikroplaka okuyucuda analiz edilmistir.
Bu okuma sonrasinda IL-2 miktarin1 belirleyebilmek icin kalibrasyon dogrusu

olusturulmustur.

i. Yiikleme Etkinliginin Belirlenmesi

5-FU ve IL-2 yikli CD nanoplekslere yiiklenen ilag miktarinin
belirlenmesinde, 5-FU i¢in HPLC yo6ntemi, IL-2 igin ise ELISA kiti kullanilmistir.
Yiiklenen 5-FU miktari, dogrulanmis bir ters fazl yiiksek basingli sivi kromatografisi
(HPLC) yontemiyle (Agilent 1100 HPLC Sistemi) dolayli olarak belirlenmistir.

Bu amagla, yiiklenmeyen serbest ilag, Millipore Ultrafree-MC 100.000
Nominal Molekiiler Agirlik Limiti filtreleri ile 3500 rpm'de 10 dakika santrifiij
edilerek nanopleks formiilasyonlarindan uzaklastirilmigtir [200]. HPLC yo6ntemi, ters
fazli C18 Purospher® STAR analitik kolonunda (250 mm x 4.6 mm, 5um)
gerceklestirilmistir. Su: asetonitrilden (90:10 h/h) olusan mobil faz 1,00 mL/dakika
akis hizinda kolona verilmistir. Analiz i¢in 50 pL'lik numune enjekte edilmis ve 5-FU
miktar1 266 nm dalga boyunda diyot dizisi tespiti (DAD) dedektorii ile belirlenmistir
[199]. Tum hesaplamalar Esitlik 3.1 kullanilarak yapilmugtir.

) ~___ Toplam Ila¢ Miktar1 — Yiiklenmeyen Ila¢ Miktar1
% Yiikleme Etkinligi = x 100

Toplam ila¢ Miktari
(Esitlik 3. 1.)
CD nanoplekslerine yiiklenen IL-2 miktari, IL-2 ELISA kiti kullanilarak
belirlenmigtir. Yiiklenmeyen IL-2, santrifiijlii filtre kullanilarak uzaklastirilmistir.
Elde edilen ornek iizerinden seyreltme uygulanarak (kitin deteksiyon alaninda
ol¢timiin gergeklestirilebilmesi i¢in 200 kat seyreltme uygulanmistir), numuneler IL-2
ELISA kitinde bulunan plakaya 100 pL/kuyucuk olacak sekilde eklenmistir. Bu

asamadan sonra “IL-2’nin Miktar Tayininin Analitik Ydntemi ve Validasyonu” bagligi
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altinda sunulan adimlar uygulanmistir. Elde edilen miktar ve toplam ila¢ miktar

tizerinden tiim hesaplamalar Esitlik 3.1. kullanilarak yapilmistir.
j. Invitro ila¢ Salm Cahsmalar

In vitro ilag salim ¢alismalari, hazirlanan formiilasyonlarin kalitelerini ve in
vivo uygulamada ilacin uygulama ortamina gegisini degerlendirmek i¢in yapilan
caligmalardan biridir. 5-FU'nun CD nanoplekslerden salim profili, 37°C'de sink
kosullarda ve 120 rpm’de yatay calkalayicida diyaliz membran teknigi ile
gerceklestirilmistir. Kullanilan diyaliz membran 14.000 kDa molekiiler agirlik sinirt
degerine sahiptir. ilk olarak, diyaliz membrana asagida belirtilen asamalar
uygulanarak salim iglemine hazirlanmistir:

v" Ultra saf su ile 3-4 saat boyunca yikama

v 80 °C %3 (a/h) sodyum siilfit igeren ultra saf su ile 1 dakika yikama

v 60 °C ultra saf su ile 2 dakika yikama

v %2 (h/h) siilfirik asit igeren 50 °C ultra saf su ile 1 dakika yikama.

Bu islemler sonrasinda, diyaliz membrana 1 mL nanopleks formiilasyonu
eklenmis ve 9 mL salim ortamma aktarilmistir. Ilk salim ortami, intravenoz
uygulamada fizyolojik kosullar1 saglamaya yonelik olarak %0,2 Tween 80 iceren
PBS'dir (pH 7,4). Ek olarak, nanoplekslerin oral kullanimini degerlendirmek igin salim
caligmalar1 (0-2 saat) pH 1,2 simiile edilmis mide sivisi1 (SGF), ardindan (2-4 saat) pH
6,8 simiile edilmis bagirsak sivist ve pH 6 tokluk durumunda simiile edilmis kolonik
s1vi (SCoF) (4-24 saat) ile yiriitiilmistiir [195]. Calkalayicili su banyosunda kurulan
diizende belirli zaman araliklarinda (0,5/ 1/ 2/ 3/ 4/ 8/ 12 ve 24 saat) 500 pL numune
alinmis ve ayn1 miktarda taze tampon ya da simiile s1vi salim ortamina eklenmistir
[57]. Ancak, oral uygulama ¢aligmalar1 kapsamindaki salim deneyinde diyaliz torbasi
2 saat ve 4 saat sonunda bir sonraki simiile edilmis ortama aktarilmistir. Bu agsamalar
sonrasinda yukarida agiklanan diger islemler aynmi sekilde uygulanmistir. Alinan
numunelerdeki 5-FU miktari1 valide edilmis HPLC yontemi ile belirlenerek salinan
kiimiilatif 5-FU miktar1 hesaplanmistir.

5-FU ve IL-2 yiiklii nanoplekslerden IL-2'nin salim ¢aligmalari, yukarida 5-FU
igin tarif edilen salim ortamlar1 ile gergeklestirilmistir. Ancak 5-FU saliminda

kullanilan diyaliz membranin smir degerinden (14.000 kDa), IL-2’nin molekiil
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agirliginin biiyiik olmasi sebebiyle salimda diyaliz membran IL-2 salimini belirlemek
amactyla kullanilmamistir. Literatlir temel alinarak salim c¢aligmalar1 santrifiij
tiiplerinde gergeklestirilmistir. Bu amagla, 100 pL'lik nanopleksler 900 pL'lik salim
ortaminda dagitilmis ve numuneler, bir ¢alkalayici su banyosunda belirli zaman
araliklarinda (0,5/1/2/3/4/8/12 ve 24 saat) toplanmistir. Her zaman aralig1 i¢in, salim
ortami1 oda sicakliginda 10.000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenmis ve daha sonra 100 pL
slipernatan alinarak salim ortamina taze tampon ya da simiile sivi eklenmistir [113,
117]. Simiile sivilarda yapilan g¢alismalarda 2 saat ve 4 saat sonunda santrifiij
edildikten sonra 0,5 mL mevcut ortam alinmis ve ayn1 hacimde sonraki simiile sivi
tiiplere eklenmistir. Alinan 6rneklerdeki IL-2 miktar1 IL-2 ELISA kiti ile belirlenmis

ve kiimiilatif salinan IL-2 miktar1 hesaplanmustir.

3.3.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

a. Giivenlilik Calismasi

1-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-3,5-difenilformazan (MTT) sitotoksisite testi ve
L.929 saglikli fare fibroblast hiicreleri, memelilerle dogrudan veya dolayli olarak temas
edecek polimerik malzemelerin toksisitesinin in vitro belirlenmesi i¢in ABD
Farmakopesi (USP) 37 ve ISO 10993-5: 2009 tarafindan onerilen yontem ve hiicre
dizisidir.

Bu amagla 1.929 hiicreleri, 100 uL. DMEM'de (%10 fetal sigir serumu (FBS),
penisilin (100 {inite/mL) ve streptomisin (100 mg/mL) igerir) 5.000 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre plakalarina ekilmistir. 24 saat sonra, kuyucuklara
farkli konsantrasyonlarda herhangi bir etkin madde igcermeyen CD polimer ¢ozeltileri
(0,007- 0,015- 0,031- 0,062 mg/mL) ilave edilmistir. Hiicreler 24, 48 ve 72 saat inkiibe
edildikten sonra hiicre canlilig1 ¢alismasi suda ¢oziiniir tetrazolyum tuzu (WST-1) testi
ile belirlenmistir. Bu asamada her kuyucuga 100 uL WST-1 ¢ozeltisi (1:10 WST-1:
DMEM) eklenmis ve sonrasinda ol¢limler Esitlik 3.2.'de (n = 3, £ SS) verildigi gibi
450 nm'de mikroplaka okuyucuda yapilmstir.

% Hiicre Canlilis Tedavi Uygulanan Hiicrelerin Ortalama Absorbansi 100
= X
o Hucre Lanttiet Tedavi Uygulanmayan Hiicrelerin Ortalama Absorbansi

(Esitlik 3. 2.)
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Laktat dehidrojenaz (LDH) enzimi normalde sitozolde bulunan ve hiicre zari
hasar1 durumunda hizla dis ortama niifuz eden bir enzimdir [201]. Enzim, laktati
piriivata oksitler ve piriivat ortama eklenen tetrazolyum tuzu ile reaksiyona girer.
Kiiltiir ortamindaki (siipernatandaki) formazan miktarindaki artig, par¢calanmis hiicre
sayisindaki artigla dogrudan iliskilidir. WST-1 deneyinin yiiriitiildiigi plakalarda
hiicreler iizerindeki kiiltlir ortami almmis, LDH deneyi bu kiiltiir ortami ile
gerceklestirilmistir. Calismada negatif kontrol grubu olarak, hiicre ve kiiltiir ortami
iceren kuyucugun verisi; pozitif kontrol grubu olarak ise hiicre ve %]1°lik Triton X-
100 ¢ozeltisi igeren kuyucugun verisi kullanilmistir. Optik yogunluk, Esitlik 3.3.'te
verildigi gibi 500 nm'de mikroplaka okuyucu ile 6l¢iilmiistiir.

Test 6rnegi - Negatif kontrol

itotoksisite (%)=
st Pozitif kontrol - Negatif kontrol x 100

(Esitlik 3.3.)

b. Antikanser Etkinlik Calismasi

Ik olarak, CT26 hiicreleri 100 uL. DMEM'de 5.000 hiicre/kuyucuk ile 96
kuyucuklu hiicre plakalarina ekilmistir. 24 saat sonra, on bir farkli konsantrasyonda
(0,25-0,5-1-2,5-5-10-25-50-100-200 ve 400 uM) 5-FU ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Hiicreler 24 ve 48 saat inkiibe edilmis, ardindan hiicre canlilig1 yukarida tarif edildigi
gibi 6l¢iilmiistlir. Bu asamada, sadece DMEM ile tedavi edilen hiicreler %100 canl
olarak kabul edilmistir. 5-FU'nun ICso degeri Graphpad Prism 6'da hesaplanmustir.

Yukarida agiklanan isleme gore, hesaplanan ICsp degerinde 5-FU miktar
iceren, 5-FU ve IL-2 yiikli CD nanopleksleri, 5-FU ¢ozeltisi ve 5-FU+IL-2
¢ozeltisinin etkinligini belirlemek i¢in kuyucuklara uygulanmigtir. Ayrica, CD
nanoplekslerinin i¢indeki CD polimerlerinin miktar1 hesaplanarak, kontrol grubu
olarak bu konsantrasyonda hazirlanan CD ¢ozeltileri kuyucuklara eklenmistir. Son
olarak, hiicre canliligi Esitlik 3.2.°de belirtildigi gibi 24. ve 48. saatler icin

hesaplanmustir.
c. Hiicre Proliferasyonu ve Ger¢ek Zamanh Hiicre Canhihg Analizi

Adherent hiicrelerin deneyin baslangicindan itibaren zaman iginde siirekli

olarak hiicre biiylimesini analiz etmek i¢in xCELLigence-RTCA kullanilmustir.
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Hiicrelere herhangi bir miidahale edilmesine (6rnegin reaktiflerin eklenmesi) gerek
olmadan her kuyucugun dibindeki altin elektrotlarla dibe yapilan elektrik empedansini
Olgerek sistem ¢alismaktadir.

5-FU ve IL-2 yiikli CD nanoplekslerin CT26 hiicrelerinde antikanser
etkinliginin belirlenmesinde, doz bagimli ger¢ek zamanli hiicre proliferasyonu
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Bu amacla 6ncelikle kolon kanseri hiicreleri her
bir kuyucuga 200 pL igerisinde 5000 hiicre/kuyucuk olacak de eklenmistir. Gergek
zamanl olarak hiicrelerden 30 dakikada bir tabana yaptiklar1 impedansina ait veri
“hiicre indeksi” olarak kaydedilmistir. Bu deger 1’in iizerine ¢iktiginda, 21. saat, CD
cozeltileri, 5-FU ve IL-2 yiikli CD nanopleksler, 5-FU c¢ozelti ve 5-FU+IL-2
cozeltileri hedeflenen dozda 5-FU igerecek sekilde (polimer c¢ozeltileri de
nanopleksteki konsantrasyonda polimer igerecektir) uygulanmistir. Uygulama sonrasi
bir hafta siire ile hiicresel indeksler kaydedilmis ve uygulamaya bagimli hiicresel
proliferasyon degerlendirilmistir. Bu calisma, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji ABD laboratuvarlarinda, Prof. Dr. Petek KORKUSUZ ve
ekibi ile gergeklestirilmistir.

d. 3B In Vitro Tiimor Modeli

CT26 hiicreleri ile 3B tiimor modeli gelistirilebilmesi i¢in yuvarlak tabanli 96
kuyucuklu plakalar Poli-HEMA ¢ozeltisi ile kaplanmistir. Poli-HEMA 1,2 g 40 mL
(%95°1ik) etanolde ¢oziindiiriilmiistiir, her kuyucuga 50 pL eklenmistir. Gece boyunca
bekletilen plakalara, hiicre ekim ortam1 %3 h/h oraninda Matrigel® icerecek sekilde
200 pL igerisinde 5000 hiicre/kuyucuk olarak ekim yapilmistir. Ardindan plakalar
santrifiijlenmistir. Santrifiijleme islemi 10.000 rpm’de 10 dakika uygulanmistir. Her
iki glinde, besi yeri degistirilmistir. 3. giinde sferoid yapisi olustugu goriilmiis, ancak
gelisimin  devam etmesi i¢in 5. giinde formiilasyonlarin etkinliginin
degerlendirilmesine gec¢ilmistir [202-205].

Bu degerlendirmenin ilk adiminda, sferoidlere formiilasyonlar uygulandiktan
sonra ve uygulama sonrasi 24., 48. ve 72. saatlerde 151k mikroskobu ile goriintiileri
alinmigtir. 72 saat sonunda ise pipetajla dagitilan 3B sferoidi olusturan hiicrelerde

WST-1 analizi ile canlilik dl¢tilmiistiir.
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e. Hiicrelerde Immiinositokimyasal inceleme

CD44, P-glikoprotein 1 olarak da adlandirilan bir transmembran
glikoproteinidir. Serumda yiiksek ¢oziinliir CD44 seviyeleri, kolon ve mide kanseri
dahil olmak tizere gesitli kanserlerde tiimor yiikiiniin ve metastazin bir gostergesidir
[206].

3B in vitro tiimor modeli ile olusturulan sferoidlere uygulanan formiilasyonlar
sonrasinda, CD44 ve IL-2 i¢in indirekt immiinofloresan yontemi ile isaretlenerek
sferoidlerin immiinojenik 6zelliklerinin tayini gerceklestirilmistir [207]. Bu amagla,
sferoidlere CD g¢ozeltileri, 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanopleksler, 5-FU ¢ozeltisi, 5-
FU+IL-2 ¢ozeltisi ve kontrol grubu olarak DMEM Kkiiltiir ortam1 uygulanmistir (n=6).
48 saat inkiibasyon sorasinda, sferoidler iizerindeki besi yeri uzaklastirilmis ve
hiicreler PBS ile yikanmistir. Kuyucuklu lamlara aktarilan sferoidler 30 dakika siireyle
%4 paraformaldehit ile fikse edilmistir. PBS ile yikanan sferoidler permeabilizasyon
icin %0,2 Triton X-100 ile 10 dakika inkiibe edilmistir. Non-spesifik serum blokaji
icin 1 gece boyunca +4C°’de tavsan serumu (#catR9133, Normal Rabbit serum,
Sigma-Aldrich) ile inkiibe edilmistir. Optimal diliisyondaki (1/100) anti-fare CD44
(#catab189524, Recombinant Anti-CD44 antibody, Abcam) ve (1/100) IL-2
(#catab80681 Anti-IL-2 antibody) primer antikorlari ile nemli ortamda inkiibe
edilmistir (1 saat, RT). Sekonder antikor Alexa flour 488 (#cat ab150077, Goat Anti-
Rabbit IgG H&L Alexa Fluor® 488, Abcam) ile 30 dakika inkiibasyonu DAPI ile
cekirdek boyanmasi takip etmistir. Negatif kontrol olarak primer antikorun
damlatilmadig1 6rnekler kullanilmigtir. Solmayan kapama medyumu (#F4680, Sigma,
Almanya) ile kapatilan 6rnekler karsilastirmali olarak dijital kamera atagsmanli floresan
mikroskobu (DM6B, Leica, Almanya) altinda 495 nm eksitasyon ve 519 nm emisyon
dalga boyunda degerlendirilmistir.

Bu caligma, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

ABD laboratuvarlarinda, Prof. Dr. Petek KORKUSUZ ve ekibi ile ger¢eklestirilmistir.
f. Sferoidlerin Plastik Bloklarda Isik Mikroskobu ile Incelenmesi

Tiimdr hiicrelerindeki morfolojik degisikliklerin incelenmesi amaci ile deney
ve kontrol gruplarma ait sferoidler besi yeri uzaklastirildiktan sonra PBS ile

yikanmistir (n=4). Her sferoide 2 mL gluteraldehit eklenerek buz ilizerinde 1 saat
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fiksasyon saglandiktan sonra PBS ile yikama sonras1 30 dakika siireyle karanlikta
ozmiyum tetroksit ile post-fiksasyon yapilmigtir. Agara gomiilen sferoidler dereceli
alkollerde dehidratasyon ve propilen oksit ile seffaflandirma yapildiktan sonra plastik
bloklara gdmiilmiistiir. Bir mikrometre kalinligindaki yar1 ince kesitler metilen mavisi-
azur II ile boyandiktan sonra 151tk mikroskobu (DM6B, Leica, Almanya) altinda
apoptotik degisiklikler acisindan kalitatif olarak degerlendirilmistir. Bu c¢alisma,
Hacettepe  Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji ABD
laboratuvarlarinda, Prof. Dr. Petek KORKUSUZ ve ekibi ile ger¢eklestirilmistir.

g. Kanser Nodiillerinde In Vitro Olarak TUNEL ile Apoptoz Tayini

TUNEL, (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
labeling), hiicre ve dokularda apoptozun varligint DNA seviyesinde gosteren kalitatif
bir yontemdir. Bu yontem, apoptoz sirasinda olusan DNA kiriklarini histokimyasal
olarak tespit eder. Kirtkk DNA zincirinde yer alan serbest 3°-OH uglar
deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi ile isaretlenir. Floresanla konjuge olan bu
hiicreler mikroskop altinda incelenir.

3B tiimor modeli ile olusturulan ve 5-FU ile IL-2 yiikli CD nanopleks
uygulanan sferoidlerin apoptotik 6zellikleri TUNEL kiti ile tayin edilmistir. Bu amagla
yukarida anlatildig: gibi CT26 hiicrelerinden 3B sferoidler hazirlanmistir. Ardindan
sferoidler 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanopleksler, 5-FU ¢ozeltisi, 1L-2 ¢6zeltisi ve
DMEM ile 48 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonrasi sferoidlerin iizerindeki
besi yeri uzaklastirilarak hiicreler PBS ile ii¢ kez yikanmistir. 100 uL igerisinde PBS
ile hiicreler temiz 96-kuyucuklu hiicre plakasina alinmistir. Sonrasinda %4
paraformaldehit ¢ozeltisi 100 pL/kuyucuk olacak sekilde eklenmistir. Hiicreler 60
dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda PBS ile yikanan hiicrelere,
100 pL/kuyucuk permeabilizasyon ¢ozeltisi (%0,1 sodyum sitrat igerisinde %0,1
Triton X-100) eklenerek 2 dakika buz iizerinde inkiibe edilmistir. Sonrasinda PBS ile
hiicreler yikanmis ve 50 pL/kuyucuk olacak sekilde TUNEL reaksiyon karigimi
eklenmistir. TUNEL kiti olarak, Fluoresin konjuge dUTP igeren ve apoptotik hiicreyi
dogrudan etiketleme temeline dayanan ticari temin edilen kit (Roche 11684795910 In
Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein) kullanilmigtir. Hiicreler 60 dakika
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karanlikta 37°C’de inkiibe edilmistir. Son olarak PBS ile yikanan hiicreler 1s1k

mikroskobu altinda incelenmistir.

3.3.5. In vivo Antitiiméral Calismalar ve Dokularda Histopatololojik ve
Immiinolojik Yanitin Belirlenmesi

a. Giivenlilik Calismasi

5-FU’in saglikli hiicreler ve kanser hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisi
bilinmektedir. Formiilasyonumuzda buluanan CD polimerlerin canli organizmada
toksisiteye neden olup olmadigi belirlenmistir. Bu amagla CD2, CD7 ve CDS
polimerleri ile IL-2 yiiklii nanopleksler hazirlanmis ve kontrol grubu olarak serum
fizyolojik (SF) kullanilmistir. Her bir deney grubu i¢in 5 hayvan kullanilmigtir. 100
pL hacim igerisinde 5000 U IL-2 ve 3,9 mg CD olacak sekilde IL-2 yiiklii nanopleksler
hazirlanmis ve tek doz iv. olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyondan 24 saat sonra
hayvanlardan kan alinmistir. Alinan kan 2000 rpm’de, 10 dakika santrifiij edilerek
serum elde edilmistir. Serum 6rneklerinde alkalin fosfataz ve alanin aminotransferaz
gibi degiskenler dlciilerek toksisitenin olup olmadigi belirlenmistir.

Bu ¢alisma, Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama Merkezi'nde
(HUDHAM) H. U. Kanser Enstitiisii Temel Onkoloji ABD 6gretim iiyesi Prof. Dr.
Giines ESENDAGLI ve ekibi ile gereklestirilmistir.

b. Antitiimor Etkinlik Calismasi

Yapilan giivenlilik ¢aligmalar1 sonrasinda belirlenen CD polimer ya da
polimerleri ile antitiimor etkinlik degerlendirilmistir. ilk olarak farelere 2x10° CT26
kolon hiicresi, 100 pL (Img/ml; 1:10) Matrigel ® igerisinde olacak sekilde hiicre
siispansiyonu hazirlanmistir. Abdominal bolge ~1lcm’lik insizyonel kesi alani
olusturularak ¢ekum cikarilmistir. Cekum {izerinde insizyonel ¢izikler olusturularak
abdominal bolgeye tekrar yerlestirilmistir. Abdominal bolgeye yerlestirilen ¢ekum
izerine hazirlanan hiicre siispansiyonu inokiile edilmistir. Daha sonra, abdominal
insizyon bdlgesi absorbe edilebilen 5/0 monofilament ile cerrahi siitiir kullanilarak
kapatilmigtir. Siitiir alan1 batikonla temizlenerek hayvanlar anestezinin etkisinden
cikana kadar gozlenmistir. Cerrahi operasyon sonrasinda farelerde olusabilecek

dehidratasyonu onlemek amaciyla 0,5 mL steril %0,9 NaCl subkutan (sc) olarak
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enjekte edilmistir. Timor gelisim siireci izlenerek hiicre inokiilasyonu sonrasi 12.
giinde farelere iv. olarak formiilasyonlar uygulanmaya baslanmistir. Formiilasyonlar
haftada 2 kez olmak iizere toplam 4 enjeksiyon yapilmistir.

Tedavi gruplari olarak 5-FU ¢ozeltisi, 5-FU + IL-2 ¢o6zeltisi ile 5-FU ve IL-2
yiiklii CD nanopleksler uygulanmistir. Kontrol grubu olarak ise farelere sadece pH 7.4
PBS verilmistir. Nanopleks grubunda 9, diger gruplarda 8’er hayvan olmak iizere
toplam 33 fare ile galismalar yuritilmistiir. Tim gruplara 100 pL hacimde ilgili
¢Ozelti ya da formiilasyon PBS igerisinde iv. olarak enjekte edilmistir. Bu amagla, 100
uL igerisinde gruplara gore; 3,9 mg CD polimeri, 5000 U IL-2 ve 1,3 mg 5-FU (65
mg/kg doza gdre 20 g farede uygulanabilecek dozdur) bulunmaktadir.

Farelerin viicut agirligi ilk giinden itibaren her asamada (haftada 2 kez); tiimor
olusumu, enjeksiyon zamanlar1 ve tedavi sonlandirmada takip edilmistir. Iki hafta
boyunca uygulanan tedavi sonrasinda fareler sakrifiye edilmistir. Eter yardimiyla hafif
bayiltilan hayvanlardan kan alindiktan sonra sakrifikasyon igslemi yapilmistir. Daha
sonrasinda dalak, mezenterik lenf nodu ve tiimor dokulari ¢ikarilarak %10 FBS igeren
RPMI besi yerine alinmistir. Dokular ilk olarak bistiiri yardimiyla kiigiik parcalara
ayrilarak mekanik par¢alama yapilmistir. Daha sonra kollajenaz (100 U/mL), DNasel
(200 U/mL) ve %10 FBS-RPMI besi yeri karisiminin igerisinde 37°C su banyosunda
1 saat inkiibasyona birakilarak enzimatik parcalama saglanmistir. Parcalama isleminin
ardindan 40 mikrometrelik (um) steril slizgegten gegirilerek dokuya infiltre olmus
immiin hiicrelerin elde edilmesi saglanmistir. Izole edilen hiicrelerden miyeloid (anti-
fare-CD45, CD11b, Ly6G ve Ly6C) ve T (anti-fare-CD45, CD3, CD4, CD8, CD44,
CD28, CD69 ve CD62L) hiicrelerinin fenotipik 6zellikleri akim sitometri (FACS
Canto Il, BD) cihaziyla incelenmistir. Ayrica hayvanlardan kan alinmistir ve 2000
rpmde 10 dakika santrifiij edilerek serum elde edilmistir. Serumlar -80°C’de
saklanmistir. Elde edilen serumlardan T hiicresi ile iligkili sitokinler akim sitometri
(FACS Canto II, BD) cihaziyla Olglilmiistiir. Nanopleks formiilasyonlarinin
antitimoral, metastatik ve immiinolojik etkileri elde edilen sonuglarin analizi FACS
Diva (BD, ABD) yazilimu ile yapilarak degerlendirilmistir.

Hayvanlardan alinan kan, dalak, lenf diigiimii ve tiimor dokusu ornekleri
histopatolojik ve immiinolojik olarak degerlendirilmistir. Bu c¢aligmalar, Hacettepe
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama Merkezi'nde (HUDHAM) H. U. Kanser
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Enstitiisii Temel Onkoloji ABD &gretim iiyesi Prof. Dr. Giines ESENDAGLI ve ekibi
ile gergeklestirilmistir.

c. In Vivo Tiimér Modelinden Alinan Orneklerin Histopatolojik Incelemesi

PBS, 5FU c¢ozeltisi, SFU+IL2 ¢ozeltisi ve SFU/IL2/CD nanopleks
formiilasyonlari uygulanmis olan in vivo hayvan modeline ait kolorektal kanser
dokusu ile karaciger ve akciger 6rnekleri %10’luk formaldehit soliisyonu ile fikse
edilerek doku takip cihazinda takip edilmis ve parafine gomiilmiistiir. Kizakh
mikrotom cihaz1 (Leica SM2000R, Almanya) ile yaklagik 3-5 pm kalinliginda seri
kesitler alindiktan sonra oOrnekler, deparafinizasyon i¢in etiivde bir gece siire ile
bekletilmigstir. Histolojik degerlendirme igin rutin Hematoksilen&Eozin boyamasi
yapilmistir. Tiim6r dokulari, karaciger ve akcigerdeki odaklar dijital kamera atagsmanli
151k mikroskobunda (Leica DM6B, Almanya) degerlendirilmistir. Her kesitte toplam
mikroskobik tiimor odagi sayist hesaplandiktan sonra her odagin en (a) ve boyu (b)
um cinsinden LASX programi ile Slgiilmiistiir. Yapilan en ve boy Ol¢iimlerinden
p=a/2xb/2 formiilii ile her 6rnek i¢in karacigerdeki toplam odak alani hesaplanmistir
[208-212].

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

ABD laboratuvarlarinda, Prof. Dr. Petek KORKUSUZ ve ekibi ile ger¢eklestirilmistir.

3.3.6. istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, ABD)
kullanilarak Student t-testi ve ANOVA testi, tekrar sayisimin diisiik oldugu
caligmalarda ise Mann-Whitney U testi ve Kruskal-Wallis ile yapilmistir. p<0,05
istatistiksel olarak anlamli bir fark olarak kabul edilmistir.

In vivo timor modelinden alinan 6rneklerden elde edilen histopatolojik veriler
normal dagilim gostermedigi igin Kruskal-Wallis ile ¢oklu ve post-hoc Bonferroni
testi ile ikili karsilastirma yapilmistir. Veriler %95°lik giliven araliginda

degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

4.1. Siklodekstrin  Polimerlerin  Sentezlenmesi, Saflastirilmas1 ve

Karakterizasyonu

Sentezlenen farkli CD tilirevlerinden ©on formiilasyon c¢aligmalarinda
kullanilacak tiirevlerin belirlenmesi amaciyla, ilk olarak CD tiirevlerinin ylizey yiikii
tayini yapilmistir. Bu amagla CD tiirevlerinden 1’er mg tartilarak 1 mL ultra saf su
icinde manyetik karistiric1 varhiginda, oda sicakliginda ¢oziindiiriilmiistiir. Suda
¢oziinen tiirevlerin ylizey yiikii tayini zeta potansiyel Ol¢imii ile belirlenmistir.
Tamamen ylizey yiiklerinin elektrostatik etkilesimine dayali olarak olusan nanopleks
yapisinin olusumunu sonraki ¢aligmalarda da dogrulayabilmek adina etkin maddelerin
ylizey yiikleri hakkinda fikir edinmek oldukca onemlidir. Malvern Zetasizer cihazi
kullanilarak 12° ag1 ve 25°C sicaklikta, ii¢ tekrar seklinde gergeklestirilen dl¢iimlerde

elde edilen bulgular Tablo 4.1. ile verilmistir.

Tablo 4. 1. Nanopleks yapiy1 olusturmak i¢in kullanilan CD tiirev ve polimerlerin
sudaki zeta potansiyel degerleri (mV) (n=3, +SS).

) Zeta Potansiyel
CD Tiirevleri Polimerler

(mV) £SS
CD1 QABCD 442 +1.8
CD2 QA(BCD)PS.HCI 33.3+0.6
CD3 (GUA)1-BCD 0.8+1
CD4 (GUA)7-BCD 56.4+04
CD5 Heptakis(6-deoksi-6-amino) BCD 21.4+0.5

Heptahidrokloriir

CD6 6-monodeoksi-6-monoamino-BCD (serbest baz) 274+8
CcD7 ((NH2)1-BCD)PS.HCI 222+23
CD8 ((GUA)1-BCD)PS.HCI 342+0.8

Tablo 4.1.’de sunuldugu tizere CD1, CD3 ve CD6 yapilarinin nétral veya
negatif yiizey yiikiine sahip olmalari sebebiyle, nanopleks olusum mekanizmasi olan,
yiik etkilesimini olusturamayacaklari sonucuna varilmistir. Ayrica bu ti¢ CD tiirevi

gibi CD4 ve CDS5 yapilar1 da monomer CD tiirevleridir. Bu nedenle pozitif yiizey
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yiikiine sahip olan CD2, CD7 ve CD8 polimerleri ile 6n formiilasyon ¢aligmalarinin
yapilmasina karar verilmistir.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan, Dr. Milo Malanga tarafindan sentezlenen 6n
formiilasyon ve formiilasyon c¢alismalarinda kullanilan 3 CD polimerinin molekiiler
ve kimyasal yapilar1 Tablo 4.2.’de sunulmustur. Calismada kolaylik saglamasi i¢in

polimerler CD2, CD7 ve CDS olarak numaralandirilmistir.
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Tablo 4. 2. Tez kapsaminda kullanilan CD polimerlerinin molekiiler ve kimyasal
yapilari.

CD
Polimerler

Molekiiler Yap1 Kimyasal Yap:

Kuaterner-amonyum-

d g/ .. M‘] BCD ¢oziiniir
O/_g / O/\C];\O J Oﬁ/EH‘ polimer,

7 HO o . e
ﬁ’) o\)\/\w'\cr /H?:;og/\o | :Z epiklorohidrin ile
- N 1 OH

oy E J capraz baglanmis
CD2 8] HO/\;/\ i . /
\\QOZ pas s i Oy Cozinirlik: su>30 g
‘: o] L \O HO /CT'\‘
e S (/100 cm?, 25°C)
HO OH

Yiizey yiikii:
33.3+0.6 mV (suda)

Coziinlir amino-

Beta-CD polimer,
epiklorohidrin HCI
ile capraz baglanmig

Coziiniirliik: Suda
¢oziiniir (100 cm?,
25°C)

CD7

Yiizey yiikii:
22.242.3 mV (suda)

Coziiniir guanidino-
Beta-CD polimer,
epiklorohidrin HCI

ile capraz baglanmig

CD8 Coziiniirliik: Suda
¢Ozuntr

(100 cm?, 25°C)

Yiizey yiikii: 34.2+
0.8 mV (suda)

Nanoplekslerin olusmas1 ancak farkl yiizey yiiklerinin etkilesiminin varliginda
miimkiindiir. CycloLab tarafindan sentezlenen pozitif yiizey yiikiine sahip CD
polimerlerinin (CD2, CD7 ve CD8) yapisal analizlerinin sonuglar sirasiyla Sekil 4.1.

—4.6.”da sunulmaktadir.
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Sekil 4. 1. CD2 polimerine ait *H-NMR bulgular1 (D20, 298 K, 600 MHz).

Bir BCD bazli dallanmis yapidaki polimerin *H-NMR spektrumu, polimer
igindeki CD igeriginin belirlenmesine olanak saglamaktadir. Bununla birlikte, ‘D
NMR deneyleriyle ¢ikarilabilen yapisal bilgi sinirlidir. CD2’nin *H-NMR spektrumu,
dort farkli genis sinyal bolgesi gosterir (Sekil 4.1.). Piklerin genisligi, basarili bir
polimerizasyon gergeklestirildiginin bir gostergesidir. 3.0-3.5 ppm arasindaki keskin
tepe, kuaterner amonyum gruplarinin (-CH2-CHOH-CH2-N(CHz3)3) metil iinitesine;
4,5 ppm'deki kiiclik frekans, kuaterner amonyum pargalarmin (-CH2-CHOH-CH>-
N(CHs)3) metin birimine; 5-5,5 ppm arasindaki CD’nin anomerik boélgesine karsilik
gelmektedir. Anomer seker kimyasindaki bir ifade olup a- ve B- konfigiirasyon
farkliligma sahip izomerler i¢in kullanilmaktadir. Glikoz iinitesindeki 1 numarali
karbon atomundaki -OH grubu ile 6 numarali karbon atomundaki -OH grubunun trans
yapida olmasi sonucunda a- izomer ya da anomeri, cis yapida olmasi sonucunda [3-
izomeri olugsmaktadir. Anomerler birbiri ile denge halinde bulunmaktadir. 3.0-4.5 ppm

arasindaki genis tepe yapinin diger tiim rezonanslarinin rtiismesinin sonucudur.
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Sekil 4. 2. CD2 polimerinin DEPT tarafindan diizenlenmis HSQC spektrumu () (D20,
298 K, 600 MHz). Spektrumun genisletilmis hali (b).

Sekil 4.2.(a)'da, CD2'nin DEPT tarafindan diizenlenmis HSQC spektrumu
gosterilmektedir. 2B spektrumlar arasinda, DEPT tarafindan diizenlenen HSQC,
polimeri olusturan yapisal motiflerin tanimlanmasi/dogrulanmasi i¢in kullanilan bir
yontemdir. Spektrum, dort ayr1 ¢apraz pik grubuna boliinmiistiir. ~ 5.0-5,2 ppm / 100
ppm bolgesi anomerik c¢apraz pik grubunu; 3,2 ppm / 54 ppm bolgesi kuaterner
amonyum gruplarimin metil birimlerini; 4,5 ppm / 64 ppm bolgesi kuaterner amonyum
kisimlarinin metin birimini ve 3.4-4-5 ppm/ 55-90 ppm bolgesi kalan tiim capraz
pikleri gostermektedir.

Sekil 4.2.(b)'de, CD2'min DEPT tarafindan diizenlenen HSQC spektrumunun
biiyiitiilmiis hali gosterilmektedir. Metilen birimi ¢apraz pikleri, degerlendirme i¢in iyi

bir baslangi¢ noktasidir. CD'nin birincil tarafindaki siibstitiie edilmemis metilen
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birimleri tipik olarak 60 ppm'de (CD-C6-OH) rezonansa girer. CD'nin birincil yan
metilen birimlerinin alkil grubu ile siibstitiisyonu, 65-70 ppm (CD-CH2-CHOH-R)
arasinda daha yiiksek alanda frekanslarin kaymasina neden olur. ~67 ppm ve ~72
ppm'deki iki yaygin metilen ¢apraz tepe seti, capraz baglama maddesinin protonlarini
ifade eder. ~67 ppm'deki ¢apraz tepeler, propilen glikoliinkilere benzer, baglayicinin
distal (CD'ye gore) metilen birimlerine (yapisal motif: CD-CH2-CHOH-CH,-O-
CH2CHO-CH3-); ~72 ppm'deki daginik ¢apraz tepeler ise HPBCD monomerininkilere
benzer sekilde baglayicinin/siibstitiie edicinin yakin (CD'ye gore) metilen birimlerine
(yapisal motif: CD-CH>-CHOH-R) karsilik gelmektedir [213]. Protonlanmis nitrojene
(-CH2-N(CH3)3) bitisik olan metilen birimi, daha yiiksek kimyasal kaymada (3,8 ppm
/ 58 ppm) rezonansa girmektedir.
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Sekil 4. 3. CD7’nin *H-NMR spektrumu (D20, 298 K, 600 MHz).

CD7'nin 'H-NMR spektrumu (Sekil 4.3.) iki farkli genis sinyal bolgesini
gostermektedir. Piklerin genisligi, basarili bir polimerizasyonun gostergesidir. Daha
yiiksek frekanslardaki bolge, 5,0-5,5 ppm, CD'nin anomerik bdlgesine karsilik
gelmektedir; 3,0-4,5 ppm arasindaki genis tepe, yapmnin diger tiim rezonanslarinin

ortiismesinin sonucunda olusmustur.
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Sekil 4. 4. CD7 polimerine ait DEPT tarafindan diizenlenmis HSQC spektrumu (a)
(D20, 298 K, 600 MHz). Spektrumun genisletilmis hali (b).

Sekil 4.4.(a)’da sunulan 2B spektrum, iki izole edilmis ¢apraz tepe kiimesine
boliinmiistiir. Anomerik ¢apraz tepeler kiimesi ~ 5,0-5,2 ppm/ 100 ppm ve kalan tiim
capraz tepeler 3,4-5 ppm/ 40-90 ppm arasindadir. Sekil 4.4.(b)’de genisletilmis
spektrumda, baslangic maddesi olan Poli-(N3):-BCD'nin analog spektrumundan en
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onemli fark, amonyum pargasina bitisik metilen biriminin kaymasidir. Azido
grubunun indirgenmesinden sonra, ¢apraz tepe ~50 ppm'den ~40 ppm'ye (CD-CHo-
NH3") tasinmis, boylece reaksiyonun gergeklestirildigi agik bir sekilde kanitlanmistir.
Azidlenmis 6nciiye benzer sekilde, Poli-(NH3")1-BCD'nin DEPT tarafindan
diizenlenmis HSQC spektrumunda, CD'nin birincil tarafindaki siibstitiie edilmemis
metilen birimlerini tipik olarak 60 ppm'de rezonat (CD-CH2-OH) tanimlamak
miimkiindiir. CD'nin birincil yan metilen birimlerinin alkil grubu ile siibstitiisyonu, 65-
70 ppm (CD-CH2-OR) arasinda daha yiiksek alanda frekanslarin kaymasina neden
olur. ~62 ppm ve ~72 ppm'de kalan iki daginik metilen ¢apraz pik seti, capraz baglama
maddesinin protonlarina karsilik gelir. ~ 62 ppm'deki c¢apraz tepeler, propilen
glikoliinkilere benzer, baglayicinin distal (CD'ye gore) metilen birimlerine (yapisal
motif: R-CH2CHOH-CH,0-CH2CHOCH:>-); ~72 ppm'deki daginik ¢apraz tepeler, bu
frekanslar HPBCD monomerininkilere benzer baglayicinin/siibstitiie edicinin
proksimal (CD'ye gore) metilen birimlerine (yapisal motif: CD-CH>-OCH>CHOH-R)
karsilik gelmektedir. Polimeri olusturan metin birimlerinin tam atamasi, tipik olarak
80 ppm'de rezonansa giren CD'nin C4 frekanslarinin beklentisiyle tanimlanmasi daha
zordur. CD-C2'de OH gruplarinin alkil gruplariyla ikame, daha yiiksek ppm'de,
genellikle 75-80 ppm (CD-C2) arasinda kaymaya neden olur. CD-C5'e ve siibstitiie
edilmemis CD-C3'e karsilik gelen frekanslar/arabozanlar, kismen Ortiistiiklerinden
monomerik CD ile bile atanmasi en zor olanlardir. Bir BCD bazli dallanmig polimerin
0zel durumunda, sinyalin kismi Ortiismesi ve yayilmasi, analizi daha da zorlastirir.
Bununla birlikte, metin birimi ¢apraz tepeleri arasinda, daha yiiksek frekanslarda (4.0-
4.015 ppm) rezonansa girenler, proksimal (CD'ye gore) yapisal motife karsilik gelir:
CD-CH2-OCH2.CHOH-R.



Q.16

0.15

.14 -

0.13

a.12

a.11

Q.10

a.07

Marrnahizad hensty

.08 =
.05 =

0.04

0.03

0.2 =

0.0

0,109 -

0,108 -

in
Eil}
ZDEUTERIUM OXIDE

: Y

74

6.5 6.0 5.5 540

N
45 41 5 an
Kimyasal Kayma(ppm)

84

"

25

24 1.5 14 a5 a

Sekil 4. 5. CD8 polimerine ait *H-NMR spektrumu (D20, 298 K, 600 MHz).

Sekil 4.5.’teki spektrumda daha yiiksek frekanslardaki bélge, CD'nin anomerik

bolgesine 5,0-5,5 ppm karsilik gelirken 3.0-4.5 ppm arasindaki genis tepe, yapinin

diger tiim rezonanslarinin ortiismesinin sonucudur.
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Sekil 4. 6. CD8 polimerine ait DEPT tarafindan diizenlenmis HSQC spektrumu (a)
(D20, 298 K, 600 MHz). Spektrumun genisletilmis hali (b).

Sekil 4.6.(a)’da sunulan 2B spektrum, iki izole edilmis ¢apraz tepe kiimesine
bolinmiistiir. Anomerik c¢apraz tepeler kiimesi 5,0-5,2 ppm/ 100 ppm ve kalan tiim
capraz tepeler 3,4-5 ppm/ 45-90 ppm arasindadir. Sekil 4.4.(b)’de baslangic maddesi
Poli-(NH3")1-BCD'nin analog spektrumuyla en 6nemli fark, guanidino pargasina
bitisik metilen biriminin kaymasidir. Amino grubunun doniistiiriilmesinden sonra,
capraz tepe ~40 ppm'den ~45 ppm'ye (CD-C6-Gua) tasinmis, bdylece reaksiyonun
gerceklestirildigi agik bir sekilde kanitlanmistir. Baslangic maddesine benzer sekilde,
Poli-(Gua):-BCD'min DEPT tarafindan diizenlenmis HSQC spektrumunda, CD'nin
birincil tarafinda tipik olarak 60 ppm'de rezonansa giren siibstitiie edilmemis metilen
birimlerini de tanimlamak miimkiindiir (CD-C6-OH). CD'nin birincil yan metilen
birimlerinin alkil grubu ile siibstitiisyonu, 65-70 ppm (CD-CH2-OR) arasinda daha

yiiksek alanda frekanslarin kaymasina neden olur.
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~62 ppm ve ~72 ppm'de kalan iki daginik metilen capraz pik seti, capraz
baglama maddesinin protonlarina karsilik gelir. ~ 62 ppm'deki capraz tepeler, propilen
glikoliinkilere benzer, baglayicinin distal (CD'ye gore) metilen birimlerine (yapisal
motif: R-CH2CHOH-CH20-CH;CHOCHq>-); ~72 ppm'deki daginik ¢apraz tepeler, bu
frekanslar HPBCD monomerininkilere benzer baglayici/siibstitiie edicinin yakin
(CD'ye gore) metilen birimlerine (yapisal motif: CD-CH,CHOH-R) karsilik
gelmektedir. Polimeri olusturan metin birimlerinin, tipik olarak 80 ppm'de rezonansa
giren CD'nin C4 frekanslarinin beklentisiyle tanimlanmasi daha zordur. CD-C2'de OH
gruplarimin alkil gruplartyla siibstitiisyonu, daha yiiksek ppm'de, genellikle 75-80 ppm
(CD-C2) arasinda kaymaya neden olur. CD-C5'e ve siibstitiie edilmemis CD-C3'e
karsilik gelen frekanslar/arabozanlar, kismen oOrtiistiiklerinden monomerik CD ile bile
atanmasi en zor olanlardir. Bir BCD bazli dallanmis polimerin 6zel durumunda,
sinyalin kismi ortiismesi ve yayilmasi, gorevi daha da zorlastirir. Bununla birlikte,
metin birimi ¢apraz tepeleri arasinda, daha yiiksek frekanslarda (4.0-4.015 ppm)
rezonansa girenler, proksimal (CD'ye gore) yapisal motife karsilik gelir: CD-
CH2CHOH-R.

42.5-FU ve IL-2 Yikli CD Nanoplekslerin Hazirlanmas1 ve
Karakterizasyonu

4.2.1. Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilimu ile Yiizey Yiikii Tayini

Bu c¢alismalar Dr. Nielsen tarafindan sentezlenen tiirevlerle baslamistir.
Faktoriyel tasarim ¢alismalar1 gergeklestirilen bu tiirevlerden elde edilen nanopleksler
200-300 nm araliginda partikiil bliylikliigiine, genis polidisperite indeksi degerlerine
ve ¢ogunlukla negatif ya da nétral yiizey yiikiine sahip olmustur. Bu tiirevlerden elde
edilen nanopleks kritik kalite parametrelerinin (ortalama partikiil biiytikliigi, PDI ve
ylizey yikil) istenilen diizeyde olmamasi, elde edilen nanoplekslerin partikiil
blytikliigliniin ¢ok yiiksek ve polidispersitelerinin ¢ok genis olmasi sebebi ile tez
¢iktilara ulasabilmek i¢in farkli CD polimerler ile ¢alisma ihtiyaci olusmus ve
CycloLab ile ig birligi yapilmistir.

CycloLab‘da sentezlenen farkli CD tiirevlerinden 06n formiilasyon
caligmalarinda kullanilacak tiirevlerin belirlenmesi amaciyla, ilk olarak CD

tiirevlerinin yiizey yikii tayini yapilmistir (Tablo 4.1.). Tabloda goriildiigi gibi, CD1,
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CD3 ve CD6’nin notral ve negatif ylizey yiikiine sahip olmalari; CD4 ve CD5 tiirevleri
ise pozitif yiizey yiikiine sahip monomerik yapida CD tiirevleri olmalar1 sebebiyle
ilerleyen ¢alismalarda kullanilamayacagi belirlenmistir. Zeta potansiyel degerlerine
gore, net pozitif yiizey yiikiine sahip olan CD polimerleri (CD2, CD7 ve CD8) ile 6n
formiilasyon ve formiilasyon c¢aligsmalarinin yapilmasina karar verilmistir. Clinkii tez
kapsaminda hedeflenen sistem; nanoplekslerin olugmasi ancak farkli yiizey yiiklerinin
etkilesimi varliginda miimkiindiir.

Daha o6nce de belirtildigi gibi, 6n formiilasyon ¢alismalarinda etkin madde IL-
2’yi negatif ylizey yiikiine sahip olmasi agisindan taklit etmesi amaciyla, model
molekiil olarak sodyum tripolifosfat (STPP) kullanilmistir. Literatiir bilgisine
dayanarak, 5-FU ve IL-2’nin negatif ylizey yiikiine sahip oldugu bilinmektedir [214].
5-FU ile katyonik kitosan ve sodyum tripolifosfat ile katyonik kitosan arasinda iyonik
jelasyon yoOntemiyle nanopartikiiler sistemlerin hazirlandigi farkli calismalar
bulunmaktadir [191, 200]. Tim bu bilgiler 1s18inda bir 6n degerlendirme olabilmesi
icin ve tez kapsaminda temin edilen etkin maddelerin ylizey yiikiinden emin olmak
amaciyla 5-FU, IL-2 ve STPP suda ¢oziilerek zeta potansiyel olglimleri yapilmistir.
Tamamen ylizey yliklerinin elektrostatik etkilesimine dayali olarak olusan nanopleks
yapisinin olusumunu sonraki ¢caligmalarda da dogrulayabilmek adina etkin maddelerin
ylzey yiikleri hakkinda fikir edinmek oldukc¢a 6nemlidir. Zeta potansiyel 6l¢timleri
sonucunda literatiir bilgisi ile uyumlu veriler elde edilmistir. Ayrica, hazirlanan
nanopleks formiilasyonlar1 ultra saf su i¢inde oldugundan, ultra saf su i¢in de zeta
potansiyel 6l¢timii yapilmis ve sonug (-)1.46 = 1.07 mV olarak kaydedilmistir.

Calismalarda kullanilan etkin maddeler ve model yap1 olan STPP’ye ait zeta

potansiyel (ZP) degerleri Tablo 4.3. ile verilmistir.

Tablo 4. 3. Nanopleks yapisini olusturmak i¢in kullanilan ve negatif yiizey yiikiine
sahip maddelerin sudaki zeta potansiyel degerleri (mV) (n=3, £SS).

Etkin Maddeler Zeta Potansiyel (mV)
5-Florourasil (5-FU) -179+0.4
Interlokin-2 (1L-2) -22.0+£2.5
Sodyum tripolifosfat (STPP) -53.1+1.8

Nanopleksler, yapisal olusumu elektrostatik etkilesime dayanan ve iki zit yiiklii

yapinin karistirilmasi ile kendiliginden olusan nanopartikiiler yapilardir [215, 216].
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Elde edilen zeta potansiyel sonuglart ile tez kapsaminda kullanilacak nanopleks
yapisinin, 5-FU konjuge pozitif yiiklii CD polimer ve negatif yiizey yiikiine sahip IL-
2 ile olusturulabilmesinin miimkiin oldugu gdsterilmistir.

Tez kapsaminda gerceklestirilen Dr. Nielsen tarafindan sentezlenen CD
tirevleri ile gergeklestirilen ilk ¢alisma sonuglar1 géz oniinde bulundurularak CD2,
CD7 ve CD8 polimerleri ile nanopleksler hazirlanmistir. Bu amagla, 1 mg STPP 20
mL suda ¢6ziindiiriilmiis ve bu ¢dzeltiden 1 mL alinarak, 6nceden ¢oziindiiriilmiis olan
1 mg CD ve 1 mL su karisimina eklenmis 600 rpm’de 30 dakika karistirllmistir. Elde
edilen partikiil biiytikliigii dagilimi ve yiizey yiikii degerleri Tablo 4.4. ile sunulmustur.

Tablo 4. 4. CD polimerleri ile STPP nanoplekslerinin partikiil biytikligii dagilimi ve
yiizey yiikii degerleri (n=3, + SS).

kD .';?g'imer PB (nm) + SS PDI+SS | ZP (mV)+£SS
CD2 187+5.5 0.3 £0.04 24.9+0.1
cD7 128 + 10 0.4 +0.04 102+0.9
CD8 169 + 78 0.4+0.1 72+08

Literatiirdeki caligmalara bakildiginda nanopleks yapilarin yiiksek hacimlerde
de hazirlandigr goriilmiis ve formiilasyon hacmi 2 mL’den 4 mL’ye, iki kat
arttirtlmistir. Ayrica nanopleks hazirlama yontemi olarak CD ¢ozeltisi tizerine STPP
¢oOzeltisi damla damla ilave ederek 30 dakika, 600 rpm’de karistirilmis ve ardindan
0,45 pm’lik filtreler ile filtre edilmistir. Elde edilen nanoplekslere ait sonuglara
bakildiginda hacim artiginin partikiil biiyiikliigiinde CD2 nanoplekslerinde kii¢lilmeye
neden oldugu ancak CD7 ve CD8 nanoplekslerinde artiga yol ac¢tigi gozlenmistir
(Tablo 4.5.). Sonu¢ olarak, 100-250 nm araliginda partikiil biiylikligiine sahip

nanopleksler hazirlanmistir.
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Tablo 4. 5. STPP ile hazirlanan nanoplekslerinin hacim arttirilmasi sonucu belirlenen
partikiil bliyiikliigli ve dagilimi ile zeta potansiyel degerleri (n=3, £SS).

cb ??F')'imer PB (nm) £ SS PDI £ SS ZP (mV) £ SS
CD2 116 £ 12 0.5+0.02 8.9+03
CD7 235428 038 +0.01 0.9+0.2
CD8 238 +35.6 0.5 +0.03 274001

Nanopleks hazirlamada kullanilan etkin maddenin molekiil agirliginin
azalmasi partikiil biiylkligiinii dogrudan etkilemektedir. 5-FU’nun yani sira tez
kapsaminda kullanilan ikinci etkin madde olan IL-2 ile nanopleks formiilasyonlar
hazirlanmistir. Literatiir temel alinarak iki farkli konsantrasyonda (0,08 pg ve 0,16 pg)
IL-2 iceren nanoplekslere ait PB, PDI ve ZP degerleri Tablo 4.6.’da verilmektedir.
Yiiksek ve diisiik IL-2:CD orani olarak gegen bu oranlar 1:50.000 ve 1:25.000dir.

Tablo 4. 6. Farkli IL-2 miktarlar1 ile hazirlanan CD nanopleks formiilasyonlarina ait
partikiil biiyiikligii (nm), PDI ve zeta potansiyel (mV) degerleri (n=3, £SS).

C.D Yukselh-2:Cl) oram leeren Diisiik IL-2:CD orani iceren
Polimer nanopleks formiilasyonu s,
Tipi nanopleks formiilasyonu
PB (nm) ZP (mV)| PB (nm) ZP (mV)
L og [PDIESS| < og | POIESS | <L T
CD2 F'g};izio” 309+£86 [04+0.03] 32+£2.5 | 79+9.4 |0.44+0.02| 345+2.7
Filtrasyon |15 L 5 5 10520.03| 31217 | 65445 0484001 | 26.8+0.5
sonrasi
cp7 | FIasYon | heo o5 1 04+0.1| 18421 | 6045 | 0.42+0.1 | 19.3+3.4
oncesi
Filtrasyon | o 7 | 03402 | 20213 | 48+7.1 | 037401 | 178+ 1.8
sonrasi
CD8 F'g;ig?” 252+ 40 [0.4+0.06| 32+3.1 | 23074 | 0.48+0.1 | 342+47
Filtrasyon | 41 425 | 0720235215 | 95+7 | 0.9+0.06 | 28.7+3.6
sonrasi

Bu sonuglar gz oniine alindiginda; filtre por acikligini asan partikiil boyutu
gozlenmemistir (Tablo 4.6.). Sonug olarak, CycloLab tarafindan bu 3 CD polimerinin

5-FU ile konjugasyonlarinin yapilmasi talep edilmis ve caligmalara baslanmigtir.
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Her iki etkin maddeyi igeren 5-FU ve IL-2 yiikli CD nanoplekslerin
hazirlanmasinda oncelikle; 0,4 mg/mL olacak sekilde ultra saf su iginde 5-FU stok
¢oOzeltisi hazirlanmis, 1 saat 600 rpm’de karistirilmistir. Sonrasinda 4 mg CD tartilmis
ve 984 uL ultra saf su i¢inde 1 saat 600 rpm’de ¢6ziinmesi saglanmistir. Hazirlanan 5-
FU stok ¢ozeltisinden 1 mL, CD ¢ozeltisine eklenmis ve 30 dakika 600 rpm’de
karistirllmistir. Bu ikili sistemin iizerine, oncesinde stok olarak hazirlanan IL-2
¢ozeltisinden, 16 uL (=0,16 ng) eklenmis ve 30 dakika 600 rpm’de karistirilarak
nanopleksler hazirlanmistir. Nanoplekslere ait PB, PDI ve ZP ile partikiil stabilitesini

etkileyen parametrelerden olan pH degerleri Tablo 4.7. ile sunulmaktadir.

Tablo 4. 7. 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerin partikiil biiyiikligii dagilimi, ylizey
yiikii ve pH degerleri (n=3, £SS).

CD Polimer PB (nm) PDI ZP (mV) pH
Tipi
CD2 68,4+12,3 0,5+0,02 25,7£1,8 6,5
CD7 43.4+15.4 0,6+£0,4 14,2+1,8 55
CD8 91,3+14,7 0,7+0,2 27+2,3 7

Bu sonuglar 15181nda, iki etkin maddeyi tasiyan nanopleks yapisinin CD2, CD7
ve CD8 polimerleri ile 100 nm’nin altinda ortalama partikiil biiyiikliigii elde edilmis
ve notrale yakin pH degerleri 6l¢iilmiistiir.

5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerin liyofilizasyon islemi sonras: dagilimlar
ve bu kapsamda saklama kosullarinin partikiil biiyiikliigii ve dagilimu ile ylizey yiikiine
etkisi degerlendirilmistir. Hazirlanan nanoplekslerin bu parametrelerinin Malvern
Zetasizer Nano ZS cihaz1 ile Olgtimleri yapilmistir. Ardindan HETO PowerDry
PL3000 liyofilizatorii ile 48 saat siiresince liyofilizasyon islemi gergeklestirilmistir.
Liyofilize haldeki ornekler bu siire sonunda alinarak, liyofilizasyon Oncesindeki
hacmine esit hacimde ultra saf su iginde dagitilmis ve ardindan Malvern Zetasizer
Nano ZS cihaz ile partikiil biiyiikligi ve dagilimi ile zeta potansiyel degerleri

Ol¢iilmiistiir. Elde edilen veriler Tablo 4.8.’de gosterilmistir.
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Tablo 4. 8. 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerin liyofilizasyon oncesi ve sonrasi
partikiil biiyiikliigii dagilimi1 ve ylizey yukii degerleri (n=3, £SS) (*t-test, p<0,05
liyofilizasyon Oncesi sonuglarina gore) (Koyu karakter ile yazilan sonug, istatistiksel
farkin tespit edildigi sonugtur).

Liyofilizasyon Oncesi Liyofilizasyon Sonrasi

CD ZP
polimer | PBOM = | pryiss | mvyx | FBOM | ppragg | P (MV)

Tioi SS =SS =SS

ipi SS

CD2 68,4+12,3 | 0,48+0,02 | 25,7+1,8 63,9£9,7 | 0,52+0,07 | 30,2+1,7
CD7 43,5+15,4 0,58+0,3 14,2+1,8 | 133,1£29,6* | 0,73+0,3* | 18,3+2,8
CD8 91,2+14,7 0,73+0,2 27+2,3 129,8422,3 | 0,77+0,1 | 22,03+6

Hazirlanan ilag¢ yiiklii nanopleksler, liyofilizasyon islemi sonrasi suda disperse
edildiklerinde, 5-FU ve IL-2 yiiklii CD7 nanoplekslerin partikiil biiytikligii ve dagilimi
degerlerinde istatistiksel fark belirlenmistir (*t-test, p<0,05). CD2 ve CD8 polimerleri
ile hazirlanan 5-FU ve IL-2 yiiklii nanoplekslerde ise liyofilizasyon sonrasi olugan fark
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

DLS ile elde edilen sonugclara ek olarak nanoplekslerin karakterizasyonu i¢in
ayrica Nanopartikiil Izleme Analizi (NTA) ile Nanosight NS300 cihazinda partikiil
boyutu Olglimii yapilmis ve elde edilen bulgular Sekil 4.7.'de gosterilmektedir.
Grafiklere bakildiginda, CD2'nin (62 nm) aksine, CD7 ve CD8'de tepe noktalarina
denk gelen ikinci bir komsu tepe noktasi vardir ve CD7 igin ilk tepe noktas1 58 nm'de
ve ikincisi 75 nm'dedir. CD8 nanoplekslerinde ise 73 nm'de bir ilk tepeyi 95 nm'de
ikinci bir tepe takip etmistir.

CD2 nanoplekslerinin yaklasik 50 ile 70 nm arali§inda bir dagilim gostererek
Ol¢iilen nanoplekslerin ortalama partikiil biiyiikliigli 62 nm olarak kaydedilmistir.
Nanopleksler dar bir dagilim gdstermistir. CD7 nanopleksleri yaklasik 40 ile 90 nm
araliginda partikiil biiytikligii dagilimina sahiptir. CD2 nanoplekslerine goére daha
biiylik nanopleksler elde edilmistir. CD7 nanopleksleri daha genis bir aralikta dagilim
sergilemigtir. CD8 nanopleksleri ise yaklagik 25-125 nm araliginda bir dagilima
sahiptir. CD2 ve CD7 nanoplekslerine gére daha biiyiik olan CD8 nanopleksler ayn1
zamanda daha genis dagilima da sahiptirler.

NTA grafikleri, zit yiiklii molekiillerin yiizey yiik etkilesimi ile olusan
nanoplekslerin genig PDI degerlerini agiklamakta ve elde edilen sonuglar DLS

sonuglari ile uyumludur.
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Sekil 4. 7. Nanoplekslerin NTA analizi ile partikiil bilytikligi sonuglari; CD2
nanopleksler (a), CD7 nanopleksler (b), CD8 nanopleksler (c).

4.2.2. Morfolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

5-FU ve IL-2 yiiklii nanoplekslerin SEM (Tarama Elektron Mikroskobu) ile
goriintiilenmesinde taze hazirlanan sivi drnekler ve liyofilize toz 6rnekler kullanilarak

gerceklestirilmistir. Hazirlanan nanoplekslerin  goriintiileri  Sekil 4.8.-4.10.’da
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sunulmustur. CD2 nanoplekslerine ait elde edilen goriintiller Sekil 4.8.°de yer
almaktadir. Bu gorilintiilerde diizgiin kiiresel formalara sahip nanopleks yapilar

goriilmektedir.

e

HV spot| mag O WD tilt | det R e —
10.00 kV| 3.0 |120000 x [11.8 mm|-0 ° |ETD UNAM

Sekil 4. 8. 5-FU ve IL-2 yiiklii CD2 nanoplekslerin SEM gériintiisii (Olgek: 500 nm).

5-FU ve IL-2 yiikli CD2 nanoplekslerin elde edilen SEM goriintiilerinde
yaklagik 100 nm partikiil biiyiikliigiine sahip olduklari belirlenmistir. Elde edilen bu
goriintiiler DLS ve NTA sonuclarin1 desteklemektedir. Liyofilize toz 6rnek jellesmis

yapida oldugu i¢in 6rnegin goriintiisii kaydedilememistir.
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Sekil 4. 9. 5-FU ve IL-2 yiiklii CD7 nanoplekslerin SEM gériintiisii (Olgek: 500 nm,
2 pum).

5-FU ve IL-2 yiiklii CD7 nanoplekslerin elde edilen SEM goriintiilerinde 100-
150 nm araliginda partikiil bityiikliigiine sahip olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.9.). Bu
sonuglar DLS ve NTA analizi sonuglarin1 destekler niteliktedir. Bu nanoplekslere ait
ikinci goriintiide, liyofilize toz nanoplekslerin partikiil biiyiikliigii analizi sonucu

verilmistir. Nanoplekslerin kiimelesmis halde bulunduklar1 gériilmiistiir.
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HV [spot|mag O| WD [ tilt [ det | ——————5um-
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spot| mag O

UNAM

Sekil 4. 10. 5-FU ve IL-2 yiiklii CD8 nanoplekslerin SEM gériintiisii (Olgek: 5 um, 20
um).

5-FU ve IL-2 yiiklii CD8 nanoplekslerinin elde edilen SEM goriintiilerinde
yaklagik 300 nm partikiil biyiikliigiine sahip olduklari gozlenmistir (Sekil 4.10.).
Malvern Zetasizer Nano ZS cihazinda olgiilen degerler ile (Tablo 4.8.’de sunuldugu
tizere) genis bir PDI degerine sahip bu nanoplekslere ait 100 ve 200 nm gibi farkl
boyutlar gortintiilenmistir. NTA analizi ile elde edilen sonuglarda da bu boyutlar elde

edilmistir. CD8 nanopleksler i¢in, SEM analizi ve DLS ile NTA analizi sonuglari
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birbirini  desteklememektedir. SEM analizi i¢in hazirlanan Ornekte CD8
nanoplekslerinin analiz siirecine kadar agrege oldugu disiinilmistir. Bu
nanoplekslere ait ikinci goriintii, liyofilize toz nanoplekslere aittir. Nanoplekslerin toz

kiimeleri seklinde bulunduklar1 belirlenmistir.
4.2.3. FTIR ve DSC Analizi

Fourier Dontisiimlii Kizil6tesi (FTIR) spektroskopisi, yapisal analize izin veren
bir tekniktir ve bu ¢alismada farkli CD polimerleri ile ilag arasindaki olas1 kimyasal
etkilesimleri gozlemlemek tizere kullanilmistir.

5-FU, CD polimerleri ve SFU/IL2/CD nanopleks formiilasyonlarinin FTIR
spektrumlar1  Sekil 4.11.'de verilmistir. 5- FU spektrumu, 771 cm® (CF=CH
titresimleri), 1345 cm™'de (piridin titresimleri), 1400-1600 cm? (C=C ve C=N
titresimleri), 1720 cm™ (C=0 germe) ve 2900-3100 cm™ (N-H germe) karakteristik
bantlar icerir. Tiim nanopleks formiilasyonlarinda, bu karakteristik 5-FU bantlarinin
tamami1 gozlenmemistir, CD2 polimeri i¢in ¢ok diisiik yogunlukta gorildigi
soylenebilmektedir. Tiim CD polimer ve nanopleks spektrumlari, O-H gerilmesini
gosteren 3200-3600 cm™'de bir genis banda sahiptir. Ayrica, 1050-1085 cm™'lik bir
bant, CD polimerlerinin ve nanoplekslerin amid gruplarinin C-O gerilmesini ve 1600-

1700 cm™ bantlarini gosterir.
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Sekil 4. 11. 5-FU, CD polimerleri ve CD2 (a), CD7 (b) ve CDS (c) i¢in SFU/IL2/CD
nanoplekslerinin FTIR spektrumlari. Spektrumlar 400 ve 4000 cm ' dalga boylar

araliginda elde edilmistir.
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Diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC), olast etkilesimleri ve
nanoplekslerdeki serbest ilacin varligini daha fazla aydinlatmak i¢in model ilacin, CD
polimerlerinin ve ila¢ yiiklii CD nanoplekslerinin termal davranisini analiz etmek i¢in

kullanilmustir.

CD nanopleks formiilasyonlarinin termal davranmisini degerlendirmek igin,
serbest 5-FU, CD polimerleri ve 5FU/IL2/CD nanoplekslerinin DSC analizi
yapilmistir. Molekiillerin erime veya kaynama noktalarinda DSC termogramlar1 ve
endotermik pikler gozlenmektedir. Nanopartikiiler sistemlerin olusumu ile aktif
maddenin tepe noktasi kaybolmaktadir. Bu analizde, CD polimerlerinde veya
nanoplekslerinde erime piki gozlenmemistir. 5-FU'nun erime piki 284 °C'de literatiire
uygun olarak elde edilmistir [217, 218]. Sekil 4.12.°de verildigi gibi, tiim
nanoplekslerin DSC termogramlari polimere gore degismemis ve bu termogramlarda

5-FU’ya ait pik kaydedilmemistir.
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Sekil 4. 12. 5-FU, CD polimerleri ve 5FU/IL2/CD nanoplekslerinin DSC
termogramlari. Termogramlar 10°C/dk artirilarak elde edilmistir.



4.2.4. CD Polimer ve IL-2 Konsantrasyonunun Belirlenmesi
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Kiiltiire edilen splenosit hiicrelerinde polimer ve IL-2 ¢dzeltilerinin

konsantrasyona bagli hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Sonuglar

Sekil 4.13. ve 4.14. ile sunulmaktadir.
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Sekil 4. 13. Splenositlerde farkli polimer konsantrasyonlarinin hiicre canliligi iizerine

etkileri (n=3, £SS).
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Sekil 4. 14. Splenositlerde farkli IL-2 konsantrasyonlarinin hiicre gogalmasi tizerine
etkileri (n=3, £SS).

Elde edilen bu veriler dogrultusunda, her {i¢ polimer i¢inde %70 ve iizeri hiicre
canliliginin saglandigi 0,015 mg/mL konsantrasyonda polimerin giivenli oldugu
belirlenmistir. IL-2 miktarmin ise uyarim saglayabilmesi i¢in 20 Unite biriminde (=4
ng IL-2) olmasi gerektigi tespit edilmistir.

Sonug olarak, formiilasyonun 1 mL’sinde 0,5 mg CD polimeri ve 640 U IL-2
(=128 ng, stogumuzdan 12,8 pL) igermesi giivenlilik ve etkinlik saglanmasi i¢in
gerekli olmustur. Bu yeni oranlarda polimer ve ilag i¢eren nanopleksler hazirlanmistir.

Nanopleks formiilasyonu 1 mL’de 0,5 mg CD polimeri, 0,5 mg 5-FU ve 640 U
IL-2 (=128 ng, stogundan 12,8 uL) icerecek sekilde hazirlanmistir. Boliim 3.3.2.°de
belirtilen hazirlama yontemi esas alinmistir. Kisaca; 1 mg/mL olacak sekilde ultra saf
su icinde 5-FU stok c¢ozeltisi hazirlanmig, 1 saat 600 rpm’de karigtirilmastir.
Sonrasinda 1 mg CD tartilmis ve 974 uL ultra saf su iginde 1 saat 600 rpm’de
¢Oziinmesi saglanmigtir. Hazirlanan 5-FU stok ¢dzeltisinden 0,5 mL alinip, 0,487 mL
CD ¢ozeltisine eklenmis ve 30 dakika 600 rpm’de karistirilmistir. Bu ikili sistemin
lizerine, Oncesinde stok olarak hazirlanan IL-2 ¢ozeltisinden, 12,8 uL (=0,128 pg)

eklenmis ve 30 dakika 600 rpm’de karistirilarak nanopleksler hazirlanmistir.
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Nanoplekslere ait PB, PDI ve ZP degerleri belirlenmistir. Elde edilen veriler Tablo

4.9.°da sunulmaktadir.

Tablo 4. 9. 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerin partikiil bliytikligi ile dagilimi ve
zeta potansiyel degerleri (n=3, +SS).

CD Polimer Tipi PB (nm) PDI ZP (mV)
CD2 96,3 £9,14 0,6 £ 0,03 26,6 + 8.4
CD7 101,6 £8,2 0,6 £ 0,07 18,3+ 1,34
CD8 107,223 0,8 £ 0,05 17,8 £ 0,49

Elde edilen bu verilerle hedeflenen partikiil biiytikliigii degerinden (nanopleks
tanimlamalarinda belirtilen 100 nm degeri) uzaklagiimamistir. Daha az miktarda
polimer kullanilmasina ragmen katyonik yiizey yiikiine sahip nanopleksler basariyla
hazirlanabilmistir. Elde edilen bu nanoplekslerde 5-FU’nun yiikleme etkinligi
ortalama ~ %30 olarak 6lgiiliirken IL-2’nin yiiklenme orani ortalama %99,9 olarak

belirlenmistir.

4.2.5. 5-FU ve IL-2 Yiikli CD Nanoplekslerin Kisa Siireli Stabilite

Calismasi

Tez kapsaminda hazirlanan nanoplekslerin kolon kanseri tedavisinde
kullanilmasi amag¢lanmigtir. Bu kapsamda antikanser etkinlik ¢alismalarinin, kolon
kanseri indiiklenmis farelerde oral ve/veya parenteral uygulama ile belirlenmesi
planlanmistir. Oral uygulama sonrasinda nanoplekslerin gastrointestinal kanal
boyunca maruz kalacagi farkli pH’daki igeriklerdeki ve parenteral uygulama
sonrasinda kan pH’sindaki stabilitesi in vitro olarak simiile sivilarda incelenmistir.

Oral uygulama ortamlarinin in vitroda olusturulmasi amaciyla, simiile gastrik
stvi (SGF) pH 1.2, simiile intestinal siv1 (SIF) pH 6.8 ve simiile kolon sivist (SCoF)
pH 6 ve 7.8 kullanilmistir. Bu sivilar Avrupa Farmakopesi (EP) 8.0 (1) ve literatiir
bilgileri esas alinarak hazirlanmistir. Hazirlanan sivilarin pH’lar1 tekrar lgiilmiis ve
pH ayar1 yapilmistir.

Parenteral uygulamanin in vitroda taklit edilebilmesi i¢in pH 7.4 PBS
kullanilmistir. Oral ve parenteral uygulama ortamlari, ayn1 zamanda nanoplekslerden

etkin maddelerin salimini degerlendirmede kullanilmistir. SGF (pH 1.2) ve SIF (pH
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6.8)’de 2 saat olmak tizere ve SCoF aglik (pH 7.8), SCoF tokluk (pH 6) ve PBS (pH
7.4)’de 8 saat boyunca; DMEM’de 24 saat siiresince 1:10 (h:h) oraninda bu ortamlar
ile seyreltilen nanopleks formiilasyonlar1 37°C’de inkiibe edilmistir. Nanopleksler
suda ise +4 °C’de 1 hafta saklanmustir.

Baslangigta ve inkiibasyon sonucunda nanopleks formiilasyonlarimin partikiil
biiylikliigii, PDI ve ZP degerleri belirlenmis ve bulgular istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler Tablo 4.10. ile sunulmus ve degerler arasindaki

istatistiksel analiz ANOVA testi ile gergeklestirilmistir (n=3, £SS).

Tablo 4. 10. 5-FU ve IL-2 yiikli CD nanoplekslerin farkli simiile sivilarda stabilite
caligmasi sonucu elde edilen partikiil biiytikligi dagilimi-nm (a) ile zeta potansiyel-
mV (b) degerleri (n=3, £SS) (*p<0,05 Baslangi¢ (bas.) degerine gore istatistiksel farki
belirtir) (Koyu yazilanlar istatistiksel olarak farkin anlamli oldugunu belirtir).

PB (nm) PDI ZP (mV)
CD Inkiibasyon Inkiibasyon Inkiibasyon
ORTAM - sonrasi S sonrasi 2 sonrasi
SGF 49 + 0.4* 0.48 + 0.04 4.8 +0.2%
SIF 89 £2.7 0.47 + 0.006 9+0.7%
SCoF 90.1+2.2 0.41 +0.07 8.7 £0.5*
CD2 PBS 89.1+ | 796+09 | 046+ | 041+005 |27.7£0.3 4.8 +0.6*
DMEM 35 | 47.8+29* 003 | 0.41+0.02 29.1+1.55
Su 742+8.5 0.49 + 0.03 27.7+0.5
SGF 199.7 + 0.26+0.01 2.2 +0.6%
18.5*
SIF 41.49+6.6 0.65+0.12 3+2.1%
CD7 | SCoF 38.6+ | 532+7 | 044+ | 0.78+0.14% | 10.9+2.4 | -1.14+0.05*
PBS 3.6 3406+8 | 014 0.13 £0.02 -1.53+0.01*
DMEM 17.2 £ 3% 0.2 +0.09* -18.4 +1.48*
Su 50.05+9.6 0.47+0.2 19+£2.1*
SGF 130.8 + 0.35 + 0.06* 1.9 +0.4*%
41.8*
SIF 41.5+6.6 0.44 £ 0.07* 1.5+ 0.6%
CD8 | SCoF 852+ | 532+7 |096+ | 0.63+0.17% | 25.7£2.8 | 1.02 £ 0.06*
PBS 17.7 341+8* | 003 0.14 + 0.02* -1.39 £ 0.1*
DMEM 36.9 + 4* 0.46 + 0.38* -21+0.5*
Su 67.6+ 6.6 0.89+0.12 26.8+1.2
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Hazirlanan nanoplekslerin pH degerleri Tablo 4.7.’de yer aldig1 lizere, notrale
yakin Ol¢iilmiistir. SGF olarak belirtilen simiile gastrik sivimin pH’s1t 1.2°dir.
Nanopartikiiler sistemlerin farkli sivilar igerisinde partikiil biytkligii ve dagilimi,
ylizey yiikili degerlerinin stabil kalabilmesi i¢in, bu s1vi ortam pH’sinin nanopartikiiler
sistemin pH’sma yakin olmast gerekliligi literatiirde belirtilmektedir [219]. Su ve
PBS'nin pH degerleri nétre yakindir, sonug olarak CD2 ve CD7 nanoplekslerinin bu
ortamlarda stabil oldugu bulunmustur. Ote yandan, nanopartikiillerle ilgili literatiire
benzer sekilde, CD nanoplekslerinde simiile edilmis sivilarda zit yiike doniisen zeta
potansiyel degerleri gozlenmistir [220].

Nanoplekslerin suda saklama stabilitesi 1 aylik periyodu kapsayacak sekilde
planlanmistir. Ancak 1 aym sonunda takip edilen orneklerde mor-siyah agregat
olusumlar1 goézlenmistir. Bu sebeple uzun siireli saklama stabilitesi caligmalar

gerceklestirilmemistir.
4.2.6. IL-2’nin Biyolojik Aktivitesinin Belirlenmesi

In vivo igin belirlenen yeni oranlar ile IL-2 yiikli CD nanopleksler
hazirlanmistir. IL-2 ¢ozeltisi, polimer ¢ozeltisi ve IL-2 yiikli CD nanoplekslerin
splenositleri uyarabilme aktiviteleri degerlendirilmistir. Burada amag¢ nanopleks
olusurken IL-2’nin aktivitesinin kaybolmadigini ve dolayli olarak yapisal olarak da

degismedigini gostermektir. Sonuglar Sekil 4.15.‘te sunulmustur.
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Sekil 4. 15. Splenosit hiicre canliligima CD polimerlerin ve tek basma IL-2 ile CD
nanoplekslerden salinan IL-2’nin doz bagimli etkisi; CD2 polimeri (A), CD7 polimeri
(B), CD8 polimeri (C).
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Bu veriler 15181nda CD2 ve CD8 nanoplekslerden salinan IL-2’nin tek basina
IL-2 ile benzer/ayn1 oranda splenositlerde proliferasyona neden oldugu, anlamli bir
degisme olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05). CD7 tiirevi ile hazirlanan nanoplekste ise
hiicre proliferasyonunda IL-2 ¢ozeltisine gore anlamli bir azalma olmus; ancak
splenosit hiicrelerinin %50’sinden fazlasinin yasiyor olmasi ve IL2 yiikli CD7
nanopleks ile CD7 ¢ozeltisi arasindaki hiicre proliferasyonu farkinin anlamli (p<0,05)
olmasi nedeniyle IL-2’nin tiim CD nanoplekslerde biyolojik aktivitesini korudugu
distiniilmektedir. Bu durum, dolayli olarak ise IL-2’nin molekiiler yapisinin

degismedigini gostermektedir.

4.2.7. Nanopleks Yapisindaki IL-2’nin Yapisal Biitiinliigiiniin
Belirlenmesi

CD nanopleks formiilasyonlarinda bulunan IL-2’nin yapisal biitiinliigiiniin
formiilasyon hazirlama asamalarindan etkilenip etkilenmedigini belirlemek i¢in SDS-
PAGE analizi yapilmistir. 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerle yapilan ¢aligmada
5-FU kaynakli jelde kirlilikler tespit edildigi i¢in ¢alisma sadece IL-2’nin yiiklendigi
CD nanoplekslerle gergeklestirilmistir. Hazirlanan nanopleksler liyofilize edilmis ve
sonrasinda suda disperse edilmistir. VVortekslenerek IL-2 yiiklii CD nanoplekslerden
salinan IL-2 oOrnekleri ve IL-2 standardinin yapisi SDS-PAGE analizi ile
karsilagtiritlmistir. Sekil 4.16.’da belirtildigi gibi, CD2, CD7 ve CD8 ile hazirlanan
nanopleks formiilasyonlarindan salinan IL-2’nin, IL-2 standard: ile ayni molekiil
agirhgmna (51-52 kDa) sahip oldugu ve nanoplekslerin hazirlanma ve olusum

siirecinin, IL-2'nin yapisal biitiinliigiinii etkilemedigi belirlenmistir.
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Sekil 4. 16. 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerindeki IL-2’nin yapisal biitiinligiini
belirlemek i¢in dogal kosullar altinda SDS-PAGE analizi sonuglari. Jele bes ¢ozelti
yiiklenmistir; Hat M, Precision Plus Cift Renkli molekiiler agirlik isaretcisi; Hat 1, IL-
2 standardi; Hat 2, CD2 nanopleksi; Hat 3, CD7 nanopleksi; Hat 4, CD8 nanopleksi.

Yapisal biitinligii dogrulamak adina ek c¢alisma olarak tez kapsaminda
Dairesel Dikroizm (Circular dichroism-CD) c¢alismast gergeklestirilmis ancak
nanopleks igerisindeki IL-2 miktar1 ¢ok diisiik oldugu i¢in analiz sonucu veri elde

edilememistir.
4.2.8. 5-FU’nun Miktar Tayini Analiz Yontemi ve VValidasyonu

Analitik yontem validasyonunda 5-FU i¢in kullanilan yontemin dogrusallik,
dogruluk, kesinlik, duyarlilik ve oOzgiillik parametreleri incelenmistir. 5-FU’ nun
miktar tayini i¢in kullanilan analitik yontem ters faz HPLC yontemi olup, sabit faz
olarak C18 Oktadesil silika kolon ve mobil faz olarak Su: Asetonitril (90:10) (h/h)
kullanilmistir. Bu yontemle 266 nm’de DAD dedektorti ile gerceklestirilen deteksiyon
sonucu, 5-FU’ya ait pik 4,45. dakikada saf olarak elde edilmistir (Sekil 4.17.). Ancak

bu pik analiz siiresince 1s1 degisimi ile 1 dakika oynayabilmektedir.
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Sekil 4. 17. 5-Florourasile ait HPLC kromotogrami.

Dogrusallik/Kalibrasyon

5-FU’nun kalibrasyon dogrusunun belirlenmesi

amaciyla yedi

farkl

konsantrasyonda ¢dzeltisi hazirlanmis ve HPLC’de analiz edilmistir. Olgiilen 5-FU

miktarina kars1 egri altinda kalan alanin grafigi cizilerek dogrusal regresyon formiilii

ve korelasyon katsayis1 hesaplanmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrusu ve denklemi

Sekil 4.18. ile gosterilmistir.
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Sekil 4. 18. 5-Florourasile ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi.
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Elde edilen bulgularla, belirtilen konsantrasyon araliginda, HPLC ile analiz
sonucu olan pik alani arasinda dogrusal iliski saptanmistir. Elde edilen kalibrasyon

dogrusunun r? degeri 0,9999 olarak bulunmustur.

Dogruluk

Yapilan analiz sonucu elde edilen geri kazanim ortalamasi, standart sapma ve
varyasyon katsayilar1 Tablo 4.11. ile sunulmustur. Varyasyon katsayisi (VK) her bir
konsantrasyon i¢in %2’den kii¢iik ¢ikmistir. Bu sonug analitik yontemin dogrulugunu

gostermistir.

Tablo 4. 11. 5-Florourasilin dogruluk degerleri ve varyasyon katsayilari (n=6).

ORNEK 1 pg/mL 5 ng/mL 25 pg/mL 50 pg/mL
1 101,9 97 96,7 99,5
2 101,9 97,8 98,8 98,9
3 102,4 100 98,08 100,3
4 101,1 99,2 96,8 98,2
5 100,8 100,3 100 98,1
6 97 98,6 97,3 96,6
Ortalama 100,85 98,81 97,79 98,6
+SS 1,97 1,27 1,21 1,26
%VK 1,95 1,29 1,24 1,28
Kesinlik

Tekrar edilebilirlik: 5-FU konsantrasyonlarindan 50 pg/mL segilerek 6 kez art

arda HPLC analizi yapilmustir.
Tekrar elde edilebilirlik: 5-FU stogundan (200 pg/mL) hareketle seyreltme ile

elde edilen 6 adet 50 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan ¢6zeltinin HPLC analizi
gergeklestirilmistir.

Yapilan analiz sonucu elde edilen veriler Tablo 4.12.’de sunulmaktadir. Bu
sonuglarda varyasyon katsayis1 her iki analiz i¢in %2’den kii¢lik bulunmustur. Bu
bulgulara gore, HPLC yontemi tekrar edilebilir ve tekrar elde edilebilir sonuglar

vermektedir.
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Tablo 4. 12. 5-Florourasile ait tekrar edebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik degerleri
ve varyasyon katsayilari.

ORNEK Tekrar  Edilebilirlik | Tekrar Elde Edilebilirlik
(ng/mL) (ng/mL)
1 49,78 48,34
2 49,45 48,21
3 50,17 49,68
4 49,12 49,49
5 49,06 49,81
6 48,34 48,76
Ortalama 49,37 49,0
+SS 0,62 0,7
%VK 1,27 1,47

Giinler aras1 farklilik: Giinler arasi farklilik parametresinin degerlendirilmesi
icin ayn1 konsantrasyondan (50 pg/mL) 3 giin art arda 6l¢iimler yapilmistir. Sonuglar

Tablo 4.13. ile sunulmaktadir.

Tablo 4. 13. Mobil faz ile hazirlanan 5-Florourasile ait giinler aras1 farklilik degerleri.

GUNLER 1 10 25 50
pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL

1. GUN 0,85 9,49 24,33 47,69
2. GUN 0,85 8,88 21,26 45,43
3.GUN 0,89 8,65 21,75 42,8
Ortalama | 0,865 9,01 22,44 45,31
+SS 0,03 0,43 1,64 2,71
% VK 34 4,77 7,34 5,98

Tablo 4.13. ile sunulan sonuglarda, giinler aras1 farklilik igin varyasyon
katsayisinin %2’nin tizerinde oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismalarda farkli giinlerde ve
farkli konsantrasyonlarda 6rnekler mobil fazda ¢oziinerek hazirlanmistir. Bu nedenle
mobil fazda yer alan asetonitrilin, 5-FU’nun yapisinda bir bozunmaya neden
olabilecegi diisiiniilerek ayn1 ¢alisma, 5-FU suda ¢6ziinen bir ilag oldugu i¢in ultra saf
suda ¢oziindiiriilerek tekrar edilmistir ve elde edilen bulgular Tablo 4.14.’te

sunulmustur.
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Tablo 4. 14. Ultra saf su ile hazirlanan 5-Florourasile ait giinler arasi farklilik
degerleri.

GUNLER 10 (ng/mL) | 25 (ng/mL) | 50 (ng/mL)
1. GUN 7,93 20,67 44,66
2. GUN 8,25 22,46 45,67
3. GUN 7,72 20,47 42,72

Ortalama 796 21,2 44,35

+SS 0,26 1,09 1,49
%VK 3,35 5,15 3,38

Tablo 4.14. ile gosterilen sonuglara gére 5-FU’nun ultra saf su ile hazirlanan
stok ¢ozeltisinde yapilan analizde de varyasyon katsayisinin %2’nin {lizerinde oldugu
gozlenmistir. Literatiirde 5-FU yapisinin kisa siirede bozundugu belirtilmektedir [32].
Bu durum, analiz siiresince 5-FU’nun miktarinin giinden giine 6nemli derecede
azalmasi ile de yaptigimiz ¢alismalarda gozlenmistir. Bu nedenle, 5-FU’nun
calismalar sirasinda 6rnek hazirlama siiresince ve analizlerde, taze olarak hazirlanip
kullanilmasina ve giin i¢i farkliligin incelenmesine karar verilmistir.

Giin i¢i farklhilik: Bu farklilik parametresinin degerlendirilmesi icin tek bir

konsantrasyondan bir 6rnek hazirlanarak (10 pg/mL) 4 saat ara ile giin i¢inde 3 kez (0.
saat, 4. saat ve 8. saat) ayn1 6rnekten enjeksiyon yapilarak, HPLC ile analizi yapilmus,

elde edilen veriler Tablo 4.15.’te sunulmaktadir.

Tablo 4. 15. 5-Florourasile ait giin i¢i farklilik degerleri ve varyasyon katsayilar.

ORNEK GUN ICi FARK
0.saat 9,12
4. saat 9,09
8.saat 9,09
Ortalama 91
=SS 0,017
%VK 0,19

Tablo 4.15. ile verilen bulgulara gére 5-FU’nun 8 saatlik siire boyunca yapilan

analizlerinde varyasyon katsayist %2’den kiigiik bulunmustur. Bu sonug ilacin giin

icerisinde bozunmadan stabil kaldigin1 gostermektedir. Bu veriler dogrultusunda,
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calismalarin devaminda hep taze hazirlanan nanopleksler kullanilmis, miktar tayini ve
etkinlik analizleri nanoplekslerin hazirlamasi sonrasinda o gilin igerisinde

gergeklestirilmistir.
Duyarhhk

Analiz yonteminin duyarliliginin belirlenmesi i¢in gozlenebilirlik sinir1 (LOD)
ve alt tayin st (LOQ) degerleri saptanmistir. Gozlenebilirlik smiri, analitik
yontemde kullanilan cihazin saptayabildigi en diisiik konsantrasyonu ifade etmektedir.
Alt tayin sinir1 ise dogru ve tekrar edilebilen en diisiik derisimdir. S/G oran1 3 olan
konsantrasyon gozlenebilirlik sinirini, S/G orani 10 olan konsantrasyon ise alt tayin
siirini vermektedir. Yontemin duyarlilig1 i¢in gdzlenebilirlik sinir1 0,009 pg/mL ve
alt tayin siir1 0,03 pg/mL olarak tayin edilmistir.

LOD ve LOQ degerleri kalibrasyon dogrusunda yer alan en kiigiik
konsantrasyon degerinden, 0,5 pg/mL’den, diisiik bulunmustur. Bu veriler secilen
analitik yontemin c¢alismamizin amacina uygun duyarhilia sahip oldugunu

gostermistir.
Ozgiilliik

Nanopleks hazirlamada kullanilacak olan CD2, CD7 ve CDS8 polimerlerinin
mobil fazda ¢6ziinmesi saglanmis ve 5-FU ile kromotagramdaki yerlerinin tayini, olasi
girisim durumu degerlendirilmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.19. ile

sunulmustur.

‘I CD2 POLIMERI

Sekil 4. 19. CD polimerlerin tek baslarmma ve 5-FU ile birlikte mobil fazdaki
kromatogramlari.
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CD2 POLIMERI ve 5-FU
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CD& POLIMERI ve 5-FU

Sekil 4. 19. CD polimerlerin tek baslarina ve 5-FU ile birlikte mobil fazdaki
kromatogramlari. (Devam)
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Uygulanan bu HPLC yo6nteminde, ilerleyen donemde nanopleks hazirlamada
kullanilmasina ve 5-FU ile konjuge edilmesine karar verilen CD polimerlerinin 5-FU
piki ile girisim yapmadigi gézlenmis ve yontemin ilag i¢in 6zgiil oldugu sonucuna

varilmstir.
4.2.9. IL-2’nin Miktar Tayini Analiz Yontemi ve Validasyonu

IL-2 miktar tayini Fare IL-2 ELISA Kiti ile yapilmistir. Kitte bulunan el
kitabinda belirtilen adimlarla gergeklestirilen caligmalar sonucunda Oncelikle
standartlarla analiz yapilmistir. Standartlarla yapilan analizler sonucunda elde edilen
verilerle kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. Bu dogrunun denklemi Esitlik 4.1.’de

sunulmustur.

y(A)=0.0172x+0.155  (2=0,96)
(Esitlik 4.1.)

4.2.10. Yiikleme Etkinliginin Belirlenmesi

5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslere yiiklenen 5-FU miktar: ile sadece 5-
FU’nun yiiklendigi nanosistemlere yiiklenen 5-FU miktarinin belirlenmesinde indirekt
tayin yontemi kullanilmistir. Ayrica 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslere yiiklenen
miktar, bu yoOntemle belirlenmistir. Bu amagla hazirlanan  nanopleks
formiilasyonlarindan serbest ila¢ (yiliklenmeyen 5-FU), Millipore Ultrafree-MC
100000 NMWL filtreler ile 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek uzaklagtirilmistir.
Elde edilen yiikleme etkinligi degerleri Tablo 4.16.”da verilmistir.

Tablo 4. 16. Nanoplekslere ait 5-FU % yiikleme etkinligi (%YE) degerleri (n=3, £SS).

POLIMER | 5-FU Yiiklii CD Nanosistem | 5-FU ve IL-2 Yiiklii CD Nanopleks
%YE £SS %YE £SS
CD2 293+7,3 39,8+ 6,1
CD7 29,8+ 5,1 43,5+£2,6
CD8 33,4+4)5 41+5,0

5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerde 5-FU’nun yiikleme etkinligi yaklagik
olarak %40 iken, sadece 5-FU’nun yiiklendigi CD nanosistemde bu deger yaklasik
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%30°dur. IL-2’nin de yiiklenmesi ile hazirlanan nanoplekslerde, IL-2’nin varlig1 5-
FU’nun yiikleme etkinligini azaltict etkide bulunmamuis, aksine olumlu katkida
bulunmustur. Bunun sebebi olarak, CD polimeri ile 5-FU arasindaki yiik etkilesiminin
IL-2 varliginda arttig1 s0ylenebilmektedir.

5-FU ve IL-2 yiikli CD nanoplekslere yiiklenen IL-2 miktar ile sadece IL-
2’nin yliklendigi nanoplekslere yiiklenen IL-2 miktar1 indirekt yontemle ELISA kiti
kullanilarak belirlenmistir. 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslere ait elde edilen
yukleme etkinligi degerleri ayni yontemle belirlenmistir. Bu amagcla, hazirlanan
nanopleks formiilasyonlari, serbest IL-2’yi uzaklastirmak amaciyla Millipore
Ultrafree-MC 100000 NMWL filtreler ile 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Filtrenin molekiiler agirlik cut-off degeri dikkate alinarak IL-2 i¢in de uygun oldugu
goriildiigii i¢in bu yontemle serbest ilacit ayirma galismasi gergeklestirilmistir. Filtre

altindan 6rnek alinarak ticari olarak temin edilmis IL-2 ELISA kiti ile analiz edilmistir.

Tablo 4. 17. Nanoplekslere ait IL-2 % yiikleme etkinligi (% YE) degerleri (n=3, £SS).

POLIMER IL-2 Yiiklii CD Nanopleks | 5-FU ve IL-2 Yiiklii CD Nanopleks
%YE £SS %YE £SS
CD2 99,89 £ 0,01 99,8 £ 0,02
CD7 99,93+ 0,03 99,9 + 0,06
CD8 99,9+ 0,01 99,8 +0,01

Tablo 4.17.’deki verilerin 1s18inda, IL-2’nin yiiklenmesinde 5-FU’nun olumsuz
bir etkisi gozlenmemis, 5-FU ve IL-2 yiikli CD nanoplekslerle IL-2 yiiklii
nanoplekslere yaklasik ayn1 miktarda IL-2 yiiklenebilmistir.

4.2.11. In vitro ila¢ Sahm Cahsmalar

5-FU ve IL-2 yiiklii nanoplekslerden 5-FU’nun salim ¢alismalar1 37°C’de 120
rpm’de diyaliz membran teknigi ile sink kosul altinda gerceklestirilmistir. Bu amagla
hazirlanan nanopleks dispersiyonu diyaliz membrana yerlestirilmis ve 10 mL salim
ortamina konulmustur. Calkalayicili su banyosunda kurulan diizende 24 saat boyunca
belirli zaman araliklarinda 500 pL 6rnek alinmig ve salim ortamina ayni miktarda taze

ortam ilave edilmistir. Alinan 6rneklerdeki 5-FU miktar1 valide edilen HPLC metodu
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ile tayin edilmis ve % kiimiilatif salinan 5-FU miktar1 hesaplanmistir. Verilerden elde

edilen salim grafikleri Sekil 4.20.-4.24. ile gosterilmistir.
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Sekil 4. 20. 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerden PBS (pH=7.4) ortaminda zamana
kars1 5-FU’nun % kiimiilatif salim grafigi (n=3, = SS). * ile isaretli grafikte ilk iki saate
ait veri sunulmaktadir.
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Sekil 4. 21. 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerden simiile sivilarda-aglik zamana
kars1 5-FU’nun % kiimiilatif salim grafigi (n=3, £+ SS).
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Sekil 4. 22. 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerden simiile sivilarda-tokluk zamana
karst 5-FU’nun % kiimiilatif salim grafigi (n=3, £ SS).

Sonug olarak, 5-FU salimimin tiim nanopleks sistemlerinden ortalama olarak
%90 oraninda gerceklestigi 12 saat sonunda belirlenmistir. Ozellikle ilk 4 saatte
salimin hizli ve artan miktarlarda oldugu 8 ile 12. saatten itibaren ise bu artisin azaldigi

gbzlenmistir.
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5-FU ve IL-2 yiiklii nanoplekslerden IL-2’nin salim ¢aligsmalar1 37°C’de 120
rpm’de %0,2 Tween 80 iceren PBS (pH=7.4)’te ve simiile sivilarda yapilmistir.
Nanopleksler 1 mL salim ortaminda disperse edilmis ve calkalayicili su banyosunda
kurulan diizende 24 saat boyunca belirli zaman araliklarinda 6rnekler toplanmastir.
Salim tiipleri 10 dakika oda sicakliginda 10.000 rpm’de santrifiijlenmistir.
Stipernatandan 100 pL alinip, salim ortamina taze ortam eklenerek her zaman araligi
icin bu islem tekrarlanmistir. Alinan 6rneklerdeki IL-2 miktar1, IL-2 ELISA Kkiti ile

tayin edilmis ve % kiimiilatif salinan IL-2 miktar1 hesaplanmistir.
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Sekil 4. 23. 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerden PBS (pH=7.4) ortaminda zamana
karst IL-2’nin % kiimiilatif salim grafigi (n=3, + SS).
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Sekil 4. 24. 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerden simiile sivida zamana kars1 1L-
2’nin % kiimiilatif salim grafigi (n=3, = SS).

Ik bir saat icerisinde nanopleks sistemindeki IL-2’nin %63’ten fazlasinin
salindig1 goriilmektedir. Her iki salim ortaminda 24 saat sonunda IL-2 saliminin tiim

nanopleks sistemlerinden %90 oraninda tamamlandig belirlenmistir.
3.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalari
4.3.1. Giivenlilik Calismasi

Hiicre kiiltiiri ¢aligsmalar1 kapsaminda ilk olarak bos CD polimerlerin farkli
konsantrasyonlarinin giivenlilikleri L929 fibroblast hiicrelerinde WST-1 yontemiyle

belirlenmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.25. ile gdsterilmistir.
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Sekil 4. 25. CD polimerlerinin L929 hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak hiicre

canliligina etkisi; CD2 (A), CD7 (B), CD8 (C). (n=3, £SS)

Sekil 4.25. ile gosterilen sonuglara gore her ii¢c CD polimer tiirevinin de L929

hiicrelerinde giivenli oldugu sdylenebilir. Dort farkli konsantrasyonun test edildigi

caligmada, en yiiksek polimer dozlarinda bile (1/8 h:h), hiicre canliliginin %70'in
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tizerinde oldugu belirlenmistir. ISO 10993-5'e (2009) gore, in vitro sitotoksiste
testinde gilivenli olarak kabul edilebilir minimum hiicre yasayabilirligi sinir1 %70’tir
[221].

Polimerlere ait giivenlilik sonuglarinda istatistiksel ~degerlendirme
yapildiginda, polimerlerin kendi i¢inde farkli konsantrasyonlari arasinda fark olmadigi
goriilmiistiir (p>0,05, ANOVA testi). CD2 polimerinin, 0,25- 0,125- 0,062 mg/mL
konsantrasyonlarda CD7, CD8 ve kontrol gruplarindan farkli oldugu belirlenmis,
ancak 0,031 mg/mL’de ise fark gdzlenmemistir.

Gergeklestirilen LDH deneyine ait sonuglar ise Sekil 4.26.’da sunulmaktadir.
Laktat dehidrojenaz (LDH) enziminin belirlenmesi, hiicre sitoplazmik membran
hasarinin degerlendirilmesinde siklikla tercih edilen bir yontemdir. Hiicre zari
bilesenleri ile etkilesime girdigi bilinen siklodekstrin gibi molekiillerin toksisitelerinin
degerlendirilmesi i¢in de LDH enziminin belirlenmesi yontemi uygulanmaktadir.
Hiicre zarmin hasar gérmesi durumunda sitoplazmadan hiicre kiiltiirii ortamina LDH
saliir. Calismamizda, ti¢ farkli bos CD polimerinin dort farkli konsantrasyonda
uygulandiginda L1929 hiicrelerinden saliman LDH miktar1 ticari bir kit ile
belirlenmistir. Sekil 4.26’ya gore, bos CD polimerleri ile muamele edilen hiicrelerden
salinan LDH miktarinin, sadece DMEM ile muamele edilen hiicrelerden salinan LDH
miktar1 kadar oldugu gozlenmistir. Pozitif kontrol olarak Triton-X 100 kullanilmis ve

bu grupta hiicrelerden salinan LDH miktar1 kontrol grubuna gore 3 kat artmistir.
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Sekil 4. 26. Farkli konsantrasyonlarda CD polimerlerinin 1929 hiicrelerindeki LDH
aktivitesi; CD2 (A), CD7 (B) ve CD8 (C). Kiiltiir ortami ile muamele edilen hiicreler
Kontrol grubunu olusturmaktadir. %1 (h/h) Triton-X uygulanan grup ise pozitif
kontrol grubudur (n=3, £SS).
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4.3.2. Antikanser Etkinlik Calismasi

Hiicre kiiltiiri ¢calismalarinda kullanilmasi gereken etkin dozun belirlenmesi
icin 5-FU’nun hiicre proliferasyonunda %50 azalmaya neden olan konsantrasyon
olarak tanimlanan ICso degeri belirlenmistir. Bu amagla CT26 ve HT29 kolon kanseri
hiicre hatlart hiicre kiiltiirii ortaminda inkiibe edilmistir. Hiicreler yeterli sayiya
ulastiktan sonra 2 mL tripsin/EDTA (5x) soliisyonu ile kaldirilmis ve sayim islemi
yapilmustir. Uygun sayida hiicre igeren soliisyon hazirlanarak hiicreler 96 kuyucuklu
hiicre plakalarina hiicre sayis1 5000 (100 uL DMEM) olacak sekilde kuyucuklara
ekilmistir. Gece boyunca hiicrelerin ylizeye tutunmasi saglanmis ve ardindan 5-
FU’nun ultra saf su i¢gindeki stok soliisyonundan yedi farkli konsantrasyonda (2,5-5-
10-25-50-100 ve 200 puM dozda) 5-FU cozeltisi iceren besi yeri hazirlanmistir.
Hiicreler iizerindeki besi yeri uzaklastirilmis ve hiicreler farkli konsantrasyonlardaki
5-FU c¢ozeltisi ile 24 ve 48 saat boyunca inkiibe edilmislerdir ve ardindan 5-FU’nun
ICso degeri belirlenmistir (Tablo 4.18.).

Tablo 4. 18. 5-Flurourasilin fare ve insan kolon karsinoma hiicrelerindeki ICsg
degerleri (n=3, £SS).

HUCRE Zaman (saat) ICso (nM)
CT26 24 91,6
48 0,027
HT29 24 23,98
48 12,68

Tablo 4.18. ile elde edilen 1Cso degerleri sunulmaktadir. Artan inkiibasyon
stiresinde her iki hiicre tipinde 5-FU’nun hiicre biiyiimesi inhibisyonunda etkinliginin
artti@1 goriilmistiir. Sonrasinda hazirlanacak 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerin
etkinligi ile bu degerler baz alinarak degerlendirilecektir.

5-FU ve IL-2 yiiklii nanoplekslerin CT26 hiicrelerinde etkinlik ¢aligmasi (2B)
kapsaminda hiicreler 100 uL. DMEM igerisinde 5000 hiicre/kuyu olacak sekilde 96
kuyucuklu hiicre plakalarina ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda kuyucuklara
5-FU ¢ozeltisi 91,6 uM konsantrasyonda uygulanmistir. Hiicreler 24 ve 48 saat inkiibe

edilerek hiicre canlilig1 calismast WST-1 testi ile belirlenmistir (n=3).
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Sekil 4. 27. Hazirlanan nanopleksler ile polimer ve ila¢ ¢cozeltilerinin 24 (a) ve 48 (b)
saat sonunda CT26 hiicrelerinde antikanser etkinligi (n=3, £SS). *p<0,05: 5-FU+IL-2
ile inkiibe edilen gruba gore.
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Polimer ¢ozeltileri ve CD nanoplekslerinin, 5-FU’nun ICso degerinin ayni
konsantrasyonuna gore seyreltildigi calismanin sonuglari Sekil 4.27.'de verilmistir. 5-
FU ve IL-2 yiikli CD2 nanopleksi 24 ve 48 saat sonunda 5-FU+IL-2 ¢6zeltisinden
daha yiiksek sitotoksik etkiye sahiptir (p<0,05). Ek olarak ayni nanopleks 48 saatte 5-
FU’dan daha yiiksek sitotoksik etkiye sahiptir (p<0,05). Ote yandan, CD2 polimer
cozeltisi tek bagina CT26 hiicreleri lizerinde toksik etkiye sahiptir. 5-FU ve IL-2'nin
nanopleks i¢inde CD7 polimeri ile verilmesi, CT26 hiicrelerinin canliligim1 5-FU
¢Ozeltisinden daha fazla azaltmistir. Ancak bu durum CDS8 nanopleksleri i¢in gegerli
olmamustir. Polimerin ek sitotoksik etkisi ile CD2 nanoplekslerinde 5-FU ¢ozeltisinin

antikanser etkisinin agildig1 gézlenmistir.
3.3.3. Hiicre Proliferasyonu ve Ger¢ek Zamanh Hiicre Canlihig1 Analizi

Kontrol grubu ile formiilasyon gruplari arasinda proliferasyon agisindan
normalizasyon zamani (21. saat) ile 200. saat aralifinda proliferasyon profiline gore
belirli saatlerde hiicre indeksi alinarak istatistiksel analiz yapilmistir. Sekil 4.28.’de
deneyin baslangicindan sonuna kadar olusan hiicre indeksi grafigi sunulmaktadir.
Buna gére kontrol grubuna ait hiicre indeksinin formiilasyon uygulanan gruplara gore

yuksek oldugu saptanmistir.

T .CDngzeltisi
% [ 07 gozeltisi
; CD8 gozeltisi
% [ 5Fu/1L2/CD8 nanopleks
s |llsFu/i2/co2 nanopleks
y \\. 5FU/IL2/CD7 nanopleks
\\\Q. 5-FU gozeltisi
DKontrol
[ 5-FU+IL-2 gozeltisi

Hiicre indeksi

Zaman (sa;t)

Sekil 4. 28. CT26 hiicrelerine ait deney sonundaki analizin normalize hiicre indeksi
grafigi.

Analizde 24., 48. ve 72. saat sonuglar1 her polimer ve nanopleks grubunu
icerecek sekilde kontrol gruplari ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Elde

edilen sonuglar Sekil 4.29.’da sunulmustur.
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Sekil 4. 29. CT26 hiicrelerine ait polimer gruplara gore 24., 48. ve 72. saat hiicre
indeksi grafikleri; CD2 (a), CD7 (b), CD8 (c).
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48. saat verilerinde tiim nanoplekslerin kontrolle aralarindaki fark anlamli iken,
5-FU igeren ¢ozeltilerle karsilastirildiginda anlamli fark gézlenmemistir (Sekil 4.29.).
72. saat verilerinde de ayn1 durum devam etmistir (p<0,05). 5-FU ve IL-2 yiikli CD
nanopleksler kendi arasinda karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak

anlamli olmadig1 bulunmustur (Sekil 4.30.).

5FU/IL2/CD2 nanopleks

/ - 5FU/IL2/CD7 nanopleks
6-
5FU/IL2/CD8 nanopleks

»
4
w . . .
-] ¥ 5FU Cozeltisi
c
2 4 / —— 5FU+IL2 ¢bzeltisi
1S
o - =
> e=- Kontrol
I 2
0 T T T T
0. saat 24. saat 48. saat 72. saat
Saat(h)

Sekil 4. 30. CT26 hiicrelerine ait nanopleks gruplarini igeren hiicre indeksi grafigi.

Formiilasyon gruplarinin duplikasyon zamanina etkisi degerlendirildiginde

Sekil 4.31.’deki sonuglar ortaya ¢cikmistir.

__ 40,0
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g_ 10,0 -
e 5,0 -
.l_;. DJO 7
3 SFU/IL2/ SFU/IL2/ SFU/IL2/
CD2 CD2 CD7 CcD7 cD8 cD8 S5FU SFU+IL2
gy iz s s o peie | e e | AONErOl
gozelti |nanoplek| ¢ozeltisi | nanoplek| c¢ozelti |nanoplek| ¢ozeltisi | ¢ozeltisi
s s s
WSeril| 30,633 | 31,6875 | 26,0363 | 33,0057 | 33,3947 | 31,3814 | 28,8746 | 28,7834 | 24,5793
Formiilasyon

Sekil 4. 31. CT26 hiicrelerine ait duplikasyon zamani grafigi (*p<0,05, SFU ve
SFU+IL2 ¢6zeltisi uygulanan grupla karsilastirildiginda).

CD nanopleks uygulanan tiim gruplarda hiicre duplikasyon zamaninin kontrol

grubuna gore uzamis oldugu saptanmistir (Sekil 4.31.). Kontrole gore 5-FU ¢ozeltisi



128

ve 5-FU+IL-2 ¢ozeltisinde yaklasik 4 saatlik uzama gézlenmistir. CD7 ¢ozeltisinde 2
saatlik uzama gergeklesirken 5-FU ve IL2 yiikli CD7 nanoplekste bu siire 9 saate
yaklasmigtir. 5-FU ¢ozeltisi ve 5-FU+IL-2  ¢o6zeltisi uygulanan gruplarla
karsilastirildiginda  ise  duplikasyon zamaninda SFU/IL2/CD2  nanopleks,
SFU/IL2/CD7 nanopleks, 5FU/IL2/CD8 nanopleks, CD2 ¢ozeltisi ve CD8 ¢ozeltisi
uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlenmistir
(p<0,05).

3.3.4. 3B In Vitro Tiimoér Modeli

CT26 hiicreleri ile 3B tiimor modeli gelistirilebilmesinde Poly-HEMA ¢ozeltisi
ile kaplanan hiicre plakalarina Matrigel igerisinde ve 200 uL.’de 5000 hiicre/kuyucuk
olacak hiicre ekimi yapilmistir. Ardindan plakalar santrifiijlenmis ve her iki giinde bir,
besi yeri degistirilmistir. 5. giinde olusan tiimdr modeline ait mikroskop goriintiisii

Sekil 4.32.’te sunulmaktadir.

Sekil 4. 32. CT26 fare kolon kanseri hiicreleri ile olusturulan 3B kiiresel tiimoriin
mikroskobik goriintiisii.

Besinci gilinde olusmus olan 3B tiimorlerin her bir grup igin 1’er Ornek
secilerek gorselleri alinmistir. Sonrasinda 2B hiicre kiiltiiriinde 5-FU i¢in belirlenen
ICs0 degerinin 2 kat1 kadar 5-FU igeren ve orantisal olarak esit miktarda CD polimeri
ve IL-2 igeren CD ¢ozeltileri, 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanopleksler, 5-FU ¢ozeltisi, 5-
FU+IL-2 ¢ozeltisi kuyucuklara uygulanmistir. Kontrol grubuna ait kuyucuklara
DMEM hiicre kiiltiirii ortami1 eklenmistir. Uygulanan bu tedavi sonrasinda baslangicta
belirlenen kuyucuklarin 24., 48. ve 72. saatte gorselleri kaydedilmistir. Kaydedilen
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gorseller Sekil 4.33.’te sunulmaktadir. 72 saat sonunda pipetajla dagitilan hiicrelerde

canlilik WST-1 analizi ile belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.34.’te verilmektedir.
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Sekil 4. 33. 3B tiimoér modelinde nanopleks veya diger tedavilerin uygulama 6ncesi ve
uygulama sonrasi 24., 48. ve 72. saate ait mikroskop goriintiileri.
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Cozeltisi

7
5-FU IL2 nanopleks

5-FU Cozeltisi

5-FU IL2 Cozeltisi

Sekil 4. 33. 3B tiimoér modelinde nanopleks veya diger tedavilerin uygulama 6ncesi ve
uygulama sonrasi 24., 48. ve 72. saate ait mikroskop goriintiileri. (Devam)
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0. Saat 24, Saat 48, Saat 72. Saat

D8
Cozeltisi

D8

5-FU IL2 nanopleks

5-FU Gozeltisi

5-FU IL2 Cozeltisi

DMEM

Sekil 4. 33. 3B tiimoér modelinde nanopleks veya diger tedavilerin uygulama 6ncesi ve
uygulama sonrasi 24., 48. ve 72. saate ait mikroskop goriintiileri. (Devam)

Elde edilen goriintiilerde, CD polimer ve DMEM eklenen gruplarda sferoid
boyutunda 40-80 um biiyliime kaydedilmistir. 5-FU ¢ozeltisi ve 5-FU+IL-2 ¢ozeltisi
uygulanan gruplarda ise sferoid boyutunun degismedigi belirlenmistir. 5-FU ve IL-2
yiiklii CD nanoplekslerin eklendigi sferoidlerde ise 40 um kiiclilme gozlenmistir. Bu
verilerle CD nanoplekslerin 5-FU c¢ozeltisine gore daha etkin oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4. 34. 3B tiimor modeline uygulanan tedavi sonrasinda hiicre canliligi analiz
sonuglari, CD2 (A), CD7 (B), CD8 (C) (n=6+£SS). (*p<0,05 5-FU ¢ozeltisine gore
aradaki farkin anlamli oldugu grubu belirtir.)

Sekil 4.34. ile sunulan sonugclar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, CD2
ve CD7 polimerler ile hazirlanan 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerin 5-FU
¢ozeltisine gore daha etkili (aradaki farkin anlamli) oldugu belirlenmistir (p<0,05).
CDS8 polimeri ile hazirlanan 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerde ise aradaki farkin

anlamli olmadig1 gézlenmistir (p>0,05).
3.3.5. Hiicrelerde immiinositokimyasal inceleme

Kontrol grubundaki fare kolon kanseri sferoidlerinde, hiicrelerin formiilasyon
uygulanan gruplara goére CD44 ile daha yogun olarak isaretlendigi gozlenmistir.
Sadece hiicre kiiltiirii ile muamele edilen kontrol grubu i¢in tiimdr yiikiiniin fazla ve
metastatik aktivitenin oldugu CD44 ile yogun isaretlenmesiyle de dogrulanmigtir. 5-
FU ve IL-2 yiiklii CD7 ile 5-FU ve IL-2 yiiklii CD8 nanopleks uygulanan gruplarin
goreceli olarak diger gruplara gore (5-FU c¢ozeltisi, 5-FU+IL-2 ¢ozeltisi, kontrol ve
5FU/IL2/CD2 nanopleks) CD44 ile daha az isaretlendigi gortilmiistiir. Bu sonug, CD7
ve CD8 nanoplekslerin daha etkili oldugunu gostermektedir. 5-FU ¢ozeltisi ve 5-
FU+IL-2 ¢ozeltisi uygulanan sferoidlerin, IL-2 ile isaretlenmesinin, kontrol ve diger
deney gruplarina gore daha yogun oldugu belirlenmistir (Sekil 4.35.). U¢ boyutlu
sferoid modelinde floresan mikroskop altinda hiicreler Kkalitatif —olarak

degerlendirilmistir.



133

SFU/IL2/CD2 nanopleks  SFU/IL2/CD7 nanopleks  SFU/IL2/CDS nanopleks

CD44 igaretlemesi

IL-2 1garetlemes1

5-FU ¢ozeltisi 5-FU + IL-2 ¢o6zeltist KONTROL

CD44 1garetlemesi

IL-2 igaretlemest

Sekil 4. 35. CD44 ve IL-2 ile isaretlenen kolon kanseri sferoidlerine ait reprezantatif
mikrograflar sunulmustur. Kontrol grubunda, deney gruplarina goére CD44 ile yogun
isaretlenme dikkat cekmektedir. 5-FU ¢ozeltisi ve 5-FU+IL-2 ¢ozeltisi uygulanan
gruplarda IL-2 ile floresan isaretlenme belirgindir. Cekirdek: DAPI x 1000.

3.3.6. Sferoidlerin Plastik Bloklarda Isik Mikroskobu ile incelenmesi

Sferoidlerden elde edilen 6rneklerde 5-FU + IL-2 ¢ozeltisi uygulanan grupta
pleomorfik cekirdek ve sitoplazma yapisi gosteren epitel hiicreleri gozlenmistir.
Pleomorfizm kanser hiicreleri agisindan, hiicrelerin veya ¢ekirdeklerinin boyutunda ve
seklinde degisiklik goOstermesi olarak tanimlanmaktadir. Tiimor hiicrelerinin zar
yapilarinin yer yer eridigi ve apoptotik gorlintii sergiledikleri saptanmistir. Tedavi

uygulanan gruplara ait 6rneklerin tiimiinde apoptoza giden hiicreler oldugu dikkati
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cekmektedir (Sekil 4.36.). Bu Kkalitatif histolojik bulgularin ger¢ek zamanlh

proliferasyon analizinde elde edilen veriler ile uyumlu oldugu belirlenmistir.

5-FU ¢ozeltist 5-FU + IL-2 gozeltist S5FU/IL2/CD2 nanopleks

KONTROL

Sekil 4. 36. Formiilasyon ve kontrol grubuna ait sferoidlerden alinmis yar1 ince kesit
orneklerine ait reprezantatif mikrograflarda; kontrol grubundaki kolon kanseri epitel
hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazma biitiinliigiinti korudugu goézlenirken, formiilasyon
uygulanan gruplardaki hiicrelerin biitiinliiklerini kaybederek (**) apoptoza gittigi ()
gozlenmektedir. (Metilen mavisi Azur II ile boyama yapilmistir.)

3.3.7. Kanser Nodiillerinde In Vitro Olarak TUNEL ile Apoptoz Tayini

3B tiimor modeli ile olusturulan ve 5-FU ile IL-2 yiikli CD nanopleks
uygulanan sferoidlerin apoptotik 6zellikleri TUNEL kiti ile tayin edilmistir. Elde

edilen sonuclar Sekil 4.37. ile sunulmaktadir.
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Sekil 4. 37. 5-FU ve IL-2 yiikli CD2 nanopleks (a), 5-FU ve IL-2 yiikli CD7
nanopleks (b), 5-FU ve IL-2 yiiklii CD8 nanopleks (c), 5-FU ¢ozeltisi (d), IL-2
¢ozeltisi ve DMEM (f) ile inkiilbe edilen 3B CT-26 sferoidlerde apoptozun
belirlenmesi. Fluoresin konjuge d-UTP kullanilarak apoptotik hiicrelerdeki DNA
zincir kiriklari yesil renk ile boyanmugtir.

Farkli CD nanopleks formiilasyonlariin 3B kiiresel kolon tiimdrlerinde neden
oldugu apoptozis TUNEL yontemiyle belirlenmistir. Ticari olarak temin edilen kit
fluoresin konjuge —dUTP igerdigi i¢in uygulama sonrast apoptotik hiicreler floresan
mikroskobnunda yesil renk ile goriintiilenebilmiglerdir. Elde edilen sonuglara gore,
Sekil 4.37.-e ve f’de gosterilen sirastyla IL-2 ¢ozeltisi ve sadece DMEM ile isaretlenen
gruplarda herhangi bir boyama gézlenmemistir. 5-FU ¢o6zeltisi ile inkiibe edilen grupta
ise apoptotik hiicrelerin yogunlugunun CD nanopleks formiilasyonu ile inkiibe dilen
gruplara gore daha az oldugu ve siklikla sferoidin dis yiizeyinde ve ¢evresince oldugu
belirlenmistir. Formiilasyonlar apoptoz agisindan incelendiginde ise her 3 grubun da
hiicrelerde apoptoza neden oldugu ancak 6zellikle 5FU/IL2/CD7 nanopleksinin (Sekil
4.37.-b) cok katmanli sferoidin derinlerindeki hiicrelerde de apoptoza neden oldugu

mikroskobik inceleme ile gosterilmistir.
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3.4. In vivo Antitiiméral Cahismalar ve Dokularda Histopatololojik ve

Immiinolojik Yamtin Belirlenmesi
4.4.1. Giivenlilik Calismasi

Bu ¢alismalar kapsaminda oncelikle CD2, CD7 ve CD8 polimerleri ile IL-2
yiikli nanopleksler hazirlanmis ve kontrol grubu olarak serum fizyolojik (SF)
kullanilmistir. 100 pL hacim igerisinde 5000 U IL-2 ve 3,9 mg CD olacak sekilde IL-
2 yiiklii CD nanopleksler hazirlanmis ve tek doz iv. olarak enjekte edilmistir.
Enjeksiyondan 24 saat sonra hayvanlardan serum o6rneklerinde alkalin fosfataz ve
alanin aminotransferaz gibi degiskenler dlgiilerek CD polimerlerin toksisitesinin olup

olmadig belirlenmistir.

Tablo 4. 19. Saglikli hayvanlara farkli polimerin i.v. uygulamalarinin ardindan
toplanan serumlardan bakilan toksisite sonuglari (n=5, £SS).

Kontrol (PBS) ve Tedavi Gruplari
PBS CD2 CD7 CD8
AST (55-352 U/I1) 367+2.8 748+8.5 316.5+4.9 586+4.2
ALT (41-131 U/1) 71+2.8 71+1.4 53.5+0.7 79+2.8
cCRP (mg/dl) <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
AST/ALT 5.2+0.1 10.55+0.4 5.9+0 7.4+0.3

Yapilan bu ¢alismalar sonucunda CD7 polimerinin ALT (alanin transferaz) ve
AST (aspartat transaminaz) degerleri goz 6niine alindiginda daha giivenli oldugu tespit
edilmistir. In vivo galigmalarin devaminin CD7 polimeri ve nanopleksi ile yapilmasina

karar verilmistir (Tablo 4.19.).
4.4.2. Antitiimor Etkinlik Calismasi

2x10° CT26 kolon hiicresi, 100 pL (1mg/ml; 1:10) Matrigel® igerisinde olacak
sekilde, abdominal bolgesinde kesi sonrasinda ¢ekum {izerinde insizyonel ¢izikler
olusturulan farelere inokiile edilmistir Abdominal insizyon bolgesi absorbe edilebilen
5/0 monofilament ile cerrahi siitiir kullanilarak kapatilmigtir. Siitiir alan1 batikonla
temizlenerek hayvanlar anestezinin etkisinden ¢ikana kadar gozlenmistir. Cerrahi

operasyon sonrasinda farelerde olusabilecek dehidratasyonu 6nlemek amaciyla 0,5 mL
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steril %0,9 NaCl subkutan (sc) olarak enjekte edilmistir. Bu adimlarin uygulamalarina
ait gorseller Sekil 4.38.’da sunulmaktadir.

Sekil 4. 38. In vivo tiimor modeli olusturma ¢alisma asamalari. (Asama 1) Anestezi
altindaki hayvan cerrahi miidahaleye hazirlanmistir. (Asama 2) Hayvanda kesik
acilarak ¢ekum disari alinmistir. (Asama 3) Cekuma c¢izik atilmigtir. (Asama 4)
Hiicreler uygulanmistir. (Asama 5) Siitlirle cerrahi alan kapatilmistir. (Asama 6)
Batikon uygulanarak cerrahi bolge sanite edilmistir.

Uygulanan tedaviler dncesinde ve sonrasinda, haftada iki kez olmak iizere
toplam dort kez, hayvanlarin agirlik Ol¢timleri gergeklestirilmistir. Hayvanlarin
tedaviler siiresince agirliklarinin degisiminde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmemistir (p<0,05). Timor biiyliklikleri degerlendirildiginde kontrol grubuna
gore SFU/IL2/CD7 nanopleks grubunda istatistiksel olarak azalma gozlenmistir
(p<0,05) (Sekil 4.39a.). Sag kalim oranlarina bakildiginda ise 5-FU+IL-2 ¢ozeltisi
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uygulanan ile 5FU/IL2/CD7 nanopleks uygulanan gruplarda yiiksek oldugu
bulunmustur (p<0,05). 5-FU ve IL-2 yiiklii CD7 nanopleksin metastaz odagi sayisi
acisindan daha etkili oldugu ¢alisma sonuglarinda gozlenmistir. Elde edilen bulgular
Sekil 4.40.’ta sunulmaktadir.
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Sekil 4. 39. Tiimor indiiklenen hayvanlarda uygulanan tedaviler sonrasinda agirligin
(a), timor boyutunun(b) ve sag kalimin (¢) zaman igerisindeki degisimi (*p<0,05).
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Sekil 4. 40. Uygulanan tedavi siireci sonunda hayvanlardaki metastaz odag1 sayilar
(*p<0,05).

Metastaz odaklar1 degerlendirildiginde kontrol grubuna goére SFU/IL2/CD7
nanopleks uygulanan hayvanlarda istatistiksel olarak metastaz odagi sayisinin daha
diisiik oldugu gozlenmistir (*p<0,05).

Immunfenotipleme analizi yapilabilmesi igin iizerinde g¢aligmak istenilen
hiicreler tiimor, dalak ve mezenterik lenf nodundan akis sitometresi cihazinda
kapilama stratejisiyle (gating strategy) ayristirilmiglardir. Sekil 4.41. ile gosterildigi
gibi ilk olarak FSC-H/FSC-A {izerinden analizin dogru yapilmasi igin tek diisen
hiicreler kapilanmigtir. Ardindan SSC-A/FSC-A‘dan hiicreler graniil durumu ve hiicre

boyutuna gore kapilayarak debrisler disarida birakilarak ve ilgilenilen hiicre
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popiilasyonu se¢ilmistir. Ortak 16kosit marker CD45 ile kapilama yapilarak immiin
sistem hiicresi olan hiicreler secilmistir.

Aym sekilde, CD11b miyeloid hiicre belirteci yardimiyla miyeloid hiicreler
isaretlenerek miyeloid kokenli olmayan hiicreler analiz disinda birakilmistir. Son
olarak Ly6C+ Ly6G- olan popiilasyon monosit ve Ly6C orta/+ Ly6G+ popiilasyon

graniilositler olarak belirlenerek analizler yapilmistir.
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Sekil 4. 41. Miyeloid (a) ve lenfosit (b) hiicre analizi i¢in yapilan kapilama stratejileri.

Akis sitometrisi ile istenilen hiicreler dokulardan ayristirildiktan sonra
immiinofenotipleme ¢aligmalari yapilmistir. Dalak ve timdr 6rneklerinden elde edilen
CD45" hiicrelerinden CD3*, CD4" ve CD8" hiicrelerinin oranlari ile Cd11b* hiicreleri
ve bunlardaki notrofil ve monosit oranlar1 belirlenmistir. Lenf dokusu 6rneklerinden
CD45" hiicrelerinden CD3*, CD4" ve CD8" hiicrelerinin oranlar1 dl¢iilmiistiir. Elde
edilen bulgular Sekil 4.42. ile gosterilmistir. Tiim gruplarda tiimore infiltre immiin
hiicre sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamasina ragmen, 5-FU
¢ozeltisi grubunda diger gruplara gore daha az immiin hiicre bulunmaktadir (p<0,05).

Dalak dokusundaki T hiicreleri degerlendirildiginde, istatistiksel olarak 5-FU
ve IL-2 yiiklii CD7 nanopleks grubunda hiicre sayis1 daha fazladir (p<0,05). CD3" ve
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CD4" hiicre oranlar tim tedavi gruplarinda aynmi iken, 5-FU ve IL-2 yiiklii CD7
nanopleks grubundaki hiicre sayisi 5-FU ¢ozeltisi ile 5-FU ve IL-2 ¢ozeltisi gruplarinin
yaklasik 2 katidir.

Dalakta CD8" hiicre yiizdeleri incelendiginde, kontrol grubuna gore diger
tedavi gruplarinin daha az yiizdeye sahip oldugu goriilmektedir (p<0,05). Ancak doku
igerisindeki hiicreler incelendiginde ise kontrol ile 5-FU ve IL-2 yiiklii CD7 nanopleks
gruplarinin benzer sayida CD8" T hiicresi igerdigi belirlenmistir. 5-FU ve IL-2 yiiklii
CD7 nanopleksin, 5-FU ¢ozeltisi ile 5-FU ve IL-2 ¢ozeltisi gruplarina gére daha

yiiksek oranda CD8" T hiicresi barindirdig1 gézlenmistir.
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Sekil 4. 42. Tedavi sonrasinda dalak dokusundaki T hiicrelerin oranlari.

Sekil 4.43.’te dalak igerisindeki CD11b" hiicre ylizdelerine bakildigi zaman ise
kontrole gore 5-FU ¢ozelti, 5-FU+IL-2 ¢ozelti ve SFU/IL2/CD7 nanopleks gruplarinda
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istatistiksel olarak anlamli azalma goriilmiistiir (p<0,05). Hiicre sayilari incelendiginde
ise sadece kontrole gore 5-FU ¢ozeltisi grubunda istatistiksel azalma gozlenmistir.
Dalak dokusundaki nétrofil hiicre sayilar1 ve oranlar1 degerlendirildiginde kontrol
grubu ile diger tedavi gruplari arasinda istatistiksel fark tespit edilmistir (p<0,05). 5-
FU c¢ozeltisi grubunda en diisiik hiicre sayis1 ve orani yer alirken bu grubu 5-FU ve IL-
2 yiiklii CD7 nanopleks tedavi grubu takip etmistir. Monosit yiizdelerinde ise kontrol
grubuna gore 5-FU ve IL-2 yiiklii CD7 nanopleks ve 5-FU ¢ozeltisi grubunda anlaml
fark bulunmaktadir (p<0,05).
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Sekil 4. 43. Tedavi sonrasinda dalak dokusundaki miyeloid hiicre oranlari.

Timoérde tim tedavi gruplarinda T hiicrelerinin sayist ve yiizdelerinde
istatistiksel olarak fark saptanmamistir (Sekil 4.44.).

Tiim6rde CD11b" hiicre yiizdeleri degerlendirildiginde 5-FU ve IL-2 yiikli
CD7 nanopleks uygulanan grubun kontrol grubu ve 5-FU ¢ozeltisi uygulanan gruptan
daha az oldugu Sekil 4.45.’te goriilmektedir (p<0,05). Miyeloid hiicre yiizdesini ifade
eden bu sonuca gore, 5-FU ve IL-2 yiiklii CD7 nanopleks ile 5-FU ve IL-2 ¢ozeltisi ile
benzer orana sahiptir. Notrofil yiizdeleri degerlendirildiginde 5-FU ve IL-2 yiikli CD7
nanopleks grubunda kontrol ve 5-FU ¢ozeltisi gruplarma gore daha yiiksek oldugu
gozlenmistir (p<0,05). 5-FU ve IL-2 yiiklii CD7 nanopleks uygulanan grubun 5-FU
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¢ozeltisi uygulanan grup ile benzer monosit yiizdesine sahip oldugu belirlenmistir.
Notrofil ve monosit hiicre sayilarinda olarak gruplar arasinda istatistiksel fark

bulunmamaktadir (p>0,05).
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Sekil 4. 44. Tedavi sonrasinda tiimor dokusundaki T hiicrelerin oranlari.
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Sekil 4. 45. Tedavi sonrasinda tiimoér dokusundaki miyeloid hiicre oranlari.

Lenf nodu igerisindeki CD8" hiicre yiizdelerinde 5-FU ¢ozeltisi ve 5-FU+IL-2

cozeltileri arasindaki fark anlamlidir. 5-FU ¢6zeltisi uygulanan grupta CD8" hiicre

sayis1 daha yiiksektir (Sekil 4.46.).
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Sekil 4. 46. Tedavi sonrasinda lenf nodu dokusundaki T hiicrelerin oranlari.

Uygulanan tedavilerin T hiicreleri lizerindeki etkisi dalak, lenf nodu ve tiimér
dokularinda incelenmigtir. T hiicreleri, yardimcr T (CD4") hiicreleri ve sitotoksik
(CD8") T hiicreleri olmak tizere ikiye ayrilarak incelenmistir. Mezenterik lenf nodu ve
dalakta CD4" T hiicreleri ve CD8" T hiicrelerinin oranlar1 gruplar arasinda farklilik
gozlenmezken her iki dokuda da baskin olan hiicre popiilasyonu CD4" T hiicreleridir.
Timorde ise gruplar arasinda CD4" ve CD8" T hiicrelerinin oranlar1 farklilik
gostermekle birlikte baskin popiilasyon CD8" T hiicreleridir.

Tedaviler sonrasinda hayvanlardan alinan kan Orneklerinden toplanan
serumlarda IFN-y, TNF-a gibi anti-tiimor yanitlarda rol oynayan sitokin varliklar
belirlenirken; IL-2 serumdan referans degerinden diisiik oldugu igin tespit
edilememistir (Sekil 4.47.).
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Sekil 4. 47. Serumdaki T lenfosit iliskili sitokin diizey analizi.

Gruplar, IFN-y ve TNF-a sitokin diizeyleri bakimindan degerlendirildiginde;
kontrol grubuna gore diger tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli artis goriilmiistiir
(p<0,05). Serumdaki IFN-y diizeyindeki artis bakimindan tedavi uygulanan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamasiyla birlikte en yiiksek IFN-
y diizeyi 5-FU+IL-2 ¢ozelti ve S5FU/IL2/CD7 nanopleks uygulanan gruplarda
belirlenmistir (p<0,05). Bu durum nanopleks yapisinin enflamatuvar yanittaki artisi
degistirmedigini gostermistir. Serumdaki TNF-a sitokin diizeyine bakildiginda ise;
tedavi gruplar1 arasinda enflamatuvar yanit agisindan bir farklilik bulunmamaktadir

(p<0,05).

3.4.3. In Vivo Ortama Uygulanms Kanser Nodiillerinin Histopatolojik

incelemesi

PBS, 5-FU ¢ozeltisi, 5-FU+IL-2 c¢ozeltisi ve 5-FU ve IL-2 yiikli CD7
nanopleks formiilasyonlar1 uygulanan gruplara ait primer timdor odaklar ile uzak

organ metastazi olarak akciger ve karaciger dokular1 degerlendirilmistir (Sekil 4.48.).
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nanopleks

Sekil 4. 48. PBS, 5-FU ¢ozeltisi, 5S-FU+IL-2 ¢ozeltisi, 5-FU yiiklii CD7 nanopleks ve
5-FU ve IL-2 yiiklii CD7 nanopleks formiilasyonlar: uygulanan gruplarda, timor
dokusu (A, D, G, M), karaciger (B, E, H, N) ve akciger (C, F, I, O) mikrograflari.
Sekil 4.48. ile sunulan graflarda ilk kolonda (A, D, G, M) ortotopik timor
dokusu peritiimdral doku ile beraber izlenmektedir (*) X125. Ikinci kolonda karaciger
parankiminde yerlesik metastatik timor dokusu () arastirilmistir. Ugiincii kolonda
akciger parankimasindaki tiimor odag gosterilmektedir (**) x200. Akciger metastaz
bulgusu olmayan 5-FU+IL-2 ¢ozelti grubu (O) representatif olarak sunulmustur.
Primer tiimor odaklari degerlendirildiginde, 5-FU ve IL-2 yikli CD7
nanopleks formiilasyonu uygulanan tedavi grubunda PBS ve 5-FU c¢ozeltisi
uygulanana gore istatistiksel agidan anlamli olarak daha az tiimor odagi gelistigi

gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.49.).
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Sekil 4. 49. PBS, 5-FU ¢ozeltisi, 5-FU+IL-2 ¢ozeltisi ve 5-FU ve IL-2 yiiklii CD7
nanopleks formiilasyonlari uygulanan tedavi gruplarinda primer timér odaklart (*)

p<0,05.

PBS uygulanan grup ile 5-FU g¢ozeltisi, 5-FU+IL-2 ¢ozeltisi ve 5-FU ve IL-2

yiikli CD7 nanopleks formiilasyonlart uygulanan gruplar arasinda hepatik metastaz

alani agisindan anlamli fark bulunmamaktadir (Sekil 4.50a.). Ancak akcigerdeki

metastatik odaklar izlendiginde; 5-FU ve IL-2 yiiklii CD7 nanopleks uygulanan grupta

metastatik odak alan1 PBS uygulanan alana gére anlamli olarak azalmistir (p<0,05)

(Sekil 4.50b.). Timor odak alanlari degerlendirildiginde ise en kiiciik primer

odaklarin, karaciger ve akciger odaklarmin 5-FU+IL-2 ¢6zelti uygulanan tedavi

grubunda oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4. 50. PBS, 5-FU c¢ozeltisi, 5-FU+IL-2 ¢ozeltisi ve 5-FU ve IL-2 yiikli CD7
nanopleks formiilasyonlar1 uygulanan tedavi gruplarinda karacigerdeki (a) ve
akcigerdeki (b) metastatik alanlar (*) p <0,05.
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4. TARTISMA

Tez kapsaminda, antikanser ilag 5-FU ve immiinoterapotik molekiil IL-2’nin
ayn1 nano boyutlu tasiyici sistem ile formiilasyonu ve kolon kanseri tedavisindeki
etkinliginin belirlenmesi amac¢lanmistir.

Kolorektal kanser tedavisinde etkinligi bilinen ancak yan etkileri sebebiyle
klinikte kullanimi1 sinirli olan 5-FU ve klinik ¢aligmalarda kolon kanserindeki etkinligi
aragtirtlan IL-2 ile yiikli CD polimeri ile hazirlanan immiinokemoterapotik CD
nanoplekslerin farelerde kolon kanseri tedavisinde giivenli ve etkili oldugu

bulunmustur.

5.1. 5-FU ve IL-2 Yiikli CD Nanoplekslerin Hazirlanmas1 ve
Karakterizasyonu

Tezde kullanilan antikanser molekiil 5-FU, kolon kanseri tedavisinde
kullanilan kemoterapétiklerden biridir, ancak tiimdr bolgesine ulasan 5-FU miktarinin
diisik olmast ve mevcut toksisitesi nedeniyle kullanimi sinirhdir [62, 222].
Literatiirdeki calismalar, 5-FU'nun nanopartikiiler sistemler yoluyla taginmasinin
toksisitesini azalttigini ve etkinligini arttirdigini géstermistir [54, 222-224].

Tezdeki immiin terapotik molekiil olan IL-2 ise ilk olarak 1976'da T hiicresi
biiylime faktorii olarak tanimlanmistir. IL-2, mitojenle aktive olan insan T hiicrelerinin
sipernataninda bulunur ve burada T hiicrelerinin in vitro biiylimesini ve ¢ogalmasini
desteklemede onemli bir rol oynar. Literatiirde de bildirildigi gibi, IL-2’nin kolorektal
kanserde antitimor etkinligi soz konusudur ve bu nedenle etkinligi degerlendirilmeye
devam edilen kolon kanseri tedavi ajanlar1 arasinda umut verici yaklagim olarak kabul
edilmistir [225]. Kolon kanserinde, kanser hiicreleri ve stromal fibroblastlar,
malignitelerin ¢ogundan sorumlu olan “stromal reaksiyon” adi verilen mekanizma ile
submukozal dokuya infiltre olmaktadir. Kanser bagisikliginin histolojik
siniflandirmasina dayanarak, dislanmis tip kolon kanserleri arastirilmistir. Bu tipte, T-
hiicre aktivasyonunun ve kanser hiicrelerine penetrasyonun inhibitdr faktorler ve
kompleks kanser vaskiilarizasyonu gibi bir¢ok faktor ile engellenebildigi bulunmustur
[226]. Bu kosullarda, IL-2, T hiicresi aktivasyonunu uyarmak igin 6nemli bir
faktordiir. Timor infiltre edici lenfositler ve kimerik antijen reseptor tedavileri gibi ex

Vivo genisletilmis otolog T hiicrelerinin adaptif transferinde, lenfoma ve 16semide
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yiiksek doz IL-2 kullaniminin gerekli oldugu gosterilmistir. Etkinligi artirmak ve yan
etkileri en aza indirmek i¢in yiiksek doz ve diisiik doz IL-2 kullanimu ile ilgili klinik
calismalar farkli kanserlerde devam etmektedir [110, 227].

Kolon kanseri tedavisi amaciyla 5-FU ve IL-2 yiikli farkli katyonik CD

polimerleri kullanilarak nanopleks sistemler hazirlanmstir.

5.1.1. Partikiil Biiyiikliigii Dagihmu ile Yiizey Yiikii Tayini

Nanopleks hazirlama genel olarak ekleme, vorteks ile karistirma, oda 1sisinda
inkiibasyon gibi basamaklar1 icermektedir ve bu basamaklarin literatiirde ¢aligmalarda
farkli siirelerde uygulandigr goriilmektedir. Ayrica etkin madde tasiyan
nanoplekslerdeki dnemli bir parametre de +/- yiik orani, bilimsel kaynaklarda molar
oran veya agirlik orani olarak tanimlanmaktadir. Gen ve protein tasiyan sistemlerde
daha yiiksek oransal farka sahip sistemler hazirlanmistir [228-230].

CycloLab’tan alinan 3 CD polimeri ve STPP ile hazirlanan nanoplekslerde
120-190 nm araliginda nanopleksler hazirlanmig ve bu boyutlarin nanopleks
tanimindan daha yiiksek boyuta sahip olmasi sebebiyle daha iyi sonug alinabilecek ek
parametreler icin literatiir arastirmast yapilmistir. Literatiirdeki calismalara
bakildiginda nanopleks yapilariin yiliksek hacimlerde de hazirlandigi goériilmiistiir
[181, 231, 232] ve galigmamizda nanopleks son hacminde iki kat artig yapilmstir.
Ancak etkin maddelerle galigma sirasinda yapmin degisecek olmasi (6zellikle IL-2
icin) distiniilerek etkin madde ile hazirlanan nanopleksler hazirlandiginda partikiil
blyiikliigli ve dagilimi bilgileri ile bu 6n calisma bilgisinin degerlendirilmesi
planlanmistir.

STPP’nin, IL-2’nin ve 5-FU’ nun molekiil agirliklarinin birbirinden ¢ok farkl
olmasi nedeniyle 6n ¢alismalarin bu asamada sonlandirilarak, pozitif yiizey yiikiine
sahip CD polimerleriyle tezde bulunan etkin maddelerden IL-2 ile nanopleks
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Literatiir temel alinarak +/- agirhik oraninda
nanopleksler hazirlanmistir [85]. Hazirlanan IL-2 yiiklii CD nanoplekslere filtrasyon
isleminin partikiil bityiikliigii ve dagilimina etkisi degerlendirilmistir. Islem sonrasinda
partikiill boyutu azalsa da dagilimimin arttigi belirlenmistir. Bu durum yapinin
filtrasyon sirasinda bozularak pargalandigi seklinde yorumlanmistir. Bu sebeple nihai

formiilasyonda filtrasyon islemi uygulanmamastir.
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Elde edilen bu sonuglar da géz 6niine alinarak, literatiir temelinde polimer: ilag
oranlar1 belirlenmistir [57, 85]. Sonrasinda CD nanopleksleri, temel komplekslestirme
prosediirleriyle hazirlanmistir [192, 193]. Iki farkli aktif madde tasiyan nanopleks
formilasyonlar1, 10:1 (a/a) CD:5-FU oran1 ve 25.000:1 (a/a) CD:IL-2 oram ile
hazirlanmistir [57, 85].

On formiilasyon calismalar1 sonucu elde edilen bulgular dogrultusunda
hazirlanan nanopleks formiilasyonlarinin ortalama partikiil biiytikligi ile dagilimi ve
zeta potansiyel degerleri belirlenmistir. Tablo 4.7. ile gosterildigi gibi 5-FU ve IL-2
yiiklii CD nanoplekslerin partikiil biiytikliikleri 43,4+15,4 ile 91,3+14,7 nm arasinda
degismektedir. Nano boyutlu tastyict sistemlerin partikiil boyutu ve dagilimini
belirlemek i¢in, FDA'ya sunulan raporlarda lazer sagilma teknikleri (6rnegin DLS) ve
elektron mikroskobu (EM) yontemleri yaygin olarak kullanilmistir. DLS, stabilite
tespiti i¢in On asamalarda uygun bir yontemdir ve tez kapsaminda formiilasyonlarin
karakterizasyonu i¢in kullanilan ilk yontemdir.

Bilindigi gibi nanopartikiiler sistemlerin partikiil biiytlikliigii, nanopartikiillerin
kararliligi ve biyolojik dagiliminda olduk¢a Onemli bir parametredir. Ayrica
nanopartikiiler sistemlerin biyolojik membranlar ile etkilesiminde partikiil boyutu
onemli rol oynamaktadir [233]. Nanopartikiiler sistemler, ilaci pasif ve aktif hedefleme
olmak {izere iki mekanizma ile hedef dokuya ulastirabilmektedir. Tiimor gelisimi ve
farklilagsmasi devam eden dinamik bir siire¢ olup tiimdr mikrogevresi ¢cok sayida hiicre
ve molekiilden olugmaktadir. Bu karmasik fizyolojik ortam iginde nanopartikiiler
sistemler, ilaglarin boyut ve sekil olarak ayarlanabilmesi, tiimor bolgesinde daha fazla
miktarda birikmesi ve uzun siireli salinmasi gibi bazi avantajlar sunmaktadir [234].
Pasif hedefleme, artmis gegirgenlik ve tutulma (EPR) etkisi ad1 verilen tiimoriin dogal
fizyolojisinden faydalanilan ve nano boyutlu tastyici sistemlerin partikiil biiyiikliigiine
dayanan hedefleme stratejisidir [235]. EPR etkisinden faydalanmak ve
retikiiloendotelyal sistemden kagmak i¢in nanopartikiillerin tiimor tipine bagli olarak
ortalama 200-300 nm’nin altinda ve 10 nm’nin stiinde partikiil boyutuna sahip
olmalar1 gerekmektedir [236]. Bu bilgiler dogrultusunda tez kapsaminda hazirlanan
nanopleks sistemlerin pasif hedeflendirmeden faydalanmak icin uygun partikiil

blytikliigii degerine sahip oldugu sdylenebilir.
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PDI ise bir dagilimin diizensizliginin derecesini tanimlamak i¢in kullanilan bir
terimdir ve Ol¢iimler sirasinda kullanilan Malvern Zetasizer cihazina gore 0 ile 1
arasinda bir degerdir. 0,7 den diisiik PDI degeri, nanopartikiiler ve kolloidal sistemler
icin kabul edilebilir degerlerdir. Farkli boyut dagilim algoritmalarinin, iki u¢ PDI
degeri (0,05-0,7) arasinda kalan verilerle c¢alistigi bilinmektedir [237]. Tez
kapsaminda hazirlanan nanoplekslerin olusumu yalnizca zit yiiklii makromolekiiler
bilesenlerin (yani katyonik CD polimeri ve IL-2) ile 5-FU’nun yiik etkilesimine
dayanmaktadir. Bu nanoplekslerin hazirlanmasinda higbir organik ¢oziicii, stabilizator
ve ylizey aktif madde kullanilmamis, polimerin homojen kiiresel nanoagregatlar ile
sonuclanmasi i¢in ¢okelebilecegi bir ara ylizey olusumu tamamen 6nlenmistir. PDI,
hazirlanan nanopartikiil dispersiyonu i¢indeki nanopartikiillerin ortalama boyuta olan
uzakligini belirlemek i¢in kullanilan bir degerdir. Bu calismada 100 nm'nin altinda
nanoplekslerin hazirlanmasi amaglanmis ve bu hedefe ulagilmistir. Tez kapsaminda
hazirlanan SFU/IL2/CD nanoplekslerin PDI degerlerinin 0,5 ile 0,7 arasinda oldugu
belirlenmigtir (Tablo 4.7.). Nanopleksler farkli ylizey yiiklerinin etkilesimi sonrasi
olusan nano boyutlu tasiyict sistemler oldugundan formiilasyon sirasinda yapiya
katilan farkli yiiklerin orami partikiil biiytikliigii ve PDI gibi parametrelerde onemli
degisikliklere yol agmaktadir [238]. Nanoplekslerde yapiya eklenen molekiiller
(6rnegin hedeflenen ajanlar, ilaglar ve polimerler) arttikca ve bu molekiillerin
molekiiler agirhig1 arttikga PDI deerinin arttig1 bilinmektedir. Ornegin, Yang ve ark.
karaciger kanseri hiicrelerinin reseptoriinii hedefleyen laktobinoik asit konjuge PEGile
doksorubisin  yiikli PCD  nanokompleksleri  tasarlamiglardir.  Hazirlanan
nanoplekslerin 68 nm partikiil biiyiikliigiine ve 0,42 PDI degerine sahip oldugunu
belirtmislerdir [164]. Bir bagka ¢alismada ise, kurkumin yiiklii negatif yiizey yiikiine
sahip capraz bagli BCD ile kitosanin 37°C'de karistirilmasiyla nanokompleksler
hazirlanmistir. Nanokomplekslerin 300 nm'nin tizerinde partikiil boyutuna ve yaklasik
0,4 PDI degerine sahip oldugu belirlenmistir [163]. Antibiyotik yiiklii dekstran
nanopleks sistemlerinde ise partikiil boyutlarinin 80 ile 550 nm arasinda degistigi ve
polidispersite degerinin 0,5 oldugu belirtilmistir [182, 239, 240]. Tez kapsaminda CD
polimerleri ile IL-2 ve 5-FU birlikte kullanilmistir. IL-2 ve 5-FU, kovalent olarak

baglanmamis sadece elektrostatik etkilesime dayali olarak nanopleks yapisim
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olusturmustur. Elde edilen 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanoplekslerinin partikiil boyutu
ve PDI degerleri, literatiir caligmalari ile uyumlu oldugu gézlenmistir.
Nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerin yiizey yiikleri hakkinda bilgi veren zeta
potansiyel degeri, nanopartikiillerde stabilite, biyolojik membranlarla etkilesim,
opsonizasyon ve biyodagilim gibi birgok 6zelligi dogrudan etkileyen bir parametredir.
Nanoplekslerin olusumu temel olarak farkli yiizey yiikiine sahip polimer/polimerler ile
ilaglar arasindaki elektrostatik etkilesime dayanmaktadir [241]. Tez kapsaminda
kullanilan etkin maddeler 5-FU ve IL-2’nin negatif yiike sahip olmalar1 nedeniyle
calisma kapsaminda katyonik CD tiirevleri kullanilmistir. Ayrica yiizey ylkiiniin
biyolojik membranlarla etkilesiminde dogrudan rol oynadigi da bilinmektedir.
Arastirma grubumuzda yapilan bir ¢aligmada, kamptotesin yiiklii polikatyonik CD
nanopartikiillerin kolorektal tiimorlerin tedavisinde negatif yiiklii nanopartikiillere
gore etkin bir tedavi olanagi sundugu goézlenmistir [161]. Yiizey yiikiiniin bir
indikatorii olan zeta potansiyel degerinin katyonik ve anyonik olarak
siniflandirilmasina dair literatiirde farkli goriisler yer almaktadir. Bir yayinda; >+10
mV pozitif yiikli ve < -10 mV negatif yiizey yiiklii olarak tanimlanmaktadir [242].
Bagka bir calismada ise; +25 mV zeta potansiyele sahip nanopartikiil pozitif ytlkli
olarak siniflandirilirken, +42 mV degeri yiiksek pozitif yiiklii nanopartikiil olarak
siiflandirilmistir [243, 244]. Bu bilgiler dogrultusunda tez kapsaminda kullanilan CD
tirevlerinin ve hazirlanan nanoplekslerin pozitif yiizey ylkiine sahip oldugu

gozlenmistir (Tablo 4.7.).
5.1.2. Morfolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

Hazirlanan nanoplekslerin sivi haldeki SEM goriintiileri Sekil 4.8.-4.10.’da
goriildiigii gibi elde edilmistir. Nanopleks formiilasyonlarinin farkl dlgeklerdeki SEM
goriintiileri sunulmustur (500 nm, 2- 5- 20 um). Bilindigi gibi SEM, yiiksek enerjili
bir elektron 1sm1 ile gorlintiillenecek numunenin ylizeyini tarayarak gorintii
almaktadir. Bu elektron bombardimani, oligosakkarit tiirevi olan siklodekstrinlerin
yapilarinda bozulmaya neden olur. Benzer erime ve bulanik goriintiileme, kitosan gibi
diger polisakkaritlerde de olabilir. Goriintileme sirasinda bu sebeple oldugu
diisiiniilen CD yapisinda bozulmalar gozlendis ve hedef parcaciklara daha yiiksek

bliyiitme ile yaklasildiginda nanopleks yapisi kaybolmus, goriintii elde edilememistir.
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Sunulan goriintiilerde, CD2 ve CD7 nanoplekslerinin ortalama partikiil biiyiikliigi 100
nm, CD8 nanoplekslerde ise 300 nm'nin iizerinde oldugu gozlenmistir. Literatiirde
orneklerin liyofilize toz haline getirilmesinden sonra yapilan iki ¢calismada, dekstran
siilfat ile hazirlanan vankomisin nanoplekslerinin kdseli, kurkumin yiiklii kitosan
nanoplekslerinin ise kiiresel oldugu belirtilmistir [180, 181]. 5-FU yiiklii kitosan
nanoplekslerinin morfolojik olarak CD7 ve CDS8 nanopleksleri gibi kiiresel veya CD2
nanopleksleri gibi koseli oldugu literatiirde yer almaktadir [55, 57, 200]. Bu
goriintiiler, genis PDI dagilimi ile degerlendirildiginde DLS 6l¢iimlerinin sonuglarini
dogrulamistir. Her iki sonug, pasif hedefleme ile EPR etkisinden yararlanan
nanopartikiiler sistemin hedef dokuya redikiiloendotelyal sistemden kacarak

taginabilecegini gostermektedir.
5.1.3. FTIR ve DSC Analizi

FTIR analizinde; CD polimer ve nanoplekslerin bantlarinda benzerlikler
goriilirken, bant yogunluklarinin farkli olmasi, bantlardaki kaymalar ve 5-FU
piklerinin kaybolmasi yeni baglarin olustugunu gostermektedir. Bu sonuglar, 5-
FU'nun CD polimerleri ile etkilesime girerek basarili bir sekilde nanoplekslere
enkapsiile edildigini gostermektedir [134, 217, 245]. DSC analizinde de 5-FU’ya ait
erime pikinin nanoplekslerde olugsmadig1 gézlenmis ve 5-FU’nun nanopleks igerisine

kapsiillendigi gosterilmistir [217, 218].
5.1.4. CD Polimer ve IL-2 Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Tezde kullanilan immiinoterapdtik molekiil IL-2’nin in vivo calismalarda
uygulanmas1 gereken uygun dozun bulunmasi amaciyla ilk olarak splenositlerde
yapilan in vitro ¢calisma ile artan IL-2 miktarina gore ¢ogalan hiicre orani belirlenmistir
(Sekil 4.14.). Bu calisma ile formiilasyonlarda bulunmasi gereken IL-2 miktarinin 20
U olmas1 gerektigine karar verilmistir. Belirlenen bu yeni IL-2 miktarini saglamak i¢in
formiilasyonlar yeni oranlarda CD polimerler ve IL-2 ile hazirlanmistir. Hazirlanan
formiilasyonlarin in vitro karakterizasyonlar1 yapilmis ve partikiil biiyiikliigi, dagilimi
ve zeta potansiyel degerleri acisindan yukarida tartigilan bilgiler dogrultusunda

hedeflenen aralikta olduklari belirlenmistir (Tablo 4.9.).
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5.15. 5-FU ve IL-2 Yiikli CD Nanoplekslerin Kisa Siireli Stabilite

Calismasi

Stabilite, farmasotik {riinlerin  kalitesini tanimlamak i¢in temel bir
parametredir. Nanopartikiiler sistemlerde kararlilik, agregasyon, kristallik, sekil, boyut
ve yiizey ozelliklerini igerir [246]. Ayrica, tiimorde pozitif yilizey yiikiine sahip sterik
olarak stabilize edilmis nanopartikiillerin birikimi artar ve hiicredeki ECM
bilesenlerine baglanarak atilimlar1 azalir [247]. 5FU/IL2/CD nanoplekslerinin sudaki
fiziksel biitlinliigii gosterilmistir. Nanopleksler, herhangi bir seyreltme olmaksizin bir
hafta boyunca kendi ortamlarinda (ultra saf su) stabil kalmistir. Yapilan bir ¢calismada,
hyaluronik asit (HA) ve protamin yiiklii nanopleksler iki hafta boyunca stabil kalirken,
sonraki dort hafta boyunca yap1 kendi iginde yeniden organize olmustur [248]. Baska
bir caligmada, karagenan ve protamin yiiklii nanoplekslerin ortamlarinda oda
sicakliginda 24 saat stabil oldugu bulunmustur [249]. Calismamizda, nanoplekslerin
ortaminda renk degisimi ve mor-siyah agregat olusumu gozlendigi i¢in deneylerimiz
bir haftada sonlandirilmistir. 5-FU'nun yapisal bozunmasinin bundan sorumlu olmasi
muhtemeldir.

PBS’de ise, CD2 ve CD7 nanoplekslerinin, CD8 nanoplekslerinden daha
kararli oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, iyonik ortam, CD polimer katyonik
gruplarinin  protonasyonu yoluyla nanoplekslerin bozulmasina yol agtigit ve
nanoplekslerin yapisal homojenligini etkilediginden, tiim nanoplekslerin SGF'de
kararsiz oldugu gozlenmistir. Dul ve ark. tarafindan yiriitillen bir calismada,
nanopleksler, PBS ve 0,01 M HCIl ortaminda agregasyon nedeniyle kararsiz
bulunmustur [249]. Calismamizda CD7 ve CD8 nanopleksleri igin benzer
agregasyonlar tespit edilmistir. Suda oldugu gibi, tiim SFU/IL2/CD nanopleksleri SIF
ve SCoF'de iyi stabilite gostermistir. DMEM'de farkli enzimler ve elektrostatik
molekiiller baz alinarak nanoplekslerin partikiil biiyiikliikleri baslangic degerlerinden
daha kiiciik Olclilmiistiir. Tiim nanopleksler i¢in partikiil biiyiikligii, PDI ve zeta

potansiyel degerleri goz oniine alindiginda, en kararli saklama ortami su olmustur.
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5.1.6. Nanopleks Yapisindaki IL-2’nin Biyolojik Aktivitesinin ve Yapisal

Biitiinliigiiniin Belirlenmesi

Formiilasyon hazirlama sonrasinda nanopleks yapisindaki IL-2'nin yapisal
biitlinliigiinlin ve biyolojik aktivitesinin varlig1 belirlenmistir. IL-2’nin biyolojik
etkinlik ¢aligmasinda, serbest IL-2 c¢ozeltisi ile karsilagtirildiginda nanopleks
yapisindaki IL-2’nin biyolojik aktivitesinin azalmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.15.). IL-
2’nin yapisal biitiinliigii ise SDS-PAGE analizi ile belirlenmistir [197]. Proteinlerin
analizi agisindan oldukga giiclii bir yontem olan SDS-PAGE bir elektroforez
teknigidir. Bu yontemde tayin edilecek molekiiller SDS ile kaplandigindan yiizey
yiikleri tamamen negatif olmaktadir. Bu sayede yiiriitme jelinde molekiiller ytlizey
yiiklerinden  bagimsiz  olarak  sadece  molekiiler agirliklar1  sayesinde
ilerleyebilmektedirler. Bu sartlarda yapilan ¢aligmada, nanopleks formiilasyonlarindan
salinan IL-2 6rnekleri ve IL-2 ¢ozeltisi i¢in ayirt edilebilir spesifik bant gosterilmistir
(Sekil 4.16.). Bantlar, IL-2 molekiiler agirliginin 3 katina karsilik gelen yaklasik 52
kDa’da gozlenmis ve IL-2’nin iiclii yapida oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, IL-
2'nin yapisal Dbiitiinliigiiniin, nanoplekslerin hazirlanma siirecinden olumsuz
etkilenmedigi sdylenebilir. Yapisal biitiinliiglini koruyan IL-2’lerin biyolojik
aktivitelerini de ayrica tayin etmek gerekmektedir. Proteinler, yapilarinin yani sira
konformasyonlari sayesinde gorevlerini yerine getirebilirler. SDS-PAGE analizinde,

SDS proteinleri denatiire eder ve bu nedenle biitiin proteinler benzer yap1 gosterirler.
5.1.7. Yiikleme Etkinliginin Belirlenmesi

Geleneksel olarak, 1ilag tasiyict sistemlerde yiikleme etkinligi ve
enkapsiilasyonu oOlgmek icin yiiklenmemis serbest ilag ilk Once ultrafiltrasyon,
ultrasantrifiij, diyaliz veya kati faz ekstraksiyonu kullanilarak nano boyutlu
tagtyicilardan ayrilir. Yiiklenmemis ilag miktar1 daha sonra 6l¢iilebilir ve baslangicta
eklenen ilag miktar1 veya direkt yontemle Olciilen toplam bagli ila¢ miktart ile
karsilagtirilabilir, bu da ilacin yiizde olarak yiikleme etkinligini verir [250].
Calismamizda santrifiij ve filtrasyonun kullanildig: literatiir yontemi baz alinmuistir.
CD nanopleks formiilasyonlarinin yiikleme etkinligi 5-FU i¢in %39,8-%41, IL-2 igin
de yaklasik %99 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.16. ve 4.17.). 5-FU igin elde edilen bu
deger referans alindiginda nanopleks igerisindeki 5-FU miktar1 0.61 pM olarak
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hesaplanmaktadir (Ma 5-FU=130.08 g/mol). Hidrofilik ilaglarin yiiklenmesi (LE) ve
kapsiilleme etkinligi (EE), sulu fazda hizla ¢oziindiikleri i¢in genellikle hidrofobik
ilaglardan daha disiik gozlenmektedir [251]. Baz1 antikanser ilaglar1 nikotinamid,
doksorubisin ve 5-FU yiiklii nanopartikiillerin %35 ile 55 arasinda degisen diisiik EE
degerleri gosterilmistir. Nikotinamid yiiklii kat1 lipit nanopartikiiller i¢in bu deger
%36'dir [251]. Yik etkilesimine dayali nanopartikiiler sistemler arastirildiginda;
ornegin Sun ve ark. 1:1 kiitle oraninda iyonik jelasyon yontemini kullanarak 5-FU
yiiklii kitosan nanopartikiiller hazirlamiglardir. EE %44,2 olarak hesaplanmistir [200].
Kombine bir sistemde, kurkumin ve 5-FU yiikli kitosan bazli nanopartikiiller, Anitha
ve arkadaglari tarafindan kolon kanseri tedavisinde in vitro olarak etkinligi ve in vivo
olarak biyoyararlanimi arastirmak i¢in hazirlanmistir [55]. Bu sistemde iyonik ¢apraz
baglama yontemi ve 1:5 agirlik orani kullanilmistir. Sonu¢ olarak %48 EE ile
antikanser etkisini ve biyoyararlanimi arttirdigi bulunmustur. Baska bir ¢alismada,
doksorubisin ve 5-FU (10:1 Kitosan:5-FU agirlik orani) ile yiiklenen kitosan bazli
nanokompleksler iyonik etkilesim ile olusturulmustur. Bu ¢alismada EE, doksorubisin
icin %44 ve 5-FU i¢in %55 bulunmustur [57].

IL-2 yiiklii nanopartikiiller ile yapilan bir ¢aligmada, paklitaksel ile kombine
tedavi yaklasimi ile poli(laktik-ko-glikolik asit) polimer kullanilarak termosiinger
nanopartikiiller hazirlanmistir. IL-2'nin nanopartikiillerdeki EE degeri %68 olarak
bulunmustur [117]. Farkli bir polimer kullanilarak IL-2 ve TGF-f igeren nanolipozom
hazirlanmig ve IL-2'nin EE %80 bulunmustur [113]. Kombine terapi yaklasimi ile
hazirlanan bagka bir sistemde IL-2 ve doksorubisin yiiklii polikarbonat bazl
nanovezikiiller hazirlanmig ve IL-2 EE %92,4 olarak 6l¢iilmistiir [105]. Literatiir
bilgileri 1s181nda, bu ¢alismada hazirlanan nanoplekslerde IL-2'nin daha yiiksek EE
degeri (%99,8'in iizerinde) kaydedilmistir. Tamaminin yiiklendigini diisiiniirsek,
nanopleks icerisindeki IL-2 miktarinin yaklasik 4.65 nM oldugu hesaplanmaktadir
(Ma IL-2= 17,2 kDa). Nanopleks sistemi igerisinde yiiksek oranda IL-2’nin
tasmabildigi  gosterilerek, in Vvivo calismalarda artan etkinlik saglanacagi

diistiniilmektedir.
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5.1.8. In vitro ila¢ Salim Cahsmalari

Nanopartikiillerin in vitro salim profilleri, matematiksel modeller kullanilarak
in vivo salim kinetiginin ongoriilmesi ve ayrica sistemlerin hedeflenen Kaliteyi
saglamasi  i¢in  yapilan calismalardandir.  Formiilasyonlar  arasi  farkin
degerlendirilmesini saglarken, in vivoda var olan pek ¢ok faktoriin yansitilamamasi
nedeniyle sadece kalitenin degerlendirilmesinde salim g¢alismalar1 kullanilmaktadir
[252, 253]. Salim ¢alismalariyla ilgili herhangi bir diizenleyici standart bulunmamakla
birlikte, siirekli akis, diyaliz membrani ve numune ve ayrim yontemleri olmak iizere
lic yontem nanopartikiillerin salim profillerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir
[254]. Bu c¢alismada 5-FU yiiklii nanopartikiillerde yaygin olarak g¢alisildigi igin
diyaliz membran yontemi secilmistir. Literatiirde 5-FU ile yiik etkilesimine dayali
olarak hazirlanan farkli nanokompleksler ve nanopartikiiller iizerine ¢alismalar
bulunmaktadir. Ornegin Sun ve ark. tarafindan hazirlanan 5-FU yiiklii kitosan
nanopartikiilleri ile PBS (pH 7.4) ortaminda yapilan salim ¢aligsmalarinda 42 dakika
igerisinde salim %76 olurken, 8 saat sonunda bu oran %80'de kalmistir [200]. Ayrica,
kombine kemoterapi yaklasimi olarak hazirlanan doksorubisin ve 5-FU yiiklii kitosan-
polilaktik asit bazli nanokomplekslerin PBS'de saliminin 24 saatte %40, 72 saatte ise
%380'e ulastigr bulunmustur. Tez kapsaminda hazirlanan 5-FU ve IL-2 yiikli CD
nanoplekslerinden 5-FU salimi, simiile sivilarda ve PBS'de (pH 7.4) 8. saatte %80
tamamlanmis ve 12. saatin sonunda salim profili platoya ulagmustir.

IL-2 salimina bakildiginda, in vitro olarak yapilan salim ¢alismalari azdir ve
bu ¢alismalarda santrifiyj tiiplerinde salim plani tercih edilmektedir. Diyaliz membran,
IL-2'nin molekiiler agirligindan daha kii¢iik molekiiler por agiklik degerine sahip
oldugundan uygun degildir. Literatlirde santrifiij tiipleri ile yapilan ¢alismalara bir
ornek vermek gerekirse, paklitaksel ve IL-2 yiiklii termosiinger nanopartikiiller, IL-
2'nin %601 PBS'de 4 giinde salinmistir (pH 7.4) [117]. Ayrica doksorubisin ve IL-2
yiiklii nanovezikiiller hazirlanmis ve PBS'de (pH 7.4) salim ¢alismalar1 sonucunda 24
saat sonunda IL-2'nin %50'si salinmigtir [113]. Calismalarimizda 5-FU ve IL-2 yiikli
CD nanoplekslerinden IL-2 salinimi1 PBS'de (pH 7.4) ve simiile sivilarda %90 oraninda
tamamlanmistir. Nanopartikiiler sistemlere hedeflenen miktarda etkin madde
yuklemenin yam sira yiiklenen etkin maddenin hedeflenen siirede salinmasi da

timorli bolgede tedavi igin gerekli ila¢ dozunun saglanmasi agisindan oldukca
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onemlidir. Bu nedenle hazirlanan nanopleks sistemlerden hem 5-FU’nun hem de IL-

2‘nin yiiklenen miktarinin tamamina yakininin (yaklasik %90) salindig1 gézlenmistir.
5.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

5.2.1. Giivenlilik Calismasi

Tez kapsaminda hiicre kiiltiirii calismalari ile ilk olarak bog CD polimerlerin
giivenlilikleri WST-1 ve LDH analiziyle belirlenmistir. Sirasiyla farkli hiicresel
mekanizmalara dayanan WST-1 ve LDH analizleri, hiicresel membranin hasar
gormesi sonucunda mitokondriyal aktiviteyi ve LDH salinimimi 6lgmektedir [255].
Caligmalar, kullanilan CD polimerlerinin bu doért dilisyonunun WST-1 ve LDH
sonuglariyla, saglikli L929 fibroblast hiicre hattinda %70'in {izerinde canliligi devam
ettirdigi belirlenmistir. Kullanilan CD polimerlerin, saglikli hiicrede ciddi toksisiteye
sebep olmadig1 gozlenmistir. Elde edilen bu sonug, devam edecek caligmalarda ii¢

polimerin de kullanilabilecegini gostermistir.
5.2.2. Antikanser Etkinlik Calismasi

Etkinlik ¢alismalarinda kullanilmas1 gereken 5-FU dozunu belirlemek
amaciyla, 5-FU c¢ozeltisinin yart maksimum inhibitor konsantrasyonu (ICso) degeri,
CT26 hiicrelerinde 24 ve 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda hesaplanmistir. Bu
bulgular dogrultusunda ilerleyen hiicre kiiltiirli caligmalarinda formiilasyonlardaki ilag
miktarini esitlemek i¢in polimer c¢ozeltileri ve CD nanopleksleri, ayn1 5-FU
konsantrasyonuna gore seyreltilmistir.

Ilag yiiklii CD nanoplekslerin antikanser etkinlikleri hem konvansiyonel 2B
hem de 3B hiicre kiiltiirii caligsmalartyla belirlenmistir. 2B hiicre kiiltiirii caligmalari
sonuglarina (Sekil 4.27.) gore 5-FU ve IL-2 yikli CD2 ve CD7 nanopleks
formiilasyonlarinin 5-FU ¢d6zeltisinden daha yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugu
gdzlenmistir. [lag yiiklii nanopartikiiller, serbest ilag ¢dzeltilerine kiyasla daha yiiksek
ila¢ alimina ve hiicreler aras1 dagitima dayali olarak daha yiiksek sitotoksisiteye sahip
olabilmektedir [222]. Ote yandan, CD2 polimer ¢dzeltisi tek basina CT26 hiicreleri
tizerinde toksik etkiye sahiptir. Kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelere gore farkl hiicre

zarima sahip oldugu bilinmektedir. Farkliliklardan biri, membran lipitlerinin
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bilesimidir. Kolesterol hiicre zarinin sertliginden sorumludur ve kolesterol seviyesi
hiicreden hiicreye degismektedir. Siklodekstrinler, kolesterolii hiicre zarindan
uzaklastirmaya dayali sitotoksik etkiye sahip olabilir [256]. Ayrica klinikte metil-f-
CD hiicre oOliimiinii indiiklemek ve hiicre zar1 kolesteroliinii diizenleyerek goci
azaltmak i¢in kullanilmaktadir. Ek olarak, kanserde ila¢ direnci, tedavide etkisizlige
neden olmakta ve direncin iistesinden gelmek i¢in bir¢ok farkli terapotik yaklagim
tizerine ¢alisilmaktadir. Bu yaklasimlardan biri, direngli kanser hiicrelerinde membran
kolesteroliiniin yiiksek olmasi nedeniyle bu kolesterol seviyesinin diisiiriilmesidir. Bu
amacla kolesterolii tiiketerek direnci azaltmak i¢in metformin veya metil-p-CD
uygulanmaktadir [157]. CD2 polimerinin sitotoksik etkisinin benzer kolesterol
tikenme mekanizmasindan kaynaklanabilecegi distiniilmektedir. Aksine, CDS8
polimeri i¢in bu mekanizma gecgerli olmamistir, bunun nedeninin yapisal farkliliklar
olabilecegi sonucuna varilmistir. CD7 polimeri ise sitotoksik etki olarak bu
polimerlerin arasinda olarak degerlendirilmistir. 5-FU ve IL-2'nin nanopleks i¢inde
CD7 polimeri ile verilmesi, 5-FU ¢ozeltisinin {izerinde kanser hiicre canliligini
azaltmistir. Durum CD8 nanopleksleri i¢in gecerli olmamistir. Polimerin ek etkisi ile
CD2 nanoplekslerinde 5-FU ¢ozeltisinin asildigi gézlenmistir.

CD2 polimerinin sitotoksik etkisinin bir nedeni de CD polimer igerigi olabilir.
CT26 hiicrelerine uygulanan 0,119 mg/mL ve 1929 hiicrelerine uygulanan 0,062
mg/mL'dir. CD2 dozu arasinda yaklasik iki kat fark vardir. Ote yandan; CD8 polimeri
guanidino-B-CD polimeridir ve guanidino grubuna dayali polimerlerin antimikrobiyal
aktivitelerinin bu grup sayesinde lipit membranla elektrostatik etkilesim araciligiyla
membran hasarina sebep olmalarina dayandigi gosterilmistir [257]. CD7 polimeri,
amino-B-CD polimeridir ve amino grubunun kolesteroliin -OH gruplartyla H baglari
olusturdugu bilinmektedir [258]. CD2 polimeri ise kuaterner amonyum-p-CD
polimeridir ve kuaterner amonyum gruplar1 daha katyonik yapilarindan dolay1 yiizey
aktif madde benzeri aktiviteye sahiptir. Ornegin benzalkonyum kloriir yapisinda
kuaterner amonyum igerir ve farmasoétik tirtinlerde giiglii bir antimikrobiyal koruyucu
olarak kullanilir [259]. Polimerler arasinda yapisal farkliliklar ve CD2 polimerinin

kuaterner amonyum i¢ermesi bu sitotoksik etkinin bir diger nedeni olabilir.
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5.2.3. Hiicre Proliferasyonu ve Ger¢ek Zamanh Hiicre Canlihig1 Analizi

Gergek zamanli hiicre canlilig1 analizi, etkin maddelerin hiicreler lizerindeki
zamana bagli etkisini degerlendirerek uygun konsantrasyon, uygun tedavi siiresinin
ger¢ek zamanli olarak belirlenmesinde kullanilmaktadir. 2B hiicre kiiltiirii calismalari
sonucunda elde edilen verilerle hesaplanan 5-FU’nun CT26 hiicrelerindeki ICso dozu
ile gercek zamanl1 hiicre canlilig1 analizi gerceklestirilmistir. Tez kapsaminda yapilan
gercek zamanli hiicre proliferasyonu sonuglarina bakildiginda, her 3 CD tiirevi ile
hazirlanan nanoplekslerin 48. ve 72. saat sonunda kontrol grubuna gore hiicre
proliferasyonunun anlamli 6l¢iide azalttigi gdzlenmistir. Ancak nanopleks
formiilasyonlar1 5-FU igceren c¢ozeltilerle karsilastirildiginda anlamli  fark
gozlenmemistir (Sekil 4.29.). Duplikasyon verileri de degerlendirildiginde tiim CD
nanoplekslerin etkililigi konvansiyonel hiicre kiiltiirii verilerinin yani1 sira gergek
zamanl1 hiicre canlilig1 ile de gosterilmistir. Literatiirle uyumlu olarak nanopartikiiler
sistemin serbest ilag ¢ozeltisine gore daha etkili oldugu ve elde edilen verilerin WST-

1 sonuglart ile orantili oldugu kanitlanmistir [260, 261].
5.2.4. 3B In Vitro Tiimér Modeli

Konvansiyonel hiicre kiltiirii calismalarindan sonra formiilasyonlarin
etkinlikleri 3B hiicre kiiltiirii yonteminde belirlenmistir. iskele dayali ydntem ile
olusturulan 3B tiimor modelinde literatiirle benzer sekilde nekrotik ¢ekirdek, ara
tabaka ve proliferasyon bolgeleri gozlenmistir (Sekil 4.33.). Bu durum timor
modelinin bagaril bir sekilde olusturuldugunu gostermektedir [262].

3B tiimo6r modelinde antitiimoral etkinlige gelindiginde ise her 3 CD tiirevi ile
hazirlanan ve ilag¢ yiiklii nanopleks formiilasyonlarinin serbest ilag¢ ¢ozeltisine gore
daha fazla hiicre 6liimiine neden oldugu gozlenmistir (Sekil 4.34.). Ancak bulgular
konvansiyonel 2B hiicre kiiltiirii sonuglari ile karsilastirildiginda nanoplekslerin hiicre
proliferasyonundaki etkisinin 3B hiicre kiiltiirtinde daha az oldugu da gézlenmistir. In
vitro 3B kiiresel sferoidin yapist géz oniinde bulunduruldugunda bu beklenen bir
sonuctur. Konvansiyonel hiicre kiiltiirii galigmalarinda hiicreler tek tabaka olarak hiicre
kiiltiir plakalarina ekilmekte ve hiicrelerin iizerine uygulanan formiilasyonlarla biitiin
hiicrelere muamele etmek miimkiindiir. Ancak 3B yap1 olustugunda hiicreler kiiltiir

kabindan ziyade birbirlerine tutunmakta ve katmanli bir yap1 olusturmaktadirlar. Bu
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yapidan dolayr her hiicrenin formiilasyona maruz kalma siiresi degigsmektedir. 3B
sferoidlerde i¢ tabakalarda yer alan hiicrelere ulasmak daha zor olmaktadir. Bu nedenle
3B hiicre kiiltiirii ¢alismalar in vivo modelleri in vitro ortamlarda taklit etmek i¢in
daha uygun yontemlerdir. Literatiire bakildiginda, bir ¢alismada 5-FU yiiklii kitosan
nanopartikiillerin  etkinligi HCT-116 hiicreleri {izerinde degerlendirilmistir.
Nanopartikiiliin 2B hiicre kiiltiiriinde 7 uM 5-FU igeriginde 5-FU ¢ozeltisine gore
istatistiksel olarak etkili oldugu bulunurken 3B modelde 15 uM 5-FU igeriginde bu
durum goézlenmistir [61]. Bir baska ¢alismada ise 5-FU yiiklii PLGA nanopartikiillerin
HT-29 sferoid modelinde 5-FU ¢ozeltisine gore daha etkili oldugu belirtilmistir [60].

5.2.5. Hiicrelerde Immiinositokimyasal Inceleme

In vitro 3B kiiresel kolon kanseri tiimorleri immiinositokimyasal olarak da
incelenmistir. Bu amagla 3B timdr modeli Ornekleri oncelikle CD44 ve IL-2
antikorlar1 ile inkiibe edilmistir. Sonrasinda FITC-avidin ve DAPI ile boyama
yapilmistir. DAPI, ¢ift sarmalli DNA'ya secici olarak baglanan ve yiiksek 6zgiilliige
sahip giiclii floresan DNA-DAPI kompleksleri olusturan bir floresan boyadir. Avidin,
protein yapida bir molekiil olup biyotine giiglii olarak baglanmaktadir. Bu baglanma
temel alinarak immiin ¢alismalar yapilmaktadir. FITC ise proteine afinitesi olan
fluoresin izotiyosiyonatin kisa ismidir. Her iki boyamada kontrol gruplarinin yesil
floresan vererek daha yogun isaretlendigi gozlenmistir. Bu sonug canliligin devam
ettigini gostermektedir. 5-FU ¢ozelti ile 5-FU+IL-2 ¢ozeltisi uygulanan gruplarin ise
daha az isaretlendigi, CD7 nanopleksinde ise en az isaretleme gozlenmistir. 5-FU’ nun
kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigi bilinmektedir. Hiicre ¢ekirdegindeki
mavi isaretlemeler apoptotik bulgular1 belirtmektedir. 5-FU ¢ozelti gruplan ile
karsilagtirildiginda CD7 nanopleksin apoptozu daha fazla indiikledigi tespit edilmistir.
Yapilan bir calismada, DC-eksozomlarina 5-FU yiiklemesi ile olusturulan ilag tasiyici
sistemin etkinligi CT26 hiicrelerinde test edilmistir. Bizim caligmamiza benzer
sekilde, kontrol grubundaki hiicrelerde yaygin ve esit olarak dagilan mavi floresan
sergilenmistir. Ayn1 ¢alismada 5-FU c¢ozeltisi uygulanan grupta hiicre ¢ekirdeginde
mavi parilti ve noktalar tespit edilmis ve apoptotik bulgular dogrulanmistir. 5-FU
yiiklii DC-eksozomlarinda, 5-FU ¢ozeltisi uygulanan gruba gore hiicrelerde apoptozun

indiiklenme egiliminin daha fazla oldugu belirlenmistir [263].
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5.2.6. Kanser Nodiillerinde In Vitro Olarak TUNEL ile Apoptoz Tayini

Farkli formiilasyonlarla inkiibe edilen 3B sferoidlerdeki apoptozun varlig
TUNEL yontemiyle belirlenmistir. TUNEL, hiicre ve dokulardaki apoptoz varligini
DNA seviyesinde gostermektedir. DNA zincir kiriklarinin enzimatik siire¢ igeren
islemlerden sonra floresan boyama ile kalitatif olarak tayini yapilmaktadir. Apoptoz
programlanmis hiicre 6liimiidiir, hiicrelerin fizyolojik siirecinde ve patolojik olaylarda
gerceklesen dogal bir siiregtir. Tiimor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi da bu patolojik
siireclerden biridir. Ticari olarak temin edilen kit ile yapilan deney sonuglarinda ve
elde edilen mikroskop goriintiilerinde 5-FU’nun tek basina apoptozu indiikledigi
gozlenmistir. Kolorektal kanser hiicrelerinde 5-FU’nun protein kinaz C ve Kaspaz-9
aktivasyonu yaparak apoptozu indiikledigi belirtilmektedir [264]. Kolon kanseri
hiicreleri ile 2B ve 3B hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda yapilan TUNEL analizlerinde 3B
orneklerde apoptoz oranlarinin daha diisiik oldugu goézlenmistir [265]. Bir baska
caligmada ise 5-FU’nun kolon kanseri hiicrelerine girisinin ve etki gostermesinin 3B
modelde, 2B modele gore daha fazla direngle karsilastigi belirtilmektedir [266].
Galaktozillenmis kitosanla hazirlanan ve yiik etkilesimine dayali 5-FU yiikli
nanopartikiillerin karaciger hiicrelerinde etkinligi degerlendirilmistir. Yapilan analiz
sonucunda, 5-FU ¢ozeltisine gore 5-FU yiiklii  galaktozillenmis-kitosan
nanopartikiillerin daha fazla apoptoza sebep oldugu bulunmustur [267]. Tez
kapsaminda yiik etkilesimine dayali olarak olusturulan 5-FU ve IL-2 yiikli CD
nanoplekslerin CT26 hiicreleri ile hazirlanan 3B modelde daha fazla apoptoza yol
actiklar1 tespit edilmistir. Nanoplekslerin ¢ok katmanli 3B yapiya daha iyi penetre
olarak etkinliginin 5-FU ¢6zeltisine gore arttigi gézlenmistir (Sekil 4.37.).

5.3. In vivo Antitiiméral Calismalar ve Dokularda Histopatololojik ve

Immiinolojik Yamitin Belirlenmesi
5.3.1. Giivenlilik Calismasi

Tez kapsaminda yapilan in vivo ¢alismalarda ilk olarak saglikli farelerde CD
polimerlerin giivenlilikleri belirlenmistir. Elde edilen bulgular Tablo 4.26. ile
gosterilmigtir. Bu sonuglar dogrultusunda sadece PBS enjekte edilen farelerle

karsilastirildiginda CD7 polimeri giivenli olarak kabul edilmis ve ilerleyen
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calismalarda kullanilan CD polimeri olmustur. ALT (alanin aminotransferaz) ve AST
(aspartat aminotrensferaz) karaciger tarafindan iiretilen enzimlerdir ve karaciger
hasarinin ve toksisitenin belirlenmesinde kullanilan temel enzimlerdir. Sonuglar
degerlendirildiginde CD2 ve CDS tiirevlerinin karaciger iizerinde hasara neden
olabilecegi ve toksik olarak degerlendirilebilecegi i¢in ¢alismalara CD7 tiirevi ile
devam edilmistir. Ilag tasiyict sistemlerin etkililiklerinin yan1 sira giivenlilikleri de
degerlendirilmesi gereken en oOnemli parametredir. Ozellikle konvansiyonel
kemoterapide karsilasilan sistemik toksisitenin dniine gegilmek igin siklikla kullanilan

ve arastirilan nanopartikiiler tasiyici sistemlerin giivenlilikleri onemlidir.
5.3.2. Antitiimor Etkinlik Calismasi

Hayvanlarda indiiklenen ve haftalar icerisinde gelisen tiimdr ile insanda yillar
icerisinde gelisen tiimdriin yapisal farkliliklart vardir. Hayvan tiimorii dis destekli
olarak ve kontrolsiiz biiylime ile olusurken, insan tiimdrii hiicresel kaynakli baglayarak
nispeten daha stabil ve uzun siirece yayilan bir yap1 sergiler. IL-2 melanoma ve
metastatik renal hiicre karsinomasinda endikedir. Klinik ve klinik 6ncesinde ¢ozelti
formu ve nanopartikiiler sistemlere yiiklenerek IL-2’nin etkinligi prostat, kolon,
meme, karaciger gibi kanser tiirlerinde ¢alisiimaktadir [113-115]. Onayli bir tedavi
rejimi olarak IL-2 ve 5-FU’nun klinikte kullanim1 bulunmamaktadir. Bu tezde IL-2 ve
5-FU’nun birlikte nanopartikiiller bir tasiyic1 sisteme yiiklemenin yani sira iki
molekiiliin ¢ozelti formlarinin da birlikte kullanilarak kolon kanserindeki etkinliginin
ilk defa belirlenmesi agisindan da dnem tasimaktadir.

Yiiksek doz IL-2 klinikte iv. infiizyon yoluyla 6-7.2 x 10° 1U/kg/doz, 12-15
doz/giin olarak kanserde ve bulasici hastaliklarin tedavisinde uygulanmaktadir.
1990’larda melanoma ve metastatik renal hiicre karsinomasinda yliksek doz kullanim1
onaylanmistir. Yilksek doz IL-2 tedavisinde kilcal sizinti sendromu, nétrofil
fonksiyonunun bozulmasi pleiotropik etkilere sebep olarak ciddi yan etkiler
goriilebilmektedir. Ayrica ishal, ates / titreme, aritmi, dispne, bobrek fonksiyon
bozuklugu dahil olmak {izere tedavi uygulananlarin %80'den fazlasinda istenmeyen
etkiye sebep olmaktadir. Diisiik doz olarak ise immiinsupresan olarak farkli dozlarda
kullanimi vardir [108-111, 227].
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Tezde uygulanan doz ise; 5000 IU olarak 20 g fareye 84 saat (3,5 giin)
seklindedir. Bu doz bagka bir ifade ile 250.000 IU/kg/ 3,5 giindiir. Giinliik olarak ise
71.428 1U’ya karsilik gelmektedir. Fare ve insan dozlar1 her ne kadar ayn1 olmasa da
sadece rakamsal olarak bakildiginda ve degerlendirildiginde klinige gore giinde 15 kez
yapilan dozlama burada giinde bire diismektedir.

CD7 polimeri ile hazirlanan nanoplekslerin etkinlikleri fare kolon kanseri
modelinde belirlenmistir. In vivo ¢alismalarda tedavi gruplar1 ve PBS enjekte edilen
kontrol grubu arasinda zamana bagli hayvan agirliklar1 incelendiginde anlamli bir
degisiklik olmadig1 gézlenmistir (Sekil 4.39a.). Ancak CT26 hiicreleri ile indiiklenen
kolon kanseri, hayvanlarda karin i¢i yaygin tiimor olusumuna neden olmustur. Karin
ici yaygin tiimdriin hayvanlarda mide iizerinde baskiya neden oldugu gdézlenmistir. Bu
nedenle, hayvan agirliklarindaki degisimde hayvanlarin besin aliminin yani sira timér
biiyiikliigiiniin de etkisi vardir. Literatiirde IL-2’nin monoterapi olarak uygulamasinin
yer aldig1 bir ¢aligmada CT26 ile indiiklenen kolon kanserli farelerde immiin yanit
izlenmistir. IL-2 uygulandiginda tiimorde CD4* ve CD8" T hiicrelerinin sayisinda PBS
uygulanan grupla karsilastirildiginda anlamhi fark goriilmemistir. Tek basma IL-2
uygulamasi terapotik etkinlik olarak PBS’ye gore orta seviyede kalmis, timor
agirhiginda anlamli fark bulunmamistir. Morfolojik ve patolojik degisiklikler
izlendiginde ise IL-2 uygulamasi sonrasinda major dokularda, kalp-dalak-karaciger-
akciger-bobrek, degisiklik saptanmamistir [268].

Hayvanlardaki tiimor biytiikliikleri sonuglarma bakildiginda, 5-FU ve IL-2
yiiklii CD7 nanopleks formiilasyonunun enjekte edildigi grupta kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gozlenmistir (Sekil 4.39b.). Sag kalim
sonuglarinda ise 28 giinliik takip siiresi boyunca, formiilasyona IL-2 eklenmesinin sag
kalimi artirdig1 gozlenmistir (Sekil 4.39¢.). Kontrol grubu ve 5-FU ¢ozeltisi grubunda,
28 giin sonunda sag kalim %60 olarak belirlenirken 5-FU+IL-2 ¢ozeltisi %90 ile en
yiiksek sag kalimin belirlendigi gruptur. Nanopleks uygulanan grupta ise sag kalim
yaklasik %80 oranindadir.

In vivo ¢aligmalarda hayvanlarda timor odagmin yani sira karin i¢i farklh
yerlerde dagilmis ¢ok sayida metastatik odak gozlenmistir (Sekil 4.40.). Tedavi
stiresinin sonunda sag kalimi devam eden hayvanlar sakrifiye edilmis ve metastaz

odaklar1 sayilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda, 5-FU+IL-2 yiikli CD7
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nanopleks grubunun metastaz odak sayisinin diger gruplara gore en az oldugu ve grup
ici birbirleri ile daha yiiksek benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica kontrol
grubuna gore karsilastirildiginda 5-FU/IL2/CD7 nanopleks grubunda metastaz odagi
sayisinda anlamli bir azalma oldugu gozlenmistir (p<0,05).

Sekil 4.43. ve Sekil 4.45. ile tedavi sonrasi dalak ve tiimor hiicrelerinde toplam
CD45" hiicrelerindeki CD11b"* hiicre oranlar1 gosterilmistir. CD45", ortak 16kosit
belirteci olarak tanimlanir ve immiin sistem hiicrelerinin yiizdesini gosterir. TUmor
yukii olan hayvanlarda, en biiyiik sekonder lenfoid organ olarak bilinen dalakta baskin
miyeloid (CD11b") popiilasyonunun biiyiik gogunlugunu miyeloid kokenli baskilayict
hiicrelerden (MKBH) olustugu bilinmektedir [269, 270]. Dalaktaki miyeloid hiicre
yiizdesinde kontrol grubuna gére, 5-FU c¢ozeltisi ve SFU/IL2/CD7 nanopleks
uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli azalma goriiliirken, iki grup arasinda
anlamli farklilik bulunmamistir (p<0,05). Yani 5-FU ve 5FU/IL2/CD7 nanopleks
uygulamasi yapilan gruplarda anti-enflamatuvar yanit baskilanmistir ancak iki grubun
baskilayici 6zelligi degerlendirildiginde IL-2 ile birlikte nanopleks olusturulmasinin
5-FU’nun etkinligi tizerinde olumsuz bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Dalak infiltre miyeloid hiicre popiilasyonuna bakildiginda kontrol grubuna
gore diger gruplarda belirgin bir azalma ve baskin popiilasyonun nétrofiller oldugu
gozlenmistir. Timor igerisindeki CD8" ve CD4" T hiicreleri popiilasyonlarindan timor
infiltre CD8" T hiicreleri daha yiiksek yiizdeye sahiptir. Bu sonug¢ dogrultusunda anti-
timor  etkinligin  daha fazla olmast beklenecektir. Ancak T hiicreleri
popiilasyonlarindaki en biiyiikk yiizdenin hafiza T hiicrelerine ait oldugundan anti-
timoOr yanitin baskilantyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Hafiza popiilasyonu eger
yorulmus T hiicrelerinden olusuyorsa anti-timor yanit igin yeniden uyarima ihtiyag
duyulmaktadir. Bunun i¢in tiimor infiltre miyeloid hiicre popiilasyonlarinin etkinligi
yuksek onem arz etmektedir.

MLN (mezenterik lenf nodu)’deki uygulanan tedavi gruplari arasinda ve tedavi
gruplari kontrol grubu ile kiyaslandiginda CD4" T hiicreleri popiilasyonlari agisindan
bir farklilik gézlenmemistir. Gozlenen ve tiimor bolgesine drene eden lenf nodunda
yiksek olan CD4" T hiicrelerinin popiilasyonu, miyeloid hiicreler tarafindan yeterli
diizeyde antijen sunumu ve kostimiilasyonla uyarilirsa; salgiladiklar1 enflamatuvar

sitokinler araciligiyla immiin sistemin aktivasyonuna yliksek diizeyde katkida
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bulunabilir. Dalaktaki T hiicreleri popiilasyonlarina bakildiginda yiizde olarak CD4"
T hiicreleri CD8" T hiicrelerinden daha fazladir. Lenfositlerdeki aktivasyon oranina
bakildiginda yiiksek oranda efektor lenfosit popiilasyonu gozlenmektedir. Bu da anti-
timor etkinlikte bir artisa katkida bulunabilir ancak tiimor-infiltre T hiicreleri
popiilasyonlarindaki efektor yilizdenin diisiikliigii tiimore infiltre olma kapasitesindeki
diisiiklige veya timor mikrogevresindeki yiiksek diizeydeki baskilayici faktorlere
bagli olabilir. Sitokin diizey analizleri sonucunda elde edilen bulgular dahilinde; anti-
enflamatuvar sitokinlerin kontrol grubuna gore diger gruplarda belirgin diizeyde artisi
oldugu tespit edilmistir.

Literatirde baz1 kemoterapétiklerin  timor mikrogevresinde pozitif
immiinojenik etkiye sebep oldugu belirlenmistir [41]. 5-FU’nun bu baglamda
miyeloid-kokenli baskilayici hiicrelerin (MDSCs) ortadan kaldirilmasini saglayarak T
hiicrelerinin daha aktif olarak kanserle savasmalarini destekledigi gosterilmistir [44].
MDSC hiicreleri, tiimor gelisimi boyunca dalak ve timér dokusunda birikim
gosterirler [45]. Bu hiicreler salgiladiklari sitokinlerle anjiyogenez ve tiimor hiicresi
yayilimini uyarmaktadirlar. Melanoma kanserli farelerin 5-FU ile tedavisinde MDSC
hiicrelerinin azaldigi goézlenmistir [46]. Bu etkinlik hem in vitro olarak hem de
kolorektal kanserli farelerde sayisal ve aktivitesinde azalma olarak gosterilmistir [47].
Tezde, 5-FU’nun MDSC hiicreleri tizerine etkisi CT26 hiicreleri ile induklenen kolon
kanseri indiiklenen farelerin dalak dokusunda miyeloid kdkenli hiicrelerin azalmasi
olarak gdzlenmistir. IL-2’nin ise immiin sistemi uyarimiyla miyeloid ve lenfositleri
artirdig1 bilinmektedir. Bu artirict etki 5-FU+IL-2 ¢ozeltisi ile 5-FU ve IL-2 yiiklii CD7
nanoplekste de goriilmiistiir.

Literatiirde bir baska calismada ise, 5-FU ¢ozeltisinin etkinliginin ve buradaki
uygulama sayisinin CT26 hiicreleri ile indiiklenen kolon kanseri modelinde etkisi
degerlendirilmistir. Ugiincii uygulamada birinci uygulamaya gore, dalakta CD44* T
hiicrelerinin sayisinda azalma ve MDSC hiicre sayisinda artma tespit edilmistir. NK
hiicreleri ve CD45" hiicre sayisinin degismedigi, PBS uygulanan grupla benzer kaldigi
belirlenmistir. Sitotoksik etkinin ise uygulama sayisi arttik¢a yiikseldigi bulunmustur.
Bu calismada ayrica, anti-PDL1 ile kombine tedavi uygulanmis ve terapdtik etkinin

arttig1 gosterilmistir [271].
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4.3.3. In Vivo Ortama Uygulanmis Kanser Nodiillerinin Histopatolojik

Incelemesi

In vivo ¢alisma sonrasi hayvanlarda alinan karaciger, akciger ve timor dokusu
ornekleri histopatolojik ve metastaz varlig1 agisindan degerlendirilmistir. 5-FU
cozeltisi ile 5-FU+IL-2 ¢ozeltisi, CD7 nanopleks ile karsilastirildiginda karacigerdeki
metastaz alanlarinda fark gozlenmemistir. Akcigerdeki metastazin PBS uygulanan
gruba gore CD7 nanopleks formiilasyon grubunda daha az oldugu gézlenmistir ancak
5-FU c¢ozeltilerine gore fark olmadigi bulunmustur. Primer timoér odaklarina
gelindiginde ise ilag yiikli CD7 nanopleks formiilasyonu uygulanan farelerde 5-FU
¢oOzeltisi uygulanan farelere gruba gore istatistiksel olarak daha az odak gelistigi
goriilmiistiir. Bu kapsamda, metastatik aktivite ve niikslin kemoterapi sonrasinda
kombine tedavilerle Onlenebilecegine yonelik literatiir calismalar1 bulunmaktadir
[272].

Son olarak, tezde yer alan ¢aligmalarin biiyiik ¢ogunlugu Covid-19 pandemisi
doneminde gercgeklestirilmistir. Bu sebeple hem madde malzeme temini hem de
calismalarin yapilacagi birimlerdeki onlemler tez siirecini etkilemistir. Calismalarin
planlanan siirelerde yapilamamasi ve sonuglarin ge¢ elde edilmesi, bu datalardan
cikacak on sonuglarin degerlendirilecegi yeni c¢alisma planlarinin yapilmasinm
engellemistir.

Etkin maddelerimizden IL-2’nin ticari olarak temininde miktarinin oldukca
diisiik olmasi ve maliyetinin yliksekligi ¢aligmalarda 6zenli kullanimini getirmistir.

Daha detayli analizlerin yapilmasini engelleyen bir parametre de bu olmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Kanser kemoterapisi ve immiinoterapinin kombine tedavide kullanilmasi son
yillarda dikkat ¢ceken yaklasimlardir. Kolon kanserinde, 70'ten fazla immiinoterapiye
dayali klinik ¢alismanin ¢ogunda kombinasyon tedavi tercih edilmistir. Bu tez
kapsaminda antikanser etkin madde 5-FU ve immiinoterapotik molekil 1L-2’yi
beraber tagiyan CD nanopleksler hazirlanmig in vitro karakterizasyon ¢aligsmalarinin
ardindan konvansiyonel ve 3B hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 ve in vivo calismalarla
etkinlikleri belirlenmistir.

Tez kapsaminda vapilan calismalarda;

e Nanopleks taniminda da gecen ve hedeflenen nano boyut olan 100 nm’nin
altinda 5-FU ve IL-2 yiiklii siklodekstrin nanopleksler hazirlanmistir.

e Yapilan yapisal analizlerle 5-FU’nun nanopleks igerisine enkapsiile oldugu
gosterilmistir.

e 5-FU ve IL-2 yiiklii CD nanopleksler, IL-2'de herhangi bir yapisal degisiklige
maruz kalmadan ve biyolojik aktivite kaybi1 olmadan basarili bir sekilde
hazirlanmistir. Pasif hedeflendirmeye uygun fizikokimyasal 6zelliklere sahip
olduklar1 belirlenmistir.

e Nano boyutlu ilag tastyici sistem olan CD nanopleksler, yiizey aktif maddeler
vb. ilave edilmeden sadece yiik etkilesimine dayali olarak olusturulmustur. Bu
sayede formiilasyon kaynakli toksisitenin Oniine gegilmistir.

e Validasyonlar1 gerceklestirilen analitik yontemlerle nanopleks igerisine
yiiklenen etkin maddelerin her birisi i¢in yiikleme etkinligi miktarlar
bulunmus ve in vitro salim ¢alismalar yiiriitiilerek etkin maddelerin neredeyse
tamaminin salindig1 goézlenmistir. Kullanilan CD polimerlerin ve nanopleks
yapisinin 5-FU ve IL-2 salimini1 olumsuz etkilemedigi sonucuna varilmistir.

e Her iki etkin maddenin de nanopleks yapisina dahil edilmesinin birbirlerinin
yiikleme etkinliklerinde olumsuz bir degisiklige neden olmadig1 gézlenmistir.

e Gergeklestirilen stabilite ¢alismalarinda, oral uygulama kapsaminda
degerlendirilen simiile gastrik sivida inkiibasyon sonrasinda nanoplekslerin
partikiil biiytikliigii ve dagilimi agisindan stabil kalmadigi gézlenmistir. Bunun

sebebinin asidik pH oldugu diisiiniilmektedir. Ancak salim calismalarinda
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simiile gastrik sivida IL-2 miktari, ELISA kitinde belirlenebilmistir. Antikor
bagli plakada gergeklestirilen bu kitte, antikora baglanan IL-2 bolgesinin zarar
gormedigi ve bdylelikle miktar tayini yapilabildigi sonucuna varilmistir.
Saglikl1 fibroblast hiicrelerinde yapilan giivenlilik g¢alismalarinda yiiksek
dozlarda bile CD polimerlerin giivenilir oldugu belirlenmistir.

CD nanoplekslerin etkinligini belirlemek i¢in kolon kanseri hiicrelerinde 2B
ve 3B hiicre kiiltiiri ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Hiicre yasayabilirliginin
degerlendirildigi bu calismalarda CD2 polimerinin tek basina canlilig1 diger iki
polimerden daha fazla azalttig1 goriilmiistiir. CD7 nanoplekslerinde polimer
etkisinden bagimsiz 5-FU ¢ozeltisine gore artan etkinlik gozlenmistir.

2B ve 3B hiicre kiiltiirii c¢alismalarinin sonuglarinin birbirlerinden farkli
oldugu, nano boyutlu ilag tasiyici sistemlerin etkililiklerinin konvansiyonel
hiicre kiiltiiri ¢alismalarina ek olarak 3B  hiicre kiiltiirlinde de
degerlendirilmesinin gerekliligi gosterilmistir.

Hiicre proliferasyonu ve gercek zamanli hiicre canlilig1 analizinde formiilasyon
uygulanmasindan 75 saat sonra kontrol ve 5-FU ¢ozeltisi grubuna kiyasla {i¢
CD nanopleksin de hiicre indeksi degerini azalttigi bulunmustur. Hiicre
sayisinin ikiye katlandig siirede ise tim CD nanoplekslerde istatistiksel olarak
anlamli artis gozlenirken, CD7 nanoplekslerinde bu artisin 5-FU ¢6zeltisi ve
diger ilag igeren gruplara gore daha yliksek oldugu belirlenmistir.

3B tiimor modelinde uygulanan formiilasyonlar sonras1 TUNEL ile apoptoz
tayini yapilmistir. CD7 nanoplekslerinin 3B yapinin daha derinlerine difiize
oldugu ve diger gruplara gore apoptozun arttig1 gdzlenmistir. Bu ¢alismalarda
elde edilen in vitro veriler, CD nanoplekslerinin kombine ilag tasinimi i¢in
uygun oldugunu ve kolon kanseri tedavisi i¢in umut vadettigini gostermistir.
In vitro c¢alismalarla giivenilir olduklar1 belirlenen CD polimerlerin
giivenlilikleri saglikli in vivo farelerde belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda CD tiirevlerinden 2 tanesinin (CD2 ve CD8) karaciger enzimleri
tizerinde anlamli degisiklige yol actigi belirlenmistir. In vitro giivenlilik
caligmalarinin yan1 sira polimerlerin giivenliliklerinin in vivo ¢alismalarla da

belirlenmesi gerekli oldugu diisiiniilmektedir.
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e Tiimor dokusunda miyeloid hiicre popiilasyonunda kontrol grubuna gére diger
gruplarda azalma gozlenmistir, fakat nétrofil ve monosit hiicre dagilimlar
gruplar arasinda farklilik gostermektedir. Ilag yiiklii CD nanopleks ve 5-FU
¢ozelti gruplarinda baskin popiilasyon kontrolden farkli olarak nétrofillerdir.

e Dalak infiltre miyeloid hiicre popiilasyonuna bakildiginda kontrol grubuna
gore diger gruplarda belirgin bir azalma ve baskin popiilasyonun nétrofiller
oldugu tespit edilmistir.

e Tiimorde tiim tedavi gruplarinda T hiicrelerinin sayis1 ve ylizdelerinde
istatistiksel olarak fark saptanmamustir. Bunun igin timor infiltre miyeloid
hiicre popiilasyonlarinin etkinligi yiiksek 6nem arz etmektedir.

e MLN’deki gbzlemlenen ve beklenildigi iizere yiiksek olan CD4'T hiicreleri
popiilasyonu, miyeloid hiicreler tarafindan yeterli diizeyde ko-stimiilasyona
maruz kalirsa immiin sistemin aktivasyonuna yiiksek diizeyde katkida
bulunabilir. Ancak gruplar arasinda CD4"* T hiicreleri popiilasyonlari arasinda
bir farklilik belirlenmemistir.

e Sitokin diizey analizleri sonucunda elde edilen bulgular dahilinde; anti-
enflamatuvar sitokinlerin kontrol grubuna gore diger gruplarda belirgin
diizeyde artis1 oldugu tespit edilmistir.

e Hayvanlardan alinan kanser dokusu incelendiginde primer tiimor odaklarinin
5-FU ve IL-2 yiiklii CD7 nanoplekslerinde 5-FU ¢6zeltisi uygulanan ve kontrol
grubuna goére daha az oldugu bulunmustur. Hepatik odak sayisi agisindan
uygulanan tedaviler arasinda fark gozlenmemistir. Akcigerde ise kontrol
grubuna gore daha az sayida odak 5-FU ve IL-2 yiiklii CD7 nanoplekste tespit

edilmistir.

Elde edilen tiim bu sonuglar, CD polimerlerin iki farkli tedavi yaklasimi
bilesenini bir arada tagiyabilen ve tagidig1 etkin maddelerin biyokimyasal ve fizyolojik
ozelliklerini kaybetmeden nano boyutlu ilag tasiyici sistemler i¢cinde bulundugunu
gostermistir.  Nanopleks igerisinde immiinokemoterapi in  vivo modelde
uygulandiginda onemli Ol¢lide daha diisilk metastatik odak sayisi gozlenmistir.
Antikanser aktivite agisindan ise, klinikte birlikte onayli kullanimi bulunmayan 5-FU

ve IL-2'nin serbest ¢ozelti formunda da birlikte calisarak etkin tedavinin saglandigi
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goriilmiistiir. Bu tastyici sistemin farmakokinetik calismalarla desteklenerek kolon
kanseri indiiklenen hayvanlarda es zamanl yiiriitiilmesi etkinligin siire¢ icerisindeki
durumunu da anlamamizi saglayacagi i¢in ilerleyen siirecte diisiiniilmektedir. Sonug
olarak, CD nanopleksler kolon kanserinde immiinokemoterapi igin uygun olabilir ve
bu, immiinoterapdtik ajanlarla kombinasyon halinde diger kemoterapétiklerle
dogrulanmalidir. Ayrica hazirlanan bu nanoplekslerle immiinokemoterapinin yani sira
farkli kemoterap6tik, immiinoterapotik, radyoterapétikler gibi ajanlarla tedavinin de
kolon kanseri iizerindeki etkinligi degerlendirilebilir. Diger kanserlerde bu
nanosistemin hazirlanma prensipleri gozetilerek, farkli tedavilerin kombinasyonunu
iceren yeni bir nanopleks sistemi tasarlanabilir ve kolaylikla hazirlanarak etkinlik in
vitro ve in vivo olarak degerlendirilebilir. Gelecekteki ¢alismalarda asilmasi gereken
zorluk, 1L-2 yiiklii nano boyutlu tasiyicilarin oral uygulanmasidir. Oral uygulama ile
intestinal immiinizasyon ve parenteral uygulamadan kaginarak gastrointestinal

kanserlerin etkili ve giivenli tedavisi onemli gelismeler olacaktir.
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Abstract: Clinically, different approaches are adopted worldwide for the treatment of cancer, which
still ranks second among all causes of death. Imnmunotherapy for cancer treatment has been the focus
of attention in recent years, aiming for an eventual antitumoral effect through the immune system
response to cancer cells both prophylactically and therapeutically. The application of nanoparticulate
delivery systems for cancer immunotherapy, which is defined as the use of immune system features
in cancer treatment, is currently the focus of research. Nanomedicines and nanoparticulate macro-
molecule delivery for cancer therapy is believed to facilitate selective cytotoxicity based on passive or
active targeting to tumors resulting in improved therapeutic efficacy and reduced side effects. Today,
with more than 55 different nanomedicines in the market, it is possible to provide more effective
cancer diagnosis and treatment by using nanotechnology. Cancer immunotherapy uses the body’s
immune system to respond to cancer cells; however, this may lead to increased immune response
and immunogenicity. Selectivity and targeting to cancer cells and tumors may lead the way to safer
immunotherapy and nanotechnology-based delivery approaches that can help achieve the desired
success in cancer treatment.

Keywords: cancer; nanoparticle; immunotherapy; macromolecule delivery; targeting
geting

1. Introduction

Cancer is a complex disease characterized by uncontrolled growth of cells and expan-
sion of these abnormal cells in the body, which caused over 9.6 million deaths worldwide
in 2017 alone [1]. Regarding the estimation of American Cancer Society for 2021, spe-
cialists consider that nearly 1.9 million people will be diagnosed with cancer and almost
608,570 people will die from cancer [2]. The cancer-related mortality in the world is
expected to reach 22 million by the year 2030.

Among the various approaches employed in cancer treatment, surgery is usually the
first treatment of choice. The appropriate strategy for treatment is developed according to
the type and stage of cancer. Other treatment methods in clinical practice are chemotherapy
and radiotherapy and combinations of these approaches. Chemotherapy using various
antineoplastic agents can be applied as first line treatment for therapeutic purposes, but
also to prevent the proliferation of cancer cells after surgery or radiotherapy or to reduce
the size of tumor tissue prior to surgery. Today, although it is possible to treat cancer
with one treatment method alone or with a combination of different treatment methods,
the desired success rate in cancer treatment has not yet been achieved. The main reason
for this failure is the systemic toxicity and undesired side effects caused by the treatment
strategy, particularly for chemotherapy. In order to overcome these side effects and provide
more effective cancer treatment with lower doses of active ingredient, different treatment
strategies have been developed. Immunotherapy, which has attracted attention in recent
years, can be defined as the use of immune system features in cancer treatment [3]. In other
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words, immunotherapy is defined as a type of biotherapy and is based on the sensitization
of the patient’s immune system to cancer, which increases selectivity and reduces side
effects [4]. The prevalence of cancer immunotherapy in clinical trials led to the selection of
cancer immunotherapy as the “2013 Breakthrough of the Year” by Science [5].

As with other treatment methods, immunotherapy is subject to some limitations be-
cause it may impair immune homeostasis by causing an immune reaction that should not
be employed against normal tissue. For instance, inflammation, colitis and pruritus can
be observed frequently depending on dosage of drugs and personal factors [6]. However,
positive results are obtained in immunotherapy studies that target minimum side effects
compared to conventional treatments. Therefore, the advances and improvement in im-
munotherapy through nanotechnology and nanoparticulate delivery systems may have a
positive impact on treatment success.

In this review, cancer immunotherapy is explained, and the clinical applications are
detailed. In addition, the role and privileges of immunochemotherapy and nanoparticulate
delivery systems in immunotherapy are summarized in the light of preclinical studies and
recent literature.

2. The Immune System and Its Role in Cancer Immunotherapy

The immune system consists of innate and adaptive immune components (Table 1).
The innate arm is the first defense mechanism against the antigen and is responsible for
generating sudden and short-lived responses with monocytes, macrophages, dendritic
cells and natural killer cells. Innate system cells are in charge of recognition of non-host
cells and the presenting of cells of antigenic nature to adaptive system cells. Innate immune
system cells have receptors to recognize microorganisms, damaged cells and transformed
cells, i.e., tumor cells.

Table 1. Immune system types and constituents.

Innate Immunity Adoptive Immunity
Epithelial barriers B Lymphocytes
Phagocytes (Macrophage ex.) T Lymphocytes
Mast cells
Dendritic cells

Natural killer and other innate lymphoid cells
Complement proteins

On the other hand, the adaptive arm produces long-lasting responses using T cells
and B cells, eventually generating immune memory [7]. Adaptive immunity is based on T
and B-lymphocytes that proliferate after recognition and destroy antigenic structures by
stimulating various mechanisms. Besides these cells, the immune system’s constituents
include cytokines, antibodies, plasma and adhesion molecules, tissues and organs such as
the thymus, bone marrow and spleen [8].

Cancer growth and metastasis are able to exert immunosuppression mechanisms that
prevent cancer from being recognized by immune system. Thus, cancer immunotherapy
aims to activate the immune system against these malignant cells [5]. Immunochemother-
apy is orchestrated to stimulate patient’s own immune system passively or actively to
recognize and destroy damaged or abnormal cells. Cancer immunotherapy is significantly
advantageous in preventing recurrence by regulating the tumor microenvironment and
reducing the presence of tumor neoantigen [5]. The immune system tries to detect the
cancer cells and nascent tumors and this is called “immune surveillance of cancer”. The
detection and destruction of damaged or cancer cells by the immune system is a complex
pathway that develops as a result of the coordination of many cells. The most important
component of this multistep process is tumor-associated antigens (TAAs). TAAs are re-
leased from dead tumor cells and greatly occupy the tumor surface and are presented to
T cells with antigen-presenting cells (APCs) such as dendritic cells (DC), macrophages
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and B lymphocytes. The main function of DCs of the innate system is to recognize mi-
croorganisms, damaged cells and transformed cells, such as cancer cells, using Toll-like
receptors (TLRs) and nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors [9].
TLRs can be expressed on tumor cells as well as on other immune cells such as T cells
and MDSCs. In particular, TLR-4 can detect damaged cell pathogen-associated molecular
patterns and damage-associated molecular patterns [10]. Another component that plays
a role in this field is TLR-9, which is expressed on DCs and NK cells. Clinical trials on
stand-alone or combination therapy based on TLR-9 are ongoing [11]. After recognition
of a foreign or harmful structure, the DCs retain this antigenic structure to present and
activate the adaptive immune system cells by modifying their own surface with antigens
and presenting them to the T cell receptors via the class I and Il major histocompatibility
complex (MHC) in the lymph nodes [12,13]. Class I MHC molecules can induce CD8" T
cells, which are called cytotoxic T cells (Tc) [14], that are able to destroy tumor cells and
consequently offer more TAAs to enhance the immune response. This pathway is called
“Cancer-Immunity Cycle” (Figure 1) [15]. Other member of the MHC molecule, class II
MHC molecule, also has epitopes to be recognized by CD4" T cells, which are T helpers
(Th) [14]. After recognition, T cells are activated and proliferated, and the cells which have
these tumor specific epitopes are called effector T cells.

Killing of cancer cell Cancer antigen presentation

Release of cancer cell antigen

Infiltration into tumor Traffickingto tumor
Recognition of

Priming & Activation
cancer cell by T cells

Figure 1. The cancer immunity cycle. This cycle starts with the release of antigens from cancer cells
and ends with the formation of immunity to the cancer cell, and many different cells play a role in
this natural process.

The immune system attempts to eradicate cancer cells even if the tumor continues to
grow and differentiate. This pathway is the process of immuno-regulation and involves
different cell types and factors [15]. For example, T cells may emit inhibitory signals,
such as Natural killer (NK) cells, stimulatory or regulatory T cells (Tregs) [12]. Tregs
produce high levels of TGF-$ and interleukin-10 (IL-10) to inhibit cytotoxic T-lymphocytes
and APCs in addition reduce the immunogenic effect by reducing ATP assembly in the
extracellular environment [16]. Similar to Tregs, myeloid-derived suppressor cells (MDSC)
do not have a direct anti-tumor effect, but they reduce arginine amino acid, nitric oxide
synthase and interleukin-2 (IL-2) levels by expressing arginine I in effector T cells [17].
Moreover, in cancer treatment, different cytokines are used for the induction of DCs and
NK cells and proliferation of T cells, especially cytotoxic T lymphocytes (CTLs). Cytokines
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released from many different cells are the main mediator molecules in immune system
cells and regulate the immune and inflammatory responses. Cytokines are a large family
that consist of many proteins such as interleukins (ILs), colony-stimulating factors (CSFs),
interferons (IFNs), tumor necrosis factors (TNFs) and transforming growth factor (TGF-3).
In cancer treatment, different cytokines are used for the induction of DCs and NK cells
and the proliferation of T cells, especially cytotoxic T lymphocytes (CTLs). In clinical use
for the treatment of cancer, high-dose cytokine administration is required to induce tumor
regression [18,19].

The tumor microenvironment is characterized by enhanced vascularization, hypoxia,
reduced pH and increased interstitial blood pressure besides the immune cells [20]. This
complex feature is a barrier restricting drug permeation into solid tumors and the activation
of immune cells in tumor microenvironment. Moreover, the tumor microenvironment plays
an important role in tumor development, and especially metastasis, by protecting itself
from the immune system through various mechanisms. In this regard, the most widely
known mechanism is that the presence of hypoxia induces tumor-associated macrophages
and promotes tumor progression. (TAMs) [21]. Besides, tumor cells can protect themselves
from the immune system by reducing the levels of MHC class I molecules or inducing
mutation in MHC class I genes. In addition, tumors are able to express B-cell lymphoma 2
(Bcl-2) gene to inhibit apoptosis and act as signal transducer and activator of transcription
3 (STAT3) as oncogenic molecules [22].

Tumor metastasis is a multistage process in which malignant cells spread from the
primary tumor to the organ via blood and lymphatic circulation. Basically, tumor growth
and metastasis are caused by angiogenesis and lymphangiogenesis triggered by chemical
signals from tumor cells. Therefore, cancer cells change the normal immune mechanism
and try toavoid the immune system by regulating new antigens and proteins (Figure 2) [23].
For example, tumors change the DC phenotype through their microenvironment and the
change in DC phenotype causes the differentiation of MDSC and M2 macrophages. As a
result of this differentiation, the activation of antitumor CTL and Th1 cells is inhibited and
the release of growth factors necessary for the tumor increases [24]. Another immunosup-
pressive agent available in the tumor microenvironment is the M2-like type macrophage
stimulated for IL-10, arginase I, and TNF-secretion [15].

N\“‘at'\onsfin ;\\IIHC 8enes o
or Antj,
es “eeded £en Pr Oce

Tumor Cell

Figure 2. Mechanism of tumor escape from the immune system.
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The strategies developed by the tumor to escape the immune system are based on
blocking the activity of T cells because when the T cell recognizes the tumor, antitumor
activity is stimulated. Suppressing the production of antigens necessary for the T cell
to recognize that the tumor is a way of hiding the tumor from the immune system. The
tumor that avoids antigen production cannot be recognized by T cells and antitumor
activity cannot be triggered. The tumor can also inhibit antigen processing by causing
mutations in genes such as MHC gene required for antigens [25]. In addition, the tumor
microenvironment may exhibit immunosuppressive properties due to various cytokines
such as vascular endothelial growth factor (VEGF), interleukins, and transforming growth
factor beta (TGF-f3), secreted by both cancer and immune system cells.

Tumorigenesis is a very complex process in which many metabolic changes occur,
from cancer cell differentiation to metastasis. Changes in this process are in favor of tumor
development. The tumor metabolism is specialized to provide the energy and factors, such
as protein and DNA, necessary for the rapid division and proliferation of cancer cells and
their survival. Significant changes occur in the mitochondria of cancer cells, both to prevent
apoptotic effects and to provide the necessary energy in a short time. Unlike healthy cells,
lactate dehydrogenase [4] accumulation is observed in cancer cells that prefer glycolysis
even in the presence of oxygen. This metabolic change, known as the “Warburg Effect”,
is known to be caused by oncogenes. The high concentration of LDH accumulated in
the cancer cell causes direct suppression of the immune system by inhibiting CTLs and
preventing the conversion of monocytes to DCs. This is another strategy for cancer cells to
escape from the immune system [26].

3. Strategies in Cancer Immunotherapy

The efficacy of cancer immunotherapy has been demonstrated by clinical studies as
well as in vitro and in vivo studies [22]. There are many different immunotherapeutic
drugs approved by the Food and Drug Administration (FDA) to be used in cancer therapy:
recombinant-human-IL-2 for renal cancer cell therapy; first monoclonal antibody for B-cell
malignancies; first DC-based cancer vaccine for prostate cancer therapy; chimeric antigen
receptor (CAR)-engineered cell therapy for B-cell lymphoma; and programmed death
ligand-1 (PD-L1) immune checkpoint blockers for melanoma are examples of immunother-
apeutics approved for use in the treatment of cancer in the last thirty years [27]. The
evaluation of more than 40 antibodies in cancer are continued in late-stage clinical studies.

On the other hand, immunotherapeutics administered in combination therapy can
be considered a reasonable and effective way to treat cancer [12]. The FDA and Euro-
pean Medicines Agency (EMA) approved two vaccines—T-VEC (Imylgic®) to induce
DC production in melanoma and Sipuleucel-T (Provenge®) to supply genes expressing
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) in metastatic prostate cancer,
respectively [28]. More than 80 antibody-based products are already approved by the
FDA and EMA [29]. Furthermore, ipilimumab, pembrolizumab, nivolumab, atezolizumab,
durvalumab, cemiplimab and avelumab are immune checkpoint inhibitors (ICls) approved
by the FDA and authorized by the EMA in the last seven years [30]. For unresectable
or metastatic hepatocellular carcinoma, atezolizumab and bevacizumab are approved as
combined therapy by the FDA in 2020 [31]. Meanwhile, the FDA has promoted differ-
ent combinations of immunotherapy, such as ipilimumab plus T-VEC, pembrolizumab
plus T-VEC, ipilimumab plus peptide vaccine, nivolumab plus peptide vaccine and pem-
brolizumab plus viral vaccine in melanoma, and ipilimumab plus Sipuleucel-T in prostate
cancer [32].

Cancer immunotherapy strategies are basically divided into four types (Figure 3):
immunomodulation, adoptive cellular therapy, targeted antibodies and cancer vaccines.
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Chimeric antigen receptor-1

Tumor infiltrating lymphocytes

I' cell receptors

Adoptive
Cellular
Therapy

Dendritic cell vaccines

Targeted | th Vaccine Peptide vaccines
Antibodies (IANOIEIEY Therapy DNA vaccines

Tumor cell vaccines

Monoclonal antibodies

Antibody-drug conjugates

Immuno

modulators

Checkpoint inhibitors

Figure 3. Inmunotherapy approaches for cancer treatment.

(A) Immunomodulation focuses on improving the immune response by priming the host
immune system. Although different agents play a role in immunomodulation, the
basic approach is based on the stimulation of antigen presenting cells to T cells and
consequently the further killing of tumor cells by T cells. Cytokines are the leading
immunomodulation agents. There are several cytokine-based immunomodulators ap-
proved for use in immunotherapy of different cancer types. For example, Aldesleukin
(Proleukin®) is a synthetic form of IL-2 produced by recombinant DNA technology
and is approved for the treatment of kidney cancer and melanoma [33]. Another
example is interferon alfa-2b (Intron A®), also produced by recombinant technology
and used in the treatment of leukemia, lymphoma and melanoma [34].

Another immunomodulator group used in cancer immunotherapy are checkpoint
inhibitors. Checkpoint inhibitors act by blocking the proteins that prevent the immune
system from attacking cancer cells. According to their mechanism of action, they can also
be defined as targeted therapy, because checkpoint inhibitors inhibit specific proteins on
the T cell or cancer cell. For example, Ipilimumab (Yervoy®), developed to inhibit CTLA-4
(cytotoxic T lymphocyte associated protein 4) expressed on T cells, is used in the treatment
of advanced melanoma. Normally, CTLLA-4 is a protein receptor that acts as an immune
checkpoint that downregulates immune responses. In this way, it prevents the immune
system from attacking healthy cells in autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis
and ulcerative colitis. However, in the treatment of melanoma, the aim is to increase the
attack of T cells to the tumor by inhibiting this CTLA-4 receptor [35]. PD-L1 is one of
the cell surface proteins expressed on cancer cells that functions as an immune system
suppressor. Atezolizumab (Tecentriq®), developed as a PD-L1 inhibitor, is used in the
treatment of lung cancer and urothelial cancer [36]. Although a limited patient group
benefits from immune checkpoint blockers with close to 40% response rates in the clinics,
the effect depends on the T cell levels at the tumor site. For this reason, these agents are
combined with other chemotherapeutics, radiotherapeutics or vaccines. In addition, recent
studies have shown that some chemotherapeutic agents, such as Doxorubicin, have induced
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host immune system when used alone or combined with immunotherapy. Moreover, the
research on the efficacy of doxorubicin and immune checkpoint blockers is ongoing in
clinical trials (NCT04028063). It is known that doxorubicin can induce antitumor T cell
responses that induce immunogenic cell death by releasing calreticulin (CRT) and high
mobility group box 1 (HMGBI1) [27,37]. In a study, «PD-L1 and «CTLA-4 antibodies
combined with IL-2 in collagen-binding domain (CBD). Tumor volume was reduced in the
melanoma, colon, and breast tumor models in the CBD-IL2-treated group. However, when
CBD-ICI and CBD-IL2 were administered together, it was emphasized that the tumor was
almost completely destroyed in the breast tumor model and a survival rate of 69% was
achieved after 100 days [38]. In another study CBD combined with the chemokine CCL4
and its effectiveness was evaluated in multiple tumor models. In addition to increased
tumor accumulation, overexpress of DC and T cells was been reported [39]. IL-12 was
combined with CDB to minimize its adverse effects and its efficacy was evaluated after
intravenous administration in a melanoma model. As a result of the study, it was reported
that IFN-y, ALT and AST levels were decreased compared to free I1.-12. While short-
term tumor shrinkage was observed when IL-12 was administered alone, a long-term
antitumoral response of nearly 60% was obtained when I1.-12and ICI were administered
in combination [40]. In addition, clinical trials are ongoing on new immune checkpoint
inhibitors. For example, success in the treatment of solid tumors is observed in phase I
studies with antibodies targeted to CD47, CD73, A2Ar and TIM-3 [41].

(B) Adoptive cell therapy is a type of immunotherapy applied to help the immune sys-
tem fight cancer cells. In cellular immunotherapy, T cells are used in different ways by
taking advantage of their natural abilities to eliminate cancer cells (Figure 4). Basically,
T cells are collected from the cancer patient’s blood or tumor tissue and then changed
in the laboratory to better target the cancer cells and then given to the patient [42].
The presence of T cells may not always be sufficient to eliminate cancer cells. Killer T
cells must also be present in a sufficient number of tumor sites, be pre-activated and
maintain their activity until the tumor is completely eliminated. Tumor-Infiltrating
Lymphocyte (TIL) therapy, one of the adoptive cell therapy applications, is an im-
monutherapy approach that aims to provides all of these conditions. In TIL treatment,
T cells that have already infiltrated the tumor tissue of the patient with cancer are
collected, expanded and re-infused into the patient in order to provide a sufficient
number. Despite the promising benefits of TIL therapy, it has some limitations. Un-
fortunately, although T cells are reproduced in vitro conditions, sometimes sufficient
numbers are still not achieved in patients. To overcome this problems, engineered T
cell receptor (TCR) therapy using peripheral lymphocytes has been developed with an
genetic engineering approach. This approach not only activates and expands existing
anti-tumor T cells, but also enables the T cells to target specific cancer antigens. In both
TIL and TCR treatment approaches, only cancer cells presenting their antigens can
be targeted. T cells can recognize cancer thanks to the MHC-mediated presentation
of specific antigens expressed on the surface of cancer cells. In the chimeric antigen
receptor (CAR-T) approach developed to overcome this limitation, T cells recognize
cancer cells as MHC-independent. This approach is an example of personalized
medicine practice and the FDA and EMA have also approved CAR-T therapeutic
products Kymriah® and Yescarta® for use in lymphoma treatment [43].
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Targeted Antibodies: Monoclonal antibodies (mAbs) can be briefly defined as anti-
bodies that bind to specific parts of an antigen. The high specificity of monoclonal
antibodies binding to cancer cells has made it inevitable that it would be used in
cancer treatment. mAbs have been researched for use in cancer treatment for many
years and there are a variety of products on the market. The idea of benefiting from
active targeting in cancer treatment has made the use of mAbs inevitable. In par-
ticular, the discovery of tumor-specific antigens has increased the interest in mAbs.
The main reason for using mAbs in chemotherapy is that systemic toxicity can be
prevented. For this reason, versatile research continues for the use of mAbs in cancer
treatment. Rituximab, developed for CD20 expressed on the surface of B cells in
non-Hodgkin lymphoma, is the first mAb used in cancer treatment. Subsequently,
anti-HER2 Trastuzumab for breast cancer treatment and anti-VEGF Bevacizumab
and anti-EGFR Cetuximab for colorectal cancer treatment were approved. To date,
approximately 30 mAbs are FDA-approved for use in cancer treatment and are on the
market [44,45]. mAbs can be used alone in cancer treatment or in combination with
anticancer agents. This technological approach, called antibody-drug conjugate, aims
to carry anticancer drugs to the tumor via mAbs produced specifically on the cancer
cell surface antigen. In this way, a form of chemotherapy with increased efficiency
and reduced side effects is provided [46]. Kadcyla is an antibody-drug conjugate
approved by the FDA and EMA in 2013 for use in the treatment of HER2-positive
metastatic breast cancer [47]. It is a combination of anti-HER2 Trastuzumab and DM1,
a chemotherapy drug effective on microtubules. Adcetris is a conjugation of Brentux-
imab (chimeric IgG1) that targets CD30 on the cancer cell surface and the cytotoxic
agent monomethyl auristatin E. It was approved by the FDA in 2011 and then by the
EMA in 2012 for use in the treatment of Hodgkin lymphoma [48]. The mAbs and
antibody-drug conjugate that have been approved for use in cancer treatment are
summarized in Table 2.
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Table 2. Summary of monoclonal antibodies used in the treatment of cancer in the clinic.
Name Target Antibody/Cytotoxic Agent Indication(s)

Rituximab (MabThera®, Rituxan®) ~ CD20 Human-mouse chimeric IgG1k Non-Hodgkin’s lymphoma

Ibritumomab (Zevalin®) CD20 i\ﬁ::(:nt;;lg(?lk ARREIR Non-Hodgkin’s lymphoma

Ofatumumab (Arzerra®) CD20 Fully human IgG1k B-cell CLL

Obmut‘u/,%mab (A CD20 humanized mAb of IgG1k CLL

Gazyvaro™)

Isatuximab (Sarclisa®) CD38 Chimeric IgG1 Multiple myeloma

Daratumumab (Darzalex Faspro™) ~ CD38 Human IgG1 Multiple myeloma

Necitumumab (Portrazza®) EGFR Human IgG1 Non-small cell lung cancer
Colorectal cancer;

Cetuximab EGFR Chimeric IgG1 Head and neck squamous cell
carcinoma

Panitumumab EGFR Human IgG2 Colorectal cancer
Colorectal cancer; Non-small cell lung

Bevasizumab VEGF Humanized IgG1 cancer; Renal cancer; Glioblastoma;
Ovarian cancer

Ramucirumab VEGFR2 Human IgG1 Gastric cancer

Pertuzumab HER2 Humanized IgG1 Breast cancer

Trastuzumab HER2 Humanized IgG1 Breast cancer

The previously mentioned approaches (adoptive cellular therapies, targeted anti-
bodies and immunomodulators) used in cancer immunotherapy are grouped as passive
immunotherapy. In passive immunotherapy, ex vivo activated cells are used to stimulate
the immune system against cancer cells.

(D) Vaccine use in cancer immunotherapy is an example of active immunotherapy. In
active immunotherapy, the aim is to activate the effector functions of the immune
system [49]. The main purpose of cancer vaccines containing tumor cells or antigens
is to stimulate the immune system, destroy the tumor and prevent relapse. Cancer
vaccines are responsible for introducing specific antigens expressed on the surface of
cancer cells to the immune system. With the elucidation of the structures of cancer
cell specific tumor-associated antigens, interest in cancer vaccines is increasing day by
day. These antigens are combined with adjuvants and used to activate the immune
system against cancer. Cancer vaccines are developed to prevent or treat cancer. For
example, there are vaccines for human papillomavirus (HPV), which is associated with
different types of cancer such as cervical, vaginal and throat is done to prevent cancer.
Similarly, the Hepatitis B (HBV) virus can be used to reduce the risk of hepatocellular
carcinoma in patients with chronic liver disease. In cancer vaccines developed for
therapeutic purposes, adjuvants that help increase the immune response are generally
used. Sipuleucel-T (Provenge), the first commercially available cancer vaccine, is
a dendritic cell-based vaccine developed for the treatment of hormone-refractory
prostate cancer [50]. Talimogene laherparepvec (T-VEC) is a vaccine used in the
treatment of melanoma and is an oncolytic herpes simplex virus developed with a
genetic engineering approach. It is also the first FDA-approved oncolytic viral therapy
product [51,52].

4. Nano-Immunotherapy Applications in Cancer Treatment

Nanomedicines benefit from the present innovative and targeted approaches to the
selective treatment of cancer. With this technology, several nano-sized drug carrier systems
have been developed to overcome biodistribution and pharmacokinetic problems of active
pharmaceutical ingredients (APIs). The use of nanoparticulate systems in cancer started in
1995 with the FDA approval of Doxil® (PEGylated liposomal doxorubicin). Then, in 1996,
Doxil® was approved by the EMA under the trade name Caelyx [53]. Since then, FDA and
EMA approved nanosystems have increased rapidly. About 55 nanomedicines are currently
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used in clinical settings and more than half of them have reached the market for cancer
therapy. The combination of two innovative strategies in cancer treatment, immunotherapy
and nanotherapy, are promising fields. Currently, there are over 100 clinical studies using
combinations of different immunotherapeutic and nanocarriers. Besides the clinical studies,
the combination of atezolizumab (Tecentriq) with Abraxane was approved by the FDA for
use in the treatment of metastatic triple negative breast cancer [54]. However, atezolizumab
is not approved for use with Taxol (paclitaxel). This strategy is the first approved example of
the combined application of nanomaterials with biological therapeutics in cancer treatment.

Nanoparticulate carrier systems have been investigated for use in cancer treatment for
many years with several advantages as a result of their unique structures (Figure 5) listed
as follows:

e Nanoparticles interact directly with the cell membrane and intracellular structures,
avoiding the drug resistance mechanism by bypassing the cellular efflux pump and
increasing uptake into tumor cells.

e Nanoparticulate systems increase the cellular uptake and accumulation of the trans-
ported drugs into the tumors.

e Nanosystems enhance the efficiency and stability of active molecules by protecting
them from biological factors such as enzymes during blood circulation.

e The surface of nanosize carriers can be modified to active targeting or also targeted
passively thanks to their particle sizes. Long-term circulation of these nanoparticles
can strengthen the targeting ability.

e Nanomedicines provide enhanced immune responses in comparison to the use of
conventional immunotherapy alone.

piagnostic

" Nanoparticulate
Systems

Figure 5. Various types of nanoparticulate delivery systems and possible approaches in cancer therapy.

Nanoparticulate systems increase the response of the immune system through various
mechanisms, i.e., by targeting specific immune cells, activating and enabling immune cells
to recognize cancer cells [53]. By using nanocarrier systems, it is possible to protect the
active molecule from biological factors and to deliver the drugs effectively to cancer tissues.
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Thanks to these advantages, nanoparticles are used in cancer nano-immunotherapy for the
delivery of cytokines, vaccines, immune checkpoint inhibitors, agonistic antibodies and en-
gineered T cells [13]. Another advantage of using nanoparticles in cancer immunotherapy is
that systemic toxicity can be eliminated with these delivery systems. Immunotherapy may
cause severe side effects and toxicity commonly characterized by skin reactions such as pain,
swelling, redness, itchiness, rash and soreness. In addition, gastrointestinal side effects such
as diarrhea, vomiting, colitis and also neurotoxicity, endocrine problems and pneumonia
are the other adverse effects of conventional immunotherapy [14,55]. Nanosystems can
help in reducing the amount of immunotherapeutic required for treatment. Moreover, they
can help the active ingredient to accumulate at the tumor site avoiding other organs to
overcome systemic side effects [21,56]. Besides active targeting, it is also possible to benefit
passive targeting in cancer immunotherapy. As in chemotherapy, the enhanced permeabil-
ity and retention effect due to the natural structure of the tumor microenvironment also
enables the use of nanoparticles in immunotherapy by using passive targeting. Different
nanoparticles, such as polymeric, lipid-based or metallic particles, are used as delivery
systems for genes and drugs in cancer immunotherapy. Examples of studies performed in
this field in the last 5 years are summarized in Tables 3 and 4.

Table 3. Summary of several nanoparticulate drug delivery systems on cancer immunotherapy.

Niigaakia Chemotherapeutic Immunotherapeutic Therapeutic Findings
Load Load/Cell Indication &
" canei B e e . g o,
T hermosnlnslhve PLGA Db IFN-y Melsiising Imn,aslcd (yt'okme levels and
nanoparticle drug circulation [57]
Similar antitumoral effect
Immunolivosome ; Fab segment of Melanoma with lower dose than
P i anti-PD-1.1 anti-PD-L.1 and Long
circulation time [12]
s o S
Poly (propyl acrylic acid) Decalceine modified Mel: 'Ilixcrﬁa‘s'ed dactwla . Q D&
fianoplex antigenic peptide elanoma cells and prolong antigen
uptake [58]
Promoted DC maturation,
s : i induced antigen specific
ChitosanNanoparticle - OVA Melanoma CD8* T cells snd increased
anticancer efficacy [59]
EI[I(-:(:Z};ET cll\uster Platinum prodrug BLZ-945 Colon cancer rm——
ST ) - o TAM level [60]
nanoparticles
o G ; Higher antitumor effect
Fgh d.cnS“y Moot Doxorubicin Anti PD-1 Colon cancer No toxicity and liver
nanodisc .
metastasis [27]
Lipid nanocapsule Funchong iaed I eells {;Lék};gliggii?\::t;i:;rug
(MPB-DOPE and DOPG) SN-38 “tltth-‘zsl Lymphoma reduced tumor burden and
nanocapsule enhanced survival rate [61]
), 2 “vcelie 1 3 o
SiDAO e or L atghing Noro:DOX elivery iispocylon SHinilated
Per © 5 ‘ Doxorubicin was provided with DC-  Glioblastoma yIMpOCY S v

glycine and L-aspartic acid
nanodiamond

glioblastoma cells’

mediated. immunogenicity [62]

Abb: MPB-DOPE (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3- phosphoethanolamine-N-[4-(p-maleimidophenyl) butyramide]; DOPG (1,2- dioleoyl-sn-
glycero-3-phospho-(1-rac-glycerol); SPC (Soy phosphatidylcholine); (DSPE-PEG-Mal) 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-
N[maleimide(polyethyleneglycol)-2000] (ammonium salt); OVA ovalbumin.
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Table 4. Summary of several nanoparticulate gene delivery systems on cancer immunotherapy.

Nanocarrier Gene System Combined Drug Ther.ape.utlc Findings
Indication
Multi-walled carbon ova Enhanced antigen specific T cells,
’ AntiCD40 - Melanoma R
nanotubes GG reduced tumor volume [63]
Polyethyleneimine VEGFR-2 encoded Increased IL-2, IFN-y, TNF-o
- Melanoma Reduced tumor volume, enhanced
nanoplexes DNA survival rate [64]
Lipid nanoparticle
(DOPE and p-DNA Anti PD-L.1 Melanoma Enhanced antitumoral effect [65]
Cholesterol)
Lipoplex (DOTAP and o .Incrf-ase.d !L—15 and lNl-?-ot,‘ u?duced
m-PEG-PLA) p-IL-15 - Colon cancer apoptosis in tumor and inhibited
tumor cell proliferation [66]
1,2-dioleoyl-3-
trimethylammonium .
ropane and Enhanced immune response,
Eiolzol ‘l hasERaEavl SGT-53 plasmid Anti PD-1.1 Lymphoma reduced tumor volume and lung
YIPhOSE Yy metastasis [67]
ethanolamine
nanocomplex
Poly (propylene
sulfide) and Dextran CpG OVA Lymphoma Stronger CD8* T cells activation [68]
nanoparticle
3 i = Enhanced accumulation in tumor,
E:;T)/p\;:ri:slf PC;;BEIZ 1" nd - Pancreatic cancer  increased CD8* T cells, 11.-12a,
’ TNF-, IFN-y level [17]
Cationic polylactic : R Increased IL-8 expression,
nanoplexes Hee okl B Feostitcanget Reduced tumor volume [69]
Multi-walled carbon o Increased T cells and IL-6 level and
nanotubes s - B GRS suppressed tumor growth [70]
PEGylated lipid Hepatocellular Increased lymphocytes, IFN-y, I1.-12
polyplex pllte . carcinoma [71]
§ ; 3 i R Hepatocellular Augmented CD4" T cells
Lpid nanopasticle elEmiA carcinoma Reduced tumor burden [72]
CpG Induced TAMs mediated immune
Gal-C-dextran : Hepatocellular b
n’anocomplex Antill-10 B carsinoma activity
i AntilL-10R Enhanced tumor accumulation [73]
Folic acid-
functionalized PEI PD-L1 siRNA - Ovarian cancer Rrodedown Of m.)‘“
. Increased sensitivity cancer cells [74]
nanoparticle
Nanodisc (ApoA-I
peptide, . cere . Enhanced tumor regression and
Sphingomyelin and gEe Poxorubicin Glioblastoma survival rate [75]
Cholesterol)

The purpose of this review is to summarize the applications of cancer immunotherapy
with a focus on nanosystems. In this context, the most recent nano-immunotherapy
approaches for the most common types of cancer have been compiled.

4.1. Nano-Immunotherapy of Melanoma

Melanoma has the fastest increase in incidence among cancer types. Current treatment
includes surgery, chemotherapy, targeted therapy or radiation therapy [76]. Inmunother-
apy is generally used in the treatment for stage Il and IV melanoma. ‘Treatment with im-
munotherapy may use immune checkpoint inhibitors (Keytruda® and Opdivo®), cytokines
(IFN and IL-2), or imiquimod cream. Cancer vaccines, which are another immunotherapy
approach used in the treatment of melanoma, attract great attention. There are many vac-
cines for this purpose in clinical trials. One of these vaccines is NeoVax (NCT01970358), a
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personalized neoantigen cancer vaccine consisting of peptide plus poly-ICLC (Polyinosinic-
Polycytidylic acid stabilized with polylysine and carboxymethylcellulose, also known
as Hiltonol®). Another example of a vaccine, NEO-PV-01 (NCT02897765), consists of
nivolumab and an adjuvant and is evaluated for the treatment of melanoma, bladder and
lung cancers [77]. IVAC® Mutanome (NCT02035956) has been investigated for stage III
and IV melanoma patients. It is the first fully personalized RNA vaccine concept. Re-
portedly, vaccination with IVAC® Mutanome was very well tolerated and showed high
immune-enhancing effect [78]. Clinical studies have shown that immunotherapy can be a
good treatment option especially in the spread and invasion of melanoma cells in lymph
nodes. However, the expected therapeutic response from conventional immunotherapy
fails due to high cytotoxicity to immune cells such as monocytes, macrophages, NK cells,
hepatocytes and neurons [55]. In such cases, biochemotherapy and new delivery systems,
such as those that combine nanoparticles and immunotherapy or chemotherapy, gain
importance [79].

As mentioned above, nanoscale systems are utilized to improve the effectiveness of
treatment by eliminating toxicity caused by conventional immunotherapy [80-82]. For
example, the transport of 11.-2 with adenovirus was developed by modifying T cells as
stimulants and inducers of NK and B cells. In order to overcome the immunogenicity
caused by the adenovirus, a new carrier system needs to be developed. For this purpose,
Yao et al. prepared 3-cyclodextrin and folate conjugate polyethyleneimine polyplexes as
non-immunogenic vehicle for IL-2. This nanosystem was designed as a polycationic vector.
For this purpose, cationic charge was achieved by using polyethyleneimine. In addition,
active targeting is achieved through modification with folic acid. It was emphasized that
the toxicity caused by multiple dosing, which is required in the IL.-2 treatment regimen,
can also be avoided thanks to active targeting. The in vivo studies revealed that dose-
dependent antitumoral effect was observed in melanoma-induced mice. The activities
of the viral vector and polyplex as IL-2 carriers were reported to be equivalent and that
this system could be considered an alternative strategy for melanoma treatment [83]. In
a study about combination immunotherapy approaches for melanoma treatment, Park
et al. designed a liposomal gel system to co-deliver TGF-f receptor I inhibitor (SB505124)
and IL-2 to overcome the immunoinhibitory nature of the tumor microenvironment. TGF-
f3 receptor I inhibitor was incorporated into the nanoparticulate system by forming an
inclusion complex with methacrylate-B-cyclodextrin to solubilize the TGF-f inhibitor.
Additionally, IL-2 encapsulating a polylactic acid-polyethylene glycol-polylactic acid (PLA-
PEG-PLA) nanoparticle combined with the drug: the cyclodextrin inclusion complex in
the liposomal gel system has a particle size of nearly 120 nm. It was reported that the
nanosystem delayed tumor growth, improved survival rate and therapeutic benefits by
inducing NK cells and CD8" T cells in the tumor microenvironment. It was also shown
that sustained and slow release of IL-2 is possible, and that a sufficient dose of IL-2 can be
provided for the treatment of metastatic melanoma [84].

Some anticancer drugs have immunomodulatory effects and increase efficacy in
melanoma treatment when used together with immunotherapeutics [85]. In a study per-
formed to benefit from the immunogenic efficiency of Paclitaxel and I1.-2-loaded biomimetic
chitosan nanogel formulation was prepared and modified with erythrocyte membrane
coating material to achieve nanosponge properties. According to the results, it was re-
ported that chitosan nanogel provides increased antitumoral effects by enhancing the
inductive effect of dendritic cells, cytotoxic T lymphocytes and immunostimulatory cy-
tokine secretion [79]. In another study, paclitaxel and TLR-4 agonist were encapsulated into
poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanoparticles showing a prolonged release profile.
The nanoparticles had an equivalent cytotoxic effect on melanoma cell lines with lower
concentrations as regards the paclitaxel solution. Furthermore, melanoma-induced mice
studies showed that the APCs and T cells were activated, and tumor volume was reduced
with higher secretion of IL-2, IFN-y, TNF-« and IL-1 compared to drug solution [86].
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4.2. Nano-Immunotherapy of Colorectal Cancer

As estimated by the World Health Organization (WHO) for 2018, colorectal cancer
(CRC) was the third most common cancer based on new cases and the second most
common cancer-related cause of death in world. Although surgery is first choice treatment,
chemotherapy is also applied before and after surgery according to the stage of cancer
in the patient. In addition, targeted therapy and radiation therapy is applied in clinical
settings [87]. In immunotherapy, another approach in the treatment of CRC see the use
of targeted antibodies such as Avastin® and Cyramza® and ICI applications such as
Keytruda® and Opvido® are among the treatment regimens in the clinic [88].

Considering the approaches to nanoparticulate delivery systems, not only mono-
immunotherapy but also combined therapy are investigated, as shown in Tables 3 and 4.
Besides these examples, Bousheri et al. developed lipopolysaccharide (LPS) loaded PLGA
nanoparticles and investigated the effects of LPS on TLR-4 structure, which is a compo-
nent of innate immunity and induces cytokine synthesis. The efficiency of LPS loaded
nanoparticles and LPS solution was compared in the murine colorectal cancer model.
According to the findings, it was observed that nanoparticles decreased the systemic tox-
icity of LP’S and increased TNF-« and IL-6 levels compared to the LPS solution. On the
other hand, it was observed that PLGA nanoparticles prevent the recurrence of tumors
when injected into peritumors in mice [21]. As mentioned before, some chemotherapeutic
agents have an immunogenic effect in addition to the antitumor response. For instance,
the anticancer drug Oxaliplatin, used in the treatment of colorectal cancer, may enhance
the immune response by increasing CD8" T cells expression by lowering Myeloid-derived
suppressor cells and Treg levels. It is also known that when these agents are combined
with immune adjuvants such as antibodies or cytokines, immune activation is induced
in the tumor [89]. In the literature, self-assembled core-shell nanosystems loaded with
Oxaliplatin and dihydroartemisinin were combined with anti-PD-L1 antibody therapy.
This nanosystem containing oxaliplatin loaded ZN nanoparticles is covered with a lipid
bilayer containing cholesterol-DHA conjugate. It was observed that prolonged antitumor
immunity was achieved by inducing T cell activation in murine colorectal tumors and by
reducing suppressor cell infiltration [90].

Exosome is membranous vesicles and function as cell-cell communication mediator.
In biology and pharmacology, these systems are used as therapeutic carrier systems for
RNA and drugs to treat several diseases. In this context, Lugini et al. developed exosomes
from human colorectal cancer inducing mesenchymal stromal cells that play promoter
roles of tumor progression. Therefore, it was suggested that tumor growth inhibition
might be carried out by stopping exosome formation in the tumor [91]. On the other
hand, exosomes are used as vehicles for the delivery of therapeutics to treat colorectal
cancer. Additionally, vaccine studies containing exosomes which have been derived
from dendritic or tumor cells have been performed in treatment of colorectal cancer and
many cancers [92]. In addition, researchers presented exosome-mimetic nanovesicles
derived from M1 macrophages (MINVs). Once M1 types macrophages are activated, tumor
growth is suppressed and tumor vascularization is normalized. Actually, TAMs in tumor
microenvironment, is alternatively activated M2 types, which foster tumor growth and
angiogenesis by releasing anti-inflammatory cytokines. MINVS are formed to repolarize
M2 macrophages to M1 types and investigated whether the two systems augment ICI
therapies with anti-PD-L1 or not. In vivo studies were carried out in CT26-bearing mice
showed that MINVs have no toxic effects on major organs and they accumulate at the
tumor area. Treatment with MINVs and a-PD-L1 decreased tumor volume by inducing a
form of apoptotic cells compared to MINVs or a-PD-L1 alone. Moreover, q-PCR studies
showed that the combination upregulated pro-inflammatory genes and M1 markers, such
as CD86 and CD80, also reduced anti-inflammatory genes and M2 markers [93].
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4.3. Nano-Immunotherapy of Lung Cancer

Constituting almost all of the lung cancer cases, non-small cell lung cancer (NSCLC) is
commonly treated with surgery. However, sometimes chemotherapy and radiotherapy are
used alone or combination as well. In the early stages of this cancer, different radiation treat-
ments can be preferred, such as brachytherapy or radiofrequency ablation. Advanced stage
lung cancer is treated with chemotherapeutic agents that are targeted to gene mutations
such as ALK, BRAF and receptors such as EGFR and VEGFR [94]. CIMAvax- EGF® was
approved by the Cuban Regulatory Authority in 2008 and is known as the first vaccine for
the treatment of stage I11B and IV lung cancer. CIMAvax-EGE® has been approved in recent
years and used in Argentina, Bosnia and Herzegovina, Colombia, Kazakhstan, Paraguay
and Peru. The vaccine contains human recombinant EGF, a recombinant carrier protein
and an adjuvant Montanide ISA51. CIMAvax-EGF® aims to prevent interaction with EGFR
by producing antibodies against EGF [95]. On the other hand, a clinical trial investigated
the effectiveness of CIMAvax- EGE®, nivolumab and pembrolizumab on NSCLC as well as
head and neck squamous cell cancer (NCT02955290). In this phase I /11 trial, it was reported
that administration of drugs as cancer vaccine was well tolerated by patients and provided
more effective treatment [96].

Another vaccine candidate is AST-VAC2, an allogeneic cancer vaccine targeting the
regulation regulate telomerase level of cells. Itis developed by Cancer Research UK in phase
I/11a for NSCLC treatment and possible side effects and safety problems are investigated
(NCT03371485). Another allogeneic cellular vaccine is 1650-G, which is combined with a
beta glucan oral supplement in phase I/1I clinical trials (NCT01829373). It was reported
that a safe and strong immunogenic response was observed in this study. On the other
hand, the TUSC1 nanoparticle gene delivery system contains the FUS1 gene that induces
apoptosis and is absent or reduced in most of the lung cancers. The nanoparticle is being
investigated for the effectiveness of its combination with Tarceva® in NSCLC patients in
phase /11 clinical trials (NCT01455389).

The main reason for using nanoparticles in the treatment of lung cancer is to provide
a reliable and effective treatment regimen by eliminating off-target cytotoxicity, as in other
cancer types [97]. Zhang etal. evaluated the effectiveness of glycocalyx-mimicking nanopar-
ticles self-assembled into amphiphilic copolymers to target tumor-associated macrophages
(TAMs) in Lewis lung cancer induced mice. In the study, TAMs were collected from the
tumor tissue of mice and it was observed that nanoparticles were internalized through
the lectin receptor to reduce activity and were affected by the reversal of TAMs. These
glycocalyx-mimicking nanoparticles were reported to enhance the specific interaction with
lectin receptors due to high concentrations of carbohydrates. When tumor-induced mice
were injected intravenously with «-PD-L1 and subcutaneous nanoparticles, an increase in
the expression of IL-12 and a decrease in the level of IL-10, arginase I (a cross-reactivity
mechanism is of genetically coded for protected immunity), and CCL22 (macrophage-
derived chemokine responsible of activating T cells). Nanoparticles also inhibited tumor
growth by depleting TREGs [22].

4.4. Nano-Immunotherapy of Lymphoma

Lymphomas are commonly classified into two types as Hodgkin lymphoma and
Non-Hodgkin lymphoma (NHL). However, lymphoma has many subtypes depending
on the type of cell from which the cancer originated, such as B-cells or T-cells. Both these
types of lymphomas are treated with alkylating agents, antibiotics, corticosteroids and/or
radiotherapeutic agents [98]. In addition, immunotherapy is used as a new strategy in
the clinic, such as CAR-T cell therapy, monoclonal antibodies, immunomodulatory agents
and ICL In lymphoma, tumor cells can spread from the lymph node to the extranodal
regions. Hence, conventional chemotherapy is often insufficient to reach tumor cells. To
overcome this problem, new studies have been performed for immunotherapy alone or
combined with chemotherapy by using nanotechnology. Vaccine studies are also frequently
investigated in this area [99,100]. Notably, there are several studies with CpG, which
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is used as vaccine adjuvant to target lymph nodes in the literature. In a study, it was
aimed to combine a dendritic cell (DC) targeting vaccine and chemotherapy to be used
in lymphoma treatment. The adjuvant was formed by combining CpG with the cationic
polymer chitosan. CpG is a TLR-9 agonist and enhances cytokine synthesis after inducing
DCs. After transfection in tumor cells, the adjuvant is formulated with mannose to target
DC cells. It is known that mannose is phagocytosed via receptors on the DC surface. It was
determined that vaccine formulation has an improved targeting effect. The effectiveness of
the system was demonstrated in the lymphoma treatment model as well as in the lymphoma
prevention model. For this purpose, the vaccine was combined with the anticancer drug
doxorubicin. The combined system showed stronger antitumoral efficacy compared to
chemotherapy and immunotherapy [100]. In another study, the efficiency of PEG-Fmoc-
NLG (PEG-derivatized NLG919) micelles loaded with doxorubicin in lymphoma was
investigated. NLG (NLG919) is an indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO-1) inhibitor agent.
It was reported that nanoparticles increase CD4" /CD8" T cells and IFN-y levels as a result
of the intravenous administration in A20 lymphoma mouse model. In addition, ICs values
of nanoparticle formulation, free doxorubicin and Doxil® were compared and it was seen
that nanoparticles had the lowest value with 0.58 pug/mlL. In contrast to free doxorubicin
solution, cardiotoxicity was not observed in the nanoparticle treated groups [101].

4.5. Nano-Immunotherapy of Breast Cancer

The treatment of breast cancer is mainly based on chemotherapy and breast conserving
surgery (lumpectomy) or mastectomy. Radiotherapy is an alternative strategy used instead
of breast conserving surgery. Studies are also ongoing for hormone therapy in the treat-
ment of breast cancer as well as immunotherapy and targeted therapy [102]. NeuVax™
is a cancer vaccine that contains HER-2 derived peptides and targets HER-2 positive
breast cancer cells. This vaccine was combined with Leukine® (GM-CSF: Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) in a Phase III clinical trial in 2016 and compared to
GM-CSF (NCT01479244) for disease-free survival. Additionally, in three different clinical
studies, the NeuVax™ and trastuzumab and /or GM-CSF vaccine combinations were in
phase II, NCT02297698, NCT02636582, NCT01570036, respectively. In these studies with
trastuzumab, it was seen that there was a significant clinical benefit in treatment. In another
study, AVX901 containing trastuzumab to target HER-2 was shown to be safe in phase I
(NCT01526473) and continued phase II clinical trial (NCT03632941) with pembrolizumab.

The existence of nanomedicines such as Abraxane® and Myocet®, which are approved
for use in the treatment of breast cancer, makes the application of nanoparticulate systems
indispensable in developing alternative strategies in breast cancer treatment. In this
regard, both natural and synthetic nanoparticles are frequently investigated for use in
nano-immunotherapy [103,104]. To overcome the challenges of antibody therapies such
as safety, efficacy and bioavailability, Colzani et al. incorporated trastuzumab into PLGA
biodegradable nanoparticles. Thus, it was aimed to protect trastuzumab against pI
conditions. With SDS-PAGE, circular dichroism and fluorescence emission methods, it
was shown that trastuzumab is released from nanoparticles while preserving structural
integrity. The released trastuzumab was evaluated for selectivity for binding to HER-2 in
SKBR3 cell lines by flow cytometry and confocal microscopy. In addition, trastuzumab
and doxorubicin loaded PLGA nanoparticles were prepared to reduce the risk of tumor
recurrence and this immunochemotherapeutic system showed higher cytotoxicity on tumor
cells compared to the groups treated with free doxorubicin solution and doxorubicin loaded
PLGA nanoparticles [105].

As mentioned above, another example of the use of exosomes as biocompatible
therapeutic cargo is focused on breast cancer. Exosomes were used in this study aiming to
kill cancer cells by activating cytotoxic T cells. It has been reported that exosomes expressing
monoclonal antibodies specific for T cell CD3 and cancer cell-associated epidermal growth
factor receptor (EGFR) elicit strong antitumor immunity. In vivo studies showed a specific
and strong toxicity on MDA-MB-468 triple negative breast cancer cells via interaction with
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T cells and EGFR. Moreover, it was observed that tumor growth was reduced in exosome
treated animals when compared with PBS-treated animals [106].

4.6. Nano-Immunotherapy of Hepatocellular Carcinoma

Liver cancer is one of the common cancer types worldwide mostly caused by hep-
atitis B virus (HBV) and/or hepatitis C virus (HCV), excessive alcohol consumption,
diabetes, obesity and smoking. The HBV vaccine has been used to treat liver infection
since 1982 but there is no vaccine for hepatocellular carcinoma yet. The treatment strate-
gies for hepatocellular carcinoma are surgery, liver transplantation, embolization, radio-
therapy, chemotherapy and targeted therapy drugs such as Nexavar®, Lenvima® and
Stivarga® [107]. Additionally, hepatic artery invasion, which is a direct application of
chemotherapeutic agents into hepatic artery to enhance efficiency of drugs, is applied
clinically. The immunotherapeutic drugs Opvido® and Keytruda® are used in unresectable
and metastatic liver cancer to help control the tumor growth [108,109].

A vaccine clinical trial has been performed with HepaVac-101, which consists of
RNA-based immunomodulating agent in phase I/11. This vaccine was combined with cy-
clophosphamide and was evaluated for early as well as intermediate stage of hepatocellular
carcinoma (NCT03203005). Targeted therapy and combined therapy with immunotherapy
or nanotechnology have been studied to improve survival rates of liver cancer patients. For
instance, doxorubicin and recombinant human IL.-2 was combined into chitosan nanocom-
plexes having a particle size of around 200 nm and surface modification with folate. Ac-
cording to in vitro findings, it was found that activity and structure of rhIL-2 was protected
in nanocomplexes. Moreover, nanocomplexes enhanced cellular uptake of doxorubicin
and decreased cell viability on SMMC-7711 cell lines in comparison to corresponding free
drugs and polymer solutions. The in vivo studies showed that the mice had unchanged
body weight, reduced hemolysis ratio in liver and tumor volume, and increased IgG level
and tumor infiltrated lymphocytes in the nanocomplex treated group [110].

4.7. Nano-Immunotherapy of Gynecological Cancers

Ovarian cancer is the fifth leading cause of cancer-related death among women glob-
ally. Surgery and chemotherapy are generally used in clinical settings for treatment of
ovarian cancer. On the other hand, immunotherapy (bevacizumab) and hormone therapy
(anastrozole, letrozole or tamoxifen) are preferred in stage IV and at recurrence. Cervical
cancer is the second leading cause of cancer death in women aged 20 to 39 years [111].
Surgery, radiation, chemotherapy, targeted therapy such as bevacizumab (Avastin®) and
Keytruda® may implement as treatment regimen in ovarian and cervical cancer. There
are three HPV vaccines—Gardasil®, Gardasil 9® and Cervarix®— which are approved by
the regulatory authorities and used in clinical settings [112]. In addition, Gardasil 9® was
approved for the prevention of oropharyngeal and head and neck cancer for males and
females between the ages of 9 and 45. A new vaccine is Depovax™, which completed
phase I study as DPX-Survivac. The system is a liposome-based DC vaccine combined
with low dose cyclophosphamide (oral) for ovarian cancer, fallopian tube and peritoneal
cancer [113].

Ovarian cancer is considered a “cold” tumor because of its limited response to im-
munotherapies. The most basic feature of tumors categorized as “cold” is the absence of
T cells in the tumor microenvironment [114]. This leads to the need to develop systems
that can provide more effector cells to eradicate the tumor. Nanoparticulate systems are
used to overcome the deficiencies in this field and to provide more effective immunother-
apy [115]. In a study aimed to block the programmed death ligand-1 (PD-1.1), which is
highly expressed in ovarian cancer cells and causes immunosuppression. Accordingly, PD-
L1 siRNA loaded folic acid (FA) modified polyethyleneimine nanoparticles were prepared.
Modification with FA was reported to increase cellular uptake of nanoparticles, as these
cells also overexpress folate receptors. Moreover, it has been stated that as a result of the
inhibition of PD-L1, T cells become more sensitive to tumors [74].



Molecules 2021, 26, 3382

219

18 of 24

4.8. Nano-Immunotherapy of Bladder Cancer

Bladder cancer is estimated to rank fourth among new cases of cancer in men [111].
Surgery is the main option in the treatment of bladder cancer. Immunotherapy, chemother-
apy, and radiotherapy are the other treatment regimens used in clinical settings [116].
Additionally, ICI such as nivolumab, pembrolimumab, and avelumab are approved by the
FDA for bladder cancer. There are also combination studies in which immunotherapeutics
or chemotherapeutics have been evaluated in many different clinical trials [117].

BCG (Bacille Calmette-Guérin) immunotherapy is reported as the standard treatment
for bladder cancer [118]. In the case of nanoparticulate immunotherapeutic systems, BCG
was loaded into the liposome using emulsified liquid evaporation. Although BCG has a
very high molecular weight and negative charge, the liposomal system has been success-
fully developed with a particle size of 280 nm. In vivo studies in tumor-induced rats have
shown that antitumor efficacy is higher than free BCG in terms of tumor weight reduc-
tion [119]. In another study, Erdogar et al. formulated BCG loaded chitosan nanoparticles
with a particle size of 375 nm using an ionotropic gelation technique. In this study, the aim
was to develop nanoparticles suitable for intravesical drug delivery, which is a mucosal
application. In intravesical administration, the thick mucus gel layer (Bladder Permeability
Barrier) covering the bladder mucosa is a barrier that must be overcome. For this purpose,
chitosan nanoparticles with cationic surface charge and penetration enhancers were used
in the study. In vivo studies in tumor-associated rats have shown that nanoparticles had
higher antitumor activity than free BCG solution without any adverse effects on the lung
tissues [120].

In addition, the BCG cell wall skeleton (BCG-CWS) is used as an adjuvant in nanopar-
ticulate systems. Masuda et al. showed that BCG-CWS nanoparticles (CWS-NP) induced
antitumoral and immune effects after intravenous administration in mice. In that study, it
was determined that CWS-NP application promoted dendritic cell maturation and cytokine
stimulation. Moreover, it was observed that CWS-NP increased the antitumoral efficacy of
OVA-NP in combination therapy [121]. In another study, BCG-CWS nanoparticles were
encapsulated in liposomes in order to reduce the side effects of BCG treatment. As a result
of this study, increased antitumor activity was also shown with the induction of autophagy
and ROS production [122].

5. Conclusions

Although there are various alternative treatment regimens, cancer still remains as the
second leading cause of death globally according to a 2021 WHO report. Many approaches
are used in clinical settings to eliminate cancer, such as chemotherapy, radiotherapy and
surgery. Immunotherapy is more recent than these therapies and includes cellular therapy,
antibody therapy, vaccine therapy, and nonspecific therapy. Nanotechnology-based ther-
apies have been launched as novel and more selective therapeutics for cancer treatment.
For an eventual improved efficacy, nanoparticulate drug delivery system combined im-
munotherapeutics are being developed both in vitro and clinically. As a result of advances
in cell biology and tumor biochemistry, the structures of cancers and tumors are increasingly
being clarified. In particular, as the tumor microenvironment and immunosuppressive
mechanisms are enlightened, the success of immunotherapy increases. The idea of destroy-
ing the tumor by re-stimulating the immune system and its elements, which naturally exist
but are inhibited in tumor development, gains importance day by day. It is possible to treat
cancer by using effective and less active molecules with nano-immunotherapy. Moreover,
nano-immunotherapy studies emphasize that personalized medicine is possible, important
and inevitable in cancer treatment. As in other fields, the use of nanoparticulate systems in
cancer immunotherapy is expected to provide selectivity and enhancement of antitumoral
effects and will be the cancer treatment strategy of the future.
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ADCC Antibody-dependent cellular cytotoxicity

APCs Antigen presenting cells

CAR-T Chimeric antigen receptor

CRC Colorectal cancer

CRT Calretikuin

CSF Colony Stimulating Factor

CTL Cytotoxic T lymphocyte

CTLA-4  Cytotoxic T lymphocyte antigen-4
DC Dendritic cell

EGFR Epidermal growth factor receptor
EM Exosome mimetic

EMA European Medicines Agency
FDA Food and Drug Administration

HER-2 Human epidermal growth factor receptor 2
1CI, ICB Immune checkpoint inhibitor or blocker

1DO Indoleamine 2,3-dioxygenase
1L Interleukin

IFN Interferon

LNP Lipid nanoparticles

LPS Lipopolysaccharide

MDSC Myeloid-derived suppressor cell
MHC Major histocompatibility complex

MRI Magnetic resonance imaging
MSNP Mesoporous silica nanoparticles
NK Natural Killer

NSCLC  Non-small cell lung cancer
OVA Ovalbumin

PBL Peripheral blood lymphocytes
PDAC Pancreatic ductal adenocarcinoma
PD-1 Programmed death-1

PD-L1/2  Programmed death-ligand 1 and 2
PEG Polyethylene glycol

PEI Polyethyleneimine

PLA Polylactic acid

PLGA Poly (lactic-co-glycolic acid)
TAAs Tumor-associated antigens
TAMs Tumor-associated macrophages
TCR T cell receptor

Te Cytotoxic T cells

Th T helper cells

Tregs Regulator T cells

TILs Tumor-infiltrated lymphocytes
TLRs Toll-like receptors

TNF Tumor necrose factors

TSA Tumor specific antigen

VEGFR  Vascular endothelial growth factor receptor
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Immune system deficiencies are crucial in the progression of cancer, | ly because i cells are not
stimulated by cytokines to eradicate cancer cells. Inmunochemotherapy is currently considered an innovative
approach that creates pathways in cancer treatment, sometimes also aiding in the efficacy of chemotherapeutics.
The aim of this study was to prepare a cyclodextrin (CD) nanoplex based on charge interaction to deliver the
anticancer drug 5-fluorouracil (5-FU) and Interleukin-2 (I1-2), thereby forming a nanoscale drug delivery system
aimed at chemo-immunotherapy for colorectal cancers. The CD:IL-2 nanoplexes were obtained with a particle
size below 100 nm and a cationic surface charge based on the extent of charge interaction of the cationic CD
polymer with negatively charged I1L-2. The loading capacity of CD nanoplexes was 40% for 5-FU and 99.8% for
IL-2. Nanoplexes maintained physical stability in terms of particle size and zeta potential in aqueous solution for
1 week at + 4 °C. Moreover, the structural integrity of 11-2 loaded into CD nanoplexes was confirmed by SDS-
PAGE analysis. The cumulative release rates of both 5-FU and IL-2 were found to be more than 80% in simulated
biological fluids in 12 h. Cell culture studies demonstrate that CD polymers are safe on healthy 1929 mouse
fibroblast cells. Drug-loaded CD nanoplexes were determined to have a higher anticancer effect than free drug
solution against CT26 mouse colon carcinoma cells. In addition, intestinal permeability studies supported the
conclusion that CD nanoplexes could be promising candidates for oral chemotherapy as well. In conclusion,
effective cancer therapy utilizing the absorptive/cellular uptake effect of CDs, the synergic effect and co-
transport of chemotherapeutic drugs and immunotherapeutic molecules is a promising approach. Further-
more, the transport of 1L-2 with this nano-sized system can reduce or avoid its toxicity problem in the clinic.

1. Introduction treatment, mostly in combination, due to the diverse nature of the

cancer and the large surface area of the tumor site leading to easier

Cancer is a life-threatening health problem worldwide and second
after cardiovascular diseases in terms of fatalities (Siegel et al., 2020).
Colorectal cancer (CRC) is expected to become the third-most common
cause of cancer-related deaths for both sexes worldwide (Rawla et al.,
2019; Siegel et al., 2020). In the treatment of CRC, several chemother-
apeutic combinations are used along with surgery. Besides chemo-
therapy, targeted th ies and i therapeutic agents approved by
the Food and Drug Administration (FDA) are also used in clinical
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metastasis to neighboring organs. In 2004, the FDA approved immu-
notherapeutic bevacizumab along with chemotherapy as first-line
treatment in patients with advanced colorectal cancer (Bang et al.,
2020). Later, both the FDA and the European Medicines Agency (EMA)
approved combined therapies FOLFOX (Oxaliplatin + 5-fluorouracil
(FU) + leucovorin) and FOLFIRI (Irinotecan + 5-FU + leucovorin)
(Stanel et al., 2017). Fluoropyrimidine (i.e., 5-RU) was reported to in-
crease overall survival by approximately 10 months in patients with
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CRC. As a result of the combined treatment of fluoropyrimidines with
cytotoxic agents, targeted therapeutics or bevacizumab, this rate was
reported to be over 30 months (Bang et al., 2020). More than 230 studies
in which 5-FU was applied in combination with chemotherapeutics,
immunotherapeutics, phototherapeutics and surgery for the treatment
of colon cancer are reported in clinical trial databases (clinicaltrials.gov.
tr, 2021),

Colorectal cancer chemotherapy has been based on 5-FU for several
decades. 5-FU is an antimetabolite chemotherapeutic agent, that is a
structural analogue of molecules necessary for cell growth and replica-
tion and acts on enzymes required for the synthesis of these molecules.
Its active metabolites inhibit thymidylate synthase and disrupt RNA and
DNA synthesis (Longley et al., 2003). Injectable 5-FU is prescribed in
colorectal, breast, head and neck, bladder, and gastrointestinal cancers
(Di Martino et al., 2017) with 5-FU being the first line recommended
chemotherapeutic in colon cancer (Bang et al., 2020). In addition,
topical solutions and creams and injectable products containing 5-FU
are on the market for the treatment of basal cell skin cancer and
actinic keratoses. The water solubility of 5-FU is 11.1 g/L at 22 °C and
shows poor permeability, which leads to only 28% bioavailability after
oral administration (Imoto et al., 2009). Moreover, 5-FU has an
extremely short half-life of approximately 8 to 20 min (Goindi et al.,
2014). This short half-life requires repeated high doses of 5-FU, conse-
quently causing hematological, gastrointestinal, and bone marrow tox-
icities (Badran et al., 2017).

In combination with 5-FU, IL-2, a cytokine co-stimulating different
immune mechanisms toward antigenic structures of tumors, viruses and
toxins is proposed as a model component of immunochemotherapeutic
nanoplexes developed in this study. IL-2 is responsible for the stimula-
tion of T cells which sustain the long-term response and memory of the
immune system. Clinical use of high dose IL-2 was approved for meta-
static renal cell carcinoma in 1992 and melanoma in 1998 by the FDA
(Wu et al., 2019). In colon cancer, the efficacy of interleukin-2 has been
researched in mono and combination therapies in preclinical and clin-
ical trials during the last few years. For instance, combining IL-2 with
L19, an antibody fragment directed against the angiogenesis-associated
B-fibronectin isoform ectodomain-B and used to target solid tumors, has
resulted in high-dose accumulation inside the tumor without serious
toxicity. When combined with radiotherapy, CTLA-4 or paclitaxel and
cyclophosphamide have been shown to increase antitumoral activity in
preclinic at iv administration to models of colon cancer. Clinical studies
of PEGylated IL-2 with nivolumab for colorectal cancer are underway
(Briukhovetska et al., 2021; Mortara et al., 2018).

The half-life of IL-2 is 7 min, and it requires high doses and repeated
therapy to maintain efficacy in treatment (Donohue and Rosenberg,
1983; McHugh et al., 2015). However, high-dose IL-2 causes serious side
effects, such as capillary leak syndrome and neutrophil dysfunction (Xie
et al.,, 2019). For these reasons, different approaches have been taken to
reduce side effects and develop systems containing IL-2 that provide
extended therapeutic efficacy at a low dose. For example, IL-2-fusion
proteins, anti-IL-2 antibodies, and IL-2 loaded nanoparticulate de-
livery systems are being researched by several groups (Frick et al., 2016;
Mizui, 2019; Tang et al., 2019).

Cyclodextrin (CD) polymers are macromolecules that can be syn-
thesized by combining CD monomers using crosslinkers such as
epichlorohydrin, phenyl isocyanate, diphenyl carbonate and hexam-
ethylene diisocyanate or by covalently linking these monomers to a
matrix agent (Binello et al., 2008; Folch-Cano et al., 2014). It is reported
that stronger complexes are formed between the water-soluble CD
polymer and the drug with an opposite surface charge (Chen et al., 2018;
Gidwani and Vyas, 2014). Water-soluble drugs are shown to increase
permeability by acting directly on mucous membranes when conjugated
with CDs, thereby increasing absorption and bioavailability of the drug.
In addition, epichlorohydrin-pCD (EPI-BCD) has been found to increase
the solubility and bioavailability of the drug through studies on human
volunteers (Zhang et al., 2010). Cationic fCD polymers were synthesized
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using a condensation reaction between monomers with epichlorohydrin
in a nanoflower system. In a study performed for the oral administration
of 5-FU, a nanoflower carrier system was developed in which alginate
and chitosan were used as “petals” and cationic pCD as polymeric cores.
Lakkakula et al. reported that with this nanoflower system, the loading
efficiency of 5-FU is over 70%, and it exhibits a sustained release profile
(Lakkakula et al., 2017). Besides drug delivery, several cationic CD
carriers have been developed as gene carrier systems for macromolec-
ular delivery in the literature. It is emphasized in the literature that the
greatest advantage of these systems is to protect the genetic material
from nuclease degradation (Neva et al., 2020; Rivero-Barbarroja et al.,
2020).

Nanoplexes used as drug and gene delivery systems are self-forming
nanoparticles based on electrostatic interaction between two opposite
charged structures (Dong et al, 2019; Gary et al, 2013; Marin-
Menendez et al.,, 2017). In the preparation and characterization of
drug-loaded nanoplex systems, it is important to provide the interaction
of charged groups called the +/- charge ratio, weight ratio, or molar
ratio (Aji Alex et al., 2017; Hassan et al., 2019; Nguyen et al., 2016).
Self-assembled nanoplex vaccine containing ovalbumin and poly (pro-
pyl acrylic acid) were evaluated on melanoma model. The nanoplex
diameters were 78 nm with a polydispersity index of 0.41. Increased
immune response was demonstrated at the T cell and dendritic cell levels
(Qiu et al., 2018). Nanoplexes were prepared by incubating histidine-
lysine and Doxorubicin: DNA conjugate in a study where they were
used as Doxorubicin delivery systems. When compared to the drug so-
lution, these nanoplexes increase the drug accumulation in the tumor by
around 5.5-fold in breast tumor-induced mice (Zhao et al., 2019). In
another study aimed at combined drug therapy, first the anticancer
active substance mitoxantrone: pullulan-PEI-CD inclusion complex was
prepared. Then, the nanoplex was prepared by using the inclusion
complex and the gene encoding the tumor suppressor protein p53. The
activities of the nanoplexes were determined for mitoxantrone and p53
in HepG2 and C6 cell lines, respectively. The antitumor activity of the
prepared combination nanoplex formulation was found to be higher
than that of each active molecule alone. Moreover, the combined
nanocarrier system improved the uptake of pullulan by HepG2 cells,
allowing multidrug resistance to be overcome (Mitha and Rekha, 2014).

The aim of this study is to develop an effective cancer immunoche-
motherapy with a nanoplex formulation based on a charge interaction of
cationic CD polymers with IL-2 further encapsulated with 5-FU, to
facilitate the stable delivery of IL-2 and the controlled release and tar-
geting of 5-FU to colon tumors. 5-FU and IL-2 complexed with three
different CD polymers that had been cross-linked with epichlorohydrin.
5-FU/IL-2/CD nanoplexes were extensively characterized in terms of
particle size distribution, zeta potential, physical stability in biorelevant
media, bioactivity of IL-2 in nanoplex form, as well as loading capacity
and release profiles of both active molecules. Cell culture studies were
performed to evaluate the effectiveness of the nanoplexes against colon
tumors.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Cationic CD polymers were synthesized and characterized by
CycloLab R&D Laboratory (Hungary). 5-FU and recombinant mouse IL-2
were purchased from Sigma-Aldrich (Germany). Dialysis Tubing Cellu-
lose Membrane (avg. flat width 25 mm, MWCO: 14000 Da) was obtained
from Sigma & Aldrich (Germany). Mouse IL-2 ELISA Detection Kit (E-EL-
MO0042) was purchased from Elabscience (China). L929 mouse fibroblast
and CT26 mouse colon carcinoma cell lines were purchased from
American Type Culture Collection (ATCC). LDH-Cytotoxicity Colori-
metric Assay Kit (K311-400) was purchased from Biovision (USA). Ul-
trapure water was obtained from Millipore Simplicity 185 Ultrapure
Water System (Millipore, France). All other chemicals used were of
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Table 1
Cartoon rep ions and physiochemical properties of ic CD poly used in the preparation of nanoplexes.
<D Molecular Structure Polymer Name Physicochemical properties
Polymers
cD1 . Quaternary- Ammonium-fCD polymer hydrochloride, Solubility: Water greater than 30 g
cross-linked with epichlorohydrin (in 100 cm“, at 25 °C)
Surface Charge: 33.3 + 0.6 mV (in
water)
CD2 Amino-fCD polymer hydrochloride, cross-linked with Solubility: Water soluble (in 100
epichlorohydrin em®, at 25 °C)
Surface Charge: 22.2 + 2.3 mV (in
water)
CD3 Guanidino-fCD polymer hydrochloride, crosslinked Solubility: Water soluble

with epichlorohydrin

(in 100 cmg, at 25 °C)
Surface Charge: 34.2 + 0.8 mV (in
water)

analytical grade and obtained from Sigma & Aldrich (Germany).

2.2. Preparation of 5-FU and IL-2 nanoplexes

The 3 different CD-based polymers used in the study were quaternary
ammonium fCD polymer (CD1), amino BCD polymer hydrochloride
(CD2) and guanidino BCD polymer hydrochloride (CD3) (cartoon rep-
resentations and essential physicochemical properties displayed in
Table 1). CD nanoplexes were prepared with basic complexation pro-
cedures (Kaban et al., 2019; Sohrabi et al., 2019). In the literature, there
are nanoplex studies prepared using different parameters. The ratios
used in the preparation of nanoplexes in this study were adapted from
previous studies (Di Martino et al., 2017; Horwitz et al., 2019). Briefly,
nanoplex formulations carrying active substances were prepared with a
CD: 5-FU ratio of 10:1 (w/w) and a CD: IL-2 ratio of 25.000:1 (w/w) (Di
Martino et al., 2017; Horwitz et al., 2019). Pirst, a 5-RFU stock solution
was prepared in ultrapure water (0.4 mg/mL) by mixing it at 600 rpm
for 1 h. Then 4 mg of CD was dissolved in 984 pL of ultrapure water at
600 rpm for 1 h. A 1 mL 5-FU stock solution was added to the CD so-
lution and stirred at 600 rpm for 30 min. 16 pL of IL-2 solution (10 g/
mL) was added to the nanoplexes and mixed for 30 min at 600 rpm. The
pH values of the prepared nanoplexes were measured with a pH-meter
(Hanna Instruments, HI3220) and evaluated in stability studies.

2.3. Invitro characterization of 5-FU and IL-2 nanoplexes

2.3.1. Size distribution and surface charge of nanoplexes
The mean particle size (nm) and polydispersity index (PDI) of

nanoplex formulations were determined by the dynamic light scattering
(DLS) technique (Malvern Zetasizer Nano ZS Series, UK) at a scattering
angle of 173° using disposable capillary cells. The zeta potential (mV)
was measured by a particle size analyzer (Malvern Zetasizer Nano ZS
Series, UK) at a scattering angle of 12.8° using disposable capillary cells.
Each measurement was carried out in triplicate and expressed as mean
+ standard deviation. The Nanoparticle Tracking Analyzer (NTA) was
also used to examine the particle size and distribution of nanoplexes
diluted 1:1000 in ultrapure water (NanoSight NS300).

2.3.2. Morphology of nanoplexes

The morphology of 5-FU and IL-2 loaded nanoplexes was determined
by scanning electron microscopy (SEM). For this purpose, freshly pre-
pared liquid samples were dried and coated with a 10 nm-thick layer of
gold / palladium using the Gatan 682 Precision Etching and Coating
System (PECS). Imaging was performed using the FEI Quanta 200 FEG
ESEM device and the Everhardt-Thornley SED detector.

2.3.3. Fourter Transform Infrared spectroscopy

The interaction between the guest molecule and the nanoplex
structure in the solid phase was evaluated using Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FT-IR). FT-IR spectra of 5-FU, CD polymers and
5-FU loaded CD nanoplexes were obtained from 4000 to 400 cm ™! with
a Perkin Elmer Spectrum Two spectrometer equipped with a diamond-
ATR unit. The determination of drug-polymer interactions is based on
the vibration of the bonds between the nanoplex and the drug.
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2.3.4. Differential scanning calorimetry

Differential Scanning Calorimetry (DSC) was used to analyze the
thermal behavior of 5-FU, CD polymers and 5-FU loaded CD nanoplex
formulations. The analysis was performed at a rate of 10 °C/min from
20 °C to 300 °C, under dynamic N5 (g) using Perkin Elmer Pyris I at a gas
flow rate of 20 mL/min.

2.3.5. Loading capacity of nanoplexes

The loaded active molecule quantity was determined indirectly with
a validated reverse phase high pressure liquid chromatography (HPLC)
method (Agilent 1100 HPLC System). For this purpose, the undissolved
free drug was removed from nanoplex formulations through centrifu-
gation for 10 min at 3500 rpm with Millipore Ultrafree-MC 100,000
NMWL filters (Sun et al., 2017). The HPLC system comprised of reversed
phase C18 Purospher® STAR analytical column (250 mm x 4.6 mm, 5
pm), mobile phase of water: acetonitrile (90:10 v/v) delivered at a flow
rate 1.00 mL/min. A 50 pL sample was injected for analysis, and 5-FU in
the supernatant was then quantified by diode array detection (DAD) at
266 nm wavelength (Yan et al., 2006). All calculations were performed
using Equation 1.

The amount of IL-2 loaded in CD nanoplexes was determined using
the IL-2 ELISA kit. Unloaded IL-2 was taken using a centrifugal filter, and
manufacturers manual was applied. Briefly, 100 pL unloaded IL-2
samples or standard were added to the pre-coated wells. After 90 min
of incubation at 37 °C, a biotinylated detection antibody was added to
each well and incubated for 60 min. After washing steps, samples were
incubated with Avidin-HRP conjugate. Finally, after the substrate re-
agent was added, the optical density was measured using spectropho-
tometry at 450 nm. The amount of unloaded IL-2 in the samples was
calculated with the calibration equation prepared using the kit standard.
Then, the amount of loaded IL-2 in the nanoplex formulations was
determined using Equation 1.

2.3.6. Integrity of nanoplexes

2.3.6.1. Storage stability. 5-FU and IL-2 loaded CD nanoplex dispersions
were kept in ultrapure water at ++ 4 °C for one week. Stability was
evaluated in terms of changes in mean particle size (nm), PDI and zeta
potential (mV) values (n = 3 + SD). These values were recorded with
Malvern Zetasizer Nano ZS device on days 0, 1, 4 and 7.

2.3.6.2. Effect of lyophilization on integrity. For this purpose, loaded
nanoplex formulations were lyophilized for 48 h (HETO PowerDry
PL3000 freeze drier, Thermo Fisher Scientific). At the end of this period,
powder samples dispersed in 2 mL (volume of final formulation) of ul-
trapure water to equal the volume prior to lyophilization. Mean particle
size (nm), PDI and zeta potential (mV) values were measured before and
after lyophilization.

2.3.6.3. Integrity in different biological fluids. To determine the effect of
different biological fluids on the physical stability of CD nanoplexes, all
formulations were incubated in simulated gastric fluid (SGF) pH 1.2 for
2 h, simulated intestinal fluid (Sur-Erdem et al., 2020) pH6.8 for 2 h and
simulated colonic fluid (SCoF feast) pH 6 for 8 h, phosphate buffer so-
lution (PBS) pH 7.4 for 8 h and cell culture medium (DMEM with 10%
FBS, 100 U/mL Penicillin- Streptomycin) for 24 h. These biological
fluids were prepared based on European Pharmacopoeia (EP) 8.0 (1)
and literature (Marques et al., 2011). CD nanoplex formulations were
diluted with appropriate media in a ratio of 1:10 (v/v) and incubated at
37 °C. Mean particle size (nm), PDI and zeta potential (mV) of the CD
nanoplexes were measured before and after incubation.

2.3.7. Assessment of IL-2 integrity
To detect the integrity of IL-2 encapsulated in CD nanoplex formu-
lations, non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) was
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performed. Samples were diluted at a 1:1 ratio with 2X Laemmli Sample
loading buffer (65.8 mM Tris-HCI, pH 6.8, 26.3% (w/v) glycerol, 2.1%
SDS, 0.01% bromophenol blue). 25 pL of each sample was loaded onto
4-12% Bis-Tris acrylamide gradient protein gel (NuPAGE, Invitrogen).
To determine the relative molecular weights of the samples, Precision
Plus Dual Color molecular weight standard in the range 10-250 kDa
(Biorad) was used. As a positive control, native recombinant IL-2 was
used and loaded onto the gel as well. Samples were run with Tris-Glycine
Running Buffer (25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0.1% SDS, pH 8.3) at 100
V for 2 h. Gels were stained for 2 h with Bio-Safe Coomassie Stain
(Biorad) to visualize the protein bands. Gel images were captured using
the Kodak Gel Logic 200 Imaging System and Kodak Molecular Imaging
Software version 4.0 (Devrim et al., 2011).

2.3.8. In vitro drug release from CD nanoplexes

The release profile of 5-FU from CD nanoplexes were performed
using the dialysis membrane technique under sink condition at 37 °C
and shaking with 120 rpm. For this purpose, 1 mL nanoplex formulation
was added into the dialysis membrane and transferred into 9 mL of
different release media. The first release medium was PBS (pH 7.4)
containing 0.2% Tween 80 to provide physiological conditions in
intravenous administration. The system was put in a shaking water bath
and at predetermined time intervals (0, 5, 10, 15 and 30 min and 1, 2, 4,
8, 12 h), and a sample was taken from the PBS and replaced by the same
volume of fresh PBS. In addition, to mimic eventual oral administration
of nanoplexes, release studies were also conducted with pH 4.5 simu-
lated gastric fluid (SGF) for a period of (0-2 h), followed by pH 6.8
simulated intestinal fluid SIF (Sur-Erdem et al., 2020) for (2-4 h) and in
pH 6 simulated colonic fluid (SCoF) (4-24 h). In the apparatus set up in
the water bath with shaker, a 500 pL sample was taken at certain time
intervals (0.5, 1, 2, 3, 4, 8, 12 and 24 h) in corresponding media, and the
same amount of fresh medium was added to maintain the volume of the
release medium (Di Martino et al., 2017). The amount of 5-FU in the
samples taken was determined by HPLC and the cumulative amount of
5-FU released was calculated.

The release studies of IL-2 from 5-FU and IL-2 loaded nanoplexes
were carried out as described above for 5-FU. However, nanoplexes of
100 pL were dispersed in a release medium of 900 pL, and samples were
collected at specific time intervals (0.5, 1, 2, 3, 4, 8, 12 and 24 h) ina
shaker water bath. IL-2 release studies were also performed in simulate
fluids as described for 5-FU. For each time interval, the release medium
was centrifuged for 10 min at room temperature at 10.000 rpm and then
100 uL of the supernatant was taken and fresh medium was added to the
release medium (Park et al., 2012; Zhao et al., 2018). The amount of IL-2
in the samples were determined by using an IL-2 ELISA kit and the cu-
mulative amount of released IL-2 was calculated.

2.4. Cell culture studies

2.4.1. Safety of CD polymers

The MTT cytotoxicity test and 1L.929 mouse fibroblast cells are pro-
posed by the US Pharmacopoeia (USP) 37 and ISO 10993-5: 2009 for in
vitro determination of the toxicity of polymeric materials that will
directly or indirectly contact the mammalian cell. For this purpose, L929
cells were seeded in 96-well cell plates, with 5.000 cells per well in 100
uL DMEM. After 24 h, different concentrations of CD polymer solutions
(0.007, 0.015, 0.031, 0.062 mg/mL) were added to the wells. After the
cells were incubated for 24, 48 and 72 h, the cell viability study was
determined using a WST-1 test. At this stage, 100 uL of WST-1 solution
(1:10 WST-1: DMEM) was added to each well. Measurements were made
with a microplate reader at 450 nm as given in Equation 2 (n = 3, + SD).

2.4.2. Lactate dehydrogenase activity

The lactate dehydrogenase enzyme (Oldham, 2017) is an enzyme
normally found in cytosol and is rapidly permeated to the external
environment in the event of cell membrane damage. The enzyme
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oxidizes the lactate to the pyruvate and reacts with the tetrazolium salt
added to the pyruvate medium. The increase in the amount of formazan
in the culture medium (supernatant) is directly related to the increase in
the number of lysed cells. Data of the well containing the cell and culture
medium serve as a negative control in the study; as a positive control,
data of the well containing 1% Triton X-100 solution were used. Optical
density was measured with the microplate reader at 500 nm as given in
Equation 3.

2.4.3. Cytotoxicity of CD nanoplexes on 2D CT26 cell culture

Firstly, CT26 cells were planted in 96-well cell plates, with 5.000
cells / well in 100 uL. DMEM. After 24 h, 5-FU solution was added at
eleven different concentrations (0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 200
and 400 pM). The cells were incubated for 24 and 48 h, then cell
viability was measured as described above. At this stage, cells treated
only with DMEM were considered 100% viable. The ICsq value of 5-FU
was calculated in GraphPad Prism 6. According to the process described
above, at the calculated ICs; value containing the 5-FU amount, solu-
tions 5-FU loaded CD nanoplexes, 5-FU and IL-2 loaded CD nanoplexes,
5-FU solution and 5-FU + IL-2 solution were applied into well to observe
the efficacy. Also, by calculating the amount of CD polymers inside the
nanoplexes, CD solutions were used as control groups. Lastly, cell
viability was determined at 24 and 48 h, as noted above.

2.4.4. Permeation of CD nanoplexes into Caco-2 cells

The permeation of 5-FU and IL-2 loaded nanoplexes according to the
5-FU solution were investigated in the Caco-2 cell monolayer. Caco-2
cells were grown on 12-well polycarbonate membrane filters (Thin-
certs ™, pore diameter 1 ym, area 1.13 cm?) at a density of 6x10" cells /
insert. The culture medium for apical and basolateral parts of the inserts
were changed every 2 days for 21 days. The culture medium was
removed and pre-incubated with 0.5 mL of Hanks’ balanced salt solution
(HBSS) containing 10 mM HEPES for 30 min 37 °C. The transport me-
dium was added on the basolateral side as 1.5 mL volume, and the donor
solution (containing 200 pM of 5-FU) was placed on the apical side of the
monolayer (Sanchez-Vazquez et al., 2019). Cells were incubated at 37 °C
for 4 h. Samples were taken from the basolateral side and filtered
through a membrane filter (0.45 pm, polyvinylidene fluoride). The
samples were diluted with mobile phase at 1:1 ratio and analyzed in
HPLC. The apparent permeability coefficient (Py,;,) of 5-FU was calcu-
lated using Equation 4.

2.5. Statistical analysis

All statistical analyses were performed by Student’s t-test and
ANOVA test using GraphPad Prism version 6 (San Diego, CA, USA). p <
0.05 was considered to denote a statistically significant difference.

3. Results and discussion

In this study, cationic CD polymers were incubated with chemo-
therapeutic drug 5-FU and immunotherapeutic drug IL-2 to prepare
nano-sized systems based on opposite charge interaction of macromol-
ecules for colon cancer treatment. Nanoplexes, which have received
attention in the literature as gene and drug carrier nanosystems, have
several advantages over other nanoparticulate systems. The nanoplex
preparation method is an easy-to-use method that involves mixing only
drug(s) and polymer solutions. In addition, the energy required for
nanoplex preparation is minimal. Moreover, nanoplex preparation does
not necessitate the use of a lot of solvents or sophisticated equipment.
The ratio of different charges in the nanoplex system, known in the
literature as the N/P ratio in gene-carrying systems and the +/- ratio in
active substance-carrying systems, is a critical physicochemical param-
eter for polymer-based nanoplex systems. In literature, the +/— charge
ratio in nanoplexes containing active substances is referred to as a molar
ratio or weight ratio (Hassan et al, 2019; Nguyen et al, 2016). The
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Table 2

Mean p (nm), polydisp

of 5-FU/IL-2/CD nanoplexes (n = 3, +SD).

g

index and zeta potential (mV) data

Polymer  Mean Particle Size PDI Zeta Potential pH

Type (nm) (mV)

CD1 68.4 £ 123 0.48 = +25.7 = 1.8 6.5
0.02

CD2 43.4 £ 154 0.58 + +14.2 £ 1.8 55
0.36

CD3 91.3 £ 14.7 0.73 £ 0.2 +27 £ 23 7.0

particle size, polydispersity index, and zeta potential values of nano-
plexes were measured. The amounts of 5-FU and IL-2 loaded on the
prepared nanoplexes were determined using HPLC and ELISA, respec-
tively. In addition to the size analysis of nanoplexes using the dynamic
light scattering method and a nanoparticle tracking analyzer, optical
imaging with a SEM was also performed. Short-term stability studies
were used to determine the size and surface properties of nanoplexes. In
vitro drug release studies were performed in fasted and fed state simu-
lated fluids for oral administration, as well as in phosphate buffer to
mimic parenteral administration. Furthermore, the stability of nano-
plexes prepared in release media and cell culture media was investi-
gated. FT-IR and DSC analyses were used to demonstrate the formation
of the nanoplex structure and the incorporation of 5-FU into the struc-
ture. The safety of CD polymers was determined in the 1L929 mouse
fibroblast cell line, and their anticancer activity was determined in CT26
murine colon cancer cells. Permeability tests were performed in CaCo-2
cells as part of the oral administration research.

3.1. Invitro characterization of nanoplexes

3.1.1. Size distribution and surface charge of nanoplexes

The particle sizes of the nanoplexes were below 100 nm. Considering
the in vitro characterization results of 5-FU/IL-2/CD nanoplexes, the
smallest particle size (43.4 + 15.4 nm) with positive zeta potential value
(+14.2 + 1.8 mV) was obtained for nanoplexes prepared with CD2 de-
rivative as seen in Table 2. Unlike CD2 derivative, nanoplexes prepared
with CD3 polymer have the largest particle size (91.3 + 14.7 nm) with
the highest positive zeta potential value (+27 + 2.3 mV). PDI values of
nanoplexes vary with a range of 0.48 to 0.73 according to the type of CD
polymer used (Table 2). All nanoplexes had close to neutral pH as

ed with a pH-meter (Table 2).

For the characterization of nanoplexes, particle size measurement
was additionally carried out with Nanosight NS300 and the obtained
findings are shown in Fig. 1. When looking at the graphs, it is clear that
the particle size distribution curve, unlike CD1 (62 nm), has a second
neighboring peak that coincides with the peaks in CD2 and CD3. The
first peak for CD2 is at 58 nm, and the second is at 75 nm. In CD3
nanoplexes, a first peak at 73 nm is followed by a second peak at 95 nm.
NTA graphs can explain the PDI values of the nanoplexes formed by the
surface charge interaction of oppositely charged molecules, and the
acquired results can be stated to be confirmed by DLS results.

Particle size distribution is an important parameter in the stability
and biodistribution of nanoparticles. Additionally, particle size and zeta
potential values are crucial in interaction with biological membranes of
the nanocarriers (Verma and Stellacci, 2010). In order to determine
particle size distribution, laser scattering techniques (e.g., DLS) and
electron microscopy (EM) have been used commonly in reports. DLS is
convenient in early stages of stability detection. In addition, EM pro-
vides the opportunity to observe the morphology and size of nano-
particles. Though DLS and EM are preferable in pre-clinical studies,
different techniques (e.g., centrifugal techniques, particle tracking
analysis) can prosecute analysis of batch-to-batch variability in multiple
production (Caputo et al., 2019). In these cases, we combined the use of
DLS and EM techniques for the determination of particle characteriza-
tion, and the data obtained using both methods supported and
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Fig. 1. Characterization of 5-FU and IL-2 loaded CD1 (a), CD2 (b) and CD3 (c) nanoplex formulations by nanoparticle tracking analyzer.

confirmed each other. We observed that particle sizes of 5-FU and IL-2
loaded CD nanoplexes were below 100 nm, and PDI values were
distributed in wide ranges.

Tumor microenvironments consist of multiple cells and molecules
during tumor development and differentiation. In this complexity,
nanoparticulate systems present some advantages for the delivery of
drugs like tunability of size and shape, to accumulate at a higher amount
at the target site and to release over a long-term period in the tumor area
(Yang etal., 2021). Nanoparticles can deliver the drug through two main
mechanisms, which are passive and active targeting. Passive targeting is
based on the so-called enhanced permeability and retention (EPR) effect
(Shakeran et al., 2021). To sustain the effect and escape reticuloendo-
thelial system uptake, nanoparticles should not exceed 200-300 nm and
should not have a size below 10 nm (Yu et al., 2020).

As nanoplex systems are formed on the basis of electrostatic in-
teractions, structural properties of active substances and polymer have
affected particle size (Kiew et al., 2015). As the number of molecules
such as drugs, active substances and targeting agents added to the

nanoplex structure increased, the polydispersity index increased. For
example, Yang et al. designed Lactobinoic acid conjugated and PEGy-
lated doxorubicin loaded BCD nanocomplexes for targeted liver cancer
therapy. The nanoplexes have 68 nm of particle size and 0.42 PDI values
(Yang et al.,, 2019). In a study, curcumin was loaded into cross-linked
BCD, the structure has negative surface charge and nanocomplexes
with cationic chitosan were prepared by stirring at 37 °C. The complex
had a particle size more than 300 nm and nearly 0.4 PDI (Karpkird et al.,
2020). It was found that in antibiotic loaded dextran nanoplex systems,
particle sizes ranged from 80 to 550 nm, and the polydispersity value
was at 0.5 (Hassan et al., 2019; Shendge et al., 2014; Sikwal et al., 2016).
In this study, the two macromolecules, CD polymers and IL-2, were used
along with 5-FU forming nanoplexes based solely on electrostatic
interaction. As seen in different studies, particle size and PDI values of 5-
FU-IL-2 loaded CD nanoplexes were in accordance with these studies. In
fact, all CD polymers were able to form nanoplexes smaller than 100 nm
with net positive surface charges suggesting higher capability of
escaping macrophage uptake and easier cellular uptake. The relatively
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Fig. 2. SEM images of 5-FU/IL-2/CD nanoplexes for CD1 (A), CD2 (B) and CD3 (C) respectively.

more polydisperse nature of the nanoplexes results from the mechanism
of formation and the high ratio needed for IL-2 per CD.

3.1.2. Morphology of nanoplexes

Morphological images of the three different 5-FU/IL-2/CD nano-
plexes were taken by scanning electron microscopy (SEM). As seen in
Fig. 2, microscopic images showed more angular and smaller particle
size in CD1 nanoplexes (Fig. 2A), while spherical and smooth particles
were observed in CD2 nanoplexes (Fig. 2B). Particles of different sizes
were also viewed in CD3 nanoplexes (Fig. 2C), and this result also
confirmed the wide PDI distribution in measurements with the Malvern
Zetasizer Nano ZS.

SEM images of the prepared nanoplexes in liquid form were obtained
as seen in Fig. 2. The particle size of CD1 and CD2 nanoplexes were
viewed with a mean 100 nm; conversely, CD3 nanoplexes surpassed 300
nm. After samples were lyophilized into powder, clustered nanoplexes
resembling a bunch of grapes were visualized as in the studies of Nguyen
et al. In a study conducted by Hassan et al., it was observed that van-
comycin nanoplexes prepared with dextran sulfate were angular, while
chitosan nanoplexes loaded with curcumin were spherical (Hassan et al.,
2019; Nguyen et al., 2016). It is stated in the literature that chitosan
nanoplexes loaded with 5-FU are morphologically spherical like CD2,
and CD3 nanoplexes are angular like CD1 nanoplexes (Anitha et al,,
2014; Di Martino et al.,, 2017; Sun et al., 2017). These images have
verified results of DLS es when luated with wide PDI

distribution.

3.1.3. Fourier Transform Infrared spectroscopy

Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy is a technique that
allows structural analysis elucidation and can show possible chemical
interactions between the different CD polymers and the drug.

FTIR spectra of 5-FU, CD polymers and 5-FU/IL-2/CD nanoplex
formulations are given in Fig. 3. The 5-FU spectrum contains charac-
teristic bands at 771 cm ™! (CF = CH vibrations), 1345 cm ™" (pyridine
vibrations), 14001600 cm ! (C = C and C = N vibrations), 1720 cm™!
(C = O stretching) and 2900-3100 em! (N-H stretching). In all nano-
plex formulations, these major bands of 5-FU cannot be observed or are
observed with very low intensity for CD1. All CD polymer and nanoplex
spectra have one broad band at 3200-3600 cm™' indicating O-H
stretching. Also, a 1050-1085 cm ™' band shows C-O stretching and
1600-1700 cm ™! bands of amide groups of CD polymers and nano-
plexes. While similarities are observed in the bands of the polymer and
nanoplexes, the band intensities being different, shifts in bands and the
disappearance of the 5-FU peaks indicate that new bonds are formed.
This suggests that 5-FU is effectively interacting with the CD polymers
resulting in encapsulating into nanoplexes (Di Donato et al., 2016;
Sanchez-Vazquez et al., 2019; Tigh Aydin and Pulat, 2012).

3.1.4. Differential scanning calorimetry
Differential scanning calorimetry (DSC) was used to analyze thermal
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Fig. 3. FTIR spectra of 5-FU, CD polymers and 5-FU/IL-2/CD nanoplexes for CD1 (a), CD2 (b) and CD3 (¢) The spectra were obtained in the range of 400 and 4000

em™! wavelengths.

behavior of the model drug, CD polymers and drug-loaded CD nano-
plexes to further elucidate possible interactions and the presence of the
free crystalline drug in the nanoplexes. In order to assess the thermal
behavior of 5-FU loaded CD nanoplex formulations, DSC analysis was
performed on free 5-FU, CD polymers and 5-FU/IL-2/CD nanoplexes.
DSC thermograms and, endothermic peaks are observed at the melting
or boiling points of molecules. With the formation of the nanoparticulate
systems, the peak of the active substance disappears. In this analysis, no
melting peak was observed in the CD polymer or nanoplexes. The
melting peak of 5-FU seen at 284 °C as in accordance with literature
(Kalantarian et al., 2010; Sanchez-Vazquez et al., 2019),as given in
Fig. 4, while the DSC thermograms of all nanoplexes did not have the
peak of 5-FU.

3.1.5. Loading capacity of nanoplexes

The loading capacity of 5-FU is approximately 40% in 5-FU/IL-2/CD
nanoplexes and approximately 30% in 5-FU loaded CD nanoplexes. It
was observed that the incorporation of IL-2 into the nanoplex structure
i the loadi ity of CD nanoplex for 5-FU. As seen in

5 Cap

Table 3, 5-FU did not have a negative effect on the loading of IL-2.
Approximately the same amount of IL-2 was loaded on 5-FU/IL-2/CD
nanoplexes and on IL-2 loaded CD nanoplexes.

The loading capacity of 5-FU and IL-2 were found to be approxi-
mately 40% and above 99.8%, respectively. The loading capacity (LC)
and encapsulation efficiency (EE) of hydrophilic drugs is observed to be
generally lower than hydrophobic drugs because they tend to dissolve
quickly in the aqueous phase (Vakilinezhad et al., 2018). Some anti-
cancer drugs nanoparticles loading with nicotinamide, doxorubicin and
5-FU showed low EE varying from 35% to 55. For nicotinamide loaded
solid lipid nanoparticles, the value is 36% (Vakilinezhad et al., 2018).
Nanoparticulate systems based on charge interaction are investigated
and for instance, Sun et al. generated 5-FU loaded chitosan nano-
particles using the ionic gelation method at 1:1 mass ratio, and EE was
calculated as 44.2% (Sun et al., 2017). In a combined system, curcumin
and 5-FU loaded chitosan-based nanoparticles were prepared to inves-
tigate in vitro efficacy and in vivo bioavailability in the treatment of colon
cancer by Anitha et al (Anitha et al., 2014). The ionic cross-linking
method and a 1:5 wt ratio was used. As a result, increased anticancer
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Table 3

Loading amount of 5-FU and IL-2 in only or
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Fig. 4. DSC thermograms of 5-FU, CD polymers and 5-FU/IL-2/CD nanoplexes. The thermograms was obtained by increasing 10 °C/ min.
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and IL-2, respectively (n = 3 + SD).

Polymer Loaded Amount of 5-FU (%) Loaded Amount of 1L-2 (%)

Type 5-FU/CD 5-FU/IL-2/CD 1L-2/CD 5-FU/IL-2/CD

Cp1 2937 39.8 £ 6.1 99.89 = 99.8 & 0.02
0.01

Cb2 29.8 £ 5 43.5 + 2.6 99.93 99.9 & 0.06
0.03

CD3 33444 41 £ 5.0 99.9 £0.01  99.8 £ 0.01

effect and bioavailability was obtained with 48% EE. Chitosan-based
nanocomplexes loaded with doxorubicin and 5-FU (10:1 (Chitosan:5-
FU) weight ratio) were prepared with ionic interaction. This study
revealed 44% EE for doxorubicin and 55% for 5-FU (Di Martino et al.,
2017). We obtained similar loading capacity values of 5-FU in nearly
40% in CD nanoplexes compared to those in the literature.

In a study with IL-2 loaded nanoparticles, thermosponge nano-
particles were prepared using poly (lactic-co-glycolic acid) polymer with
a combined treatment approach with paclitaxel. EE of IL-2 in the
nanoparticles have found to be 68% (Zhao et al., 2018). Using the
polymer, nanoliposome containing IL-2 and TGF-$ were prepared, and
the EE of IL-2 was found to be 80% (Park et al., 2012). In another system
prepared with a combined therapy approach, IL-2 and doxorubicin
loaded polycarbonate based nanovesicles were studied and IL-2 EE was
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Stability of nanoplexes in water, different biological fluids, and cell culture medium (DMEM). The incubation time was 2 h for SGF and SIF, 8 h for ScoF and PBS, 24 h
for DMEM and 1 week for water as storage media. All measurements were carried out on Malvern Zetasizer Nano Z$ (n = 3 =+ SD) *p < 0.05 indicates a significant
difference between initial and post-incubation stability profile.

Polymer Medium PS (nm) PDI ZP (mV)
Type Initial After incubation Initial After incubation Initial After incubation
D1 89.1 £3.5 49 + 0.4* 0.46 + 0.03 27.7 £ 0.3 4.8 + 0.2*
9+ 0.7%
SCoF 5 8.7 + 0.5%
PBS 79.6 = 0.9 4.8 + 0.6*
DMEM 47.8 + 2.9* 29.1 £ 1.55
Water 74.2 + 85 27.7 £ 05
CcD2 SGF 38.6 £ 3.6 199.7 + 18.5* 0.44 £ 0.14 0.26 + 0.01 109 + 2.4 2.2 + 0.6*
SIF 41.49 £ 6.6 0.65 + 0.12 3+ 21*
SCoF 53.2x7 0.78 + 0.14% -1.14 + 0.05*
PBS 34.06 + 8 0.13 £ 0.02 —1.53 + 0.01%
DMEM 17.2 + 3* 0.2 + 0.09* ~18.4 + 1.48*
Water 50.05 + 9.6 0.47 £ 0.2 19 + 2.1*
CD3 SGF 85.2 £17.7 130.8 + 41.8* 0.96 + 0.03 0.35 + 0.06* 25.7 + 2.8 1.9 + 0.4*
SIF 0.44 + 0.07* 1.5 + 0.6*
SCoF S 0.63 + 0.17* 1.02 + 0.06*
PBS 34.1 + 8* 0.14 + 0.02* 1.39 + 0.1*
DMEM 36.9 + 4* 0.46 + 0.38* —21 + 0.5*%
Water 67.6 £ 6.6 0.89 £0.12 268 = 1.2
rakias macromolecules and from the CD polymer affinity to IL-2 chemical
able

Stability of nanoplexes pre- and post-lyophilization process. Lyophilization was
performed 48 h at —80 °C 0,1 mbar conditions. Lyophilized nanoplexes was
dispersed in water and all measurements were performed using Malvern Zeta-
sizer Nano ZS (n = 3 = SD) *p < 0.05.

Polymer Prior to lyophilization After of lyophilization
Ty,
g Ps PDI zp PS(am)  PDI P3

(nm) (mV) (mV)

D1 68.4 + 0.48 = 25.7 & 63.9 x 0.52 * 30.2
123 0.02 1.8 9.7 0.07 1.7

CcD2 435 % 0.58 & 142 £ 133.1 + 0.73 + 18.3 +
154 03 1.8 29.6* 0.3* 2.8

CD3 91.2 & 0.73 + 27 + 129.8 £ 0.77 + 22.03
14.7 0.2 23 223 0.1 +6

measured at 92.4% (Wu et al, 2019). Our findings revealed almost
complete EE of IL-2 (over 99.8%) to the nanoplexes prepared in this
study benefiting from both the charge interaction of the two

25kDa
20kDa e
15kDa
10kDa

Fig. 5. Native PAGE analysis to identify IL-2 integrity of 5-FU/IL-2/CD nano-
plexes. Four formula was loaded Lane M, Precision Plus Dual Color molecular
weight marker (Biorad); Lane 1, IL-2 standard; Lane 2, CD1 nanoplexes; Lane 3,
CD2 nanoplexes; Lane 4, CD3 nanoplexes.

structure.

3.1.6. Integrity of nanoplexes

Physical stability analysis of the 5-FU/IL-2/CD nanoplex at + 4 °C for
one week was evaluated in terms of particle size, PDI and zeta potential
values (n = 3 + SD) as seen in Table 4. As a result of the statistical
evaluation, it was observed that there was no difference between the
initial and post-incubation mean particle size and PDI values of the CD1
and CD2 nanoplexes when incubated in PBS and water, and the nano-
plexes remained stable (p > 0.05) during storage. In contrast, there was
significant change observed for all CD nanoplexes incubated with SGF
and DMEM.

The pH values of the prepared nanoplexes were measured as close to
neutral, as shown in Table 2. In the literature, it is emphasized that to
ensure that the particle size distribution and the surface charge values of
nanoparticulate systems in different liquids are stable, the pH of the
nanoparticulate system should be close to the pH of the liquid (Guncum
etal., 2018). The pH values of water and PBS are close to neutral, and as
a result CD1 and CD2 nanoplexes were found to be stable in these me-
dias. On the other hand, like the literature about nanoparticles, zeta
potential values which changed to the opposite charge in simulated
liquids were observed in CD nanoplexes (Zhang et al., 2020).

The reconstitution of loaded nanoplexes in water after the lyophili-
zation process is represented in Table 5. A statistical difference was
determined only in the particle size and distribution values of 5-FU/IL-
2/CD2 nanoplexes (t-test, p < 0.05). Nanoplexes prepared with CD1 and
CD3 polymers did not reveal any significant difference after lyophili-
zation (p > 0.05).

Stability is a basic parameter to describe the quality of pharmaceu-
tical products. In nanoparticulate systems, stability involves aggrega-
tion, crystallinity, shape, size and surface properties (Phan, 2019).
Moreover, the accumulation of sterically stabilized nanoparticles with a
positive surface charge in the tumor increases and their excretion de-
creases by binding to ECM components in the cell (Moradi Kashkooli
et al., 2020). The physical integrity of 5-FU/IL-2/CD nanoplexes in
water has been demonstrated. The nanoplexes remained stable in their
own medium (ultrapure water) for a week without any dilution. While
hyaluronic acid (HA) and protamine loaded nanoplexes were stable for
two weeks, the system was dynamic and re-organized in terms of
structure during the next four weeks, according to the literature
(Umerska et al., 2014). In another study, carrageenan and protamine-
loaded nanoplexes were found to be stable in their medium for 24 h at
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Fig. 6. Cumulative release profiles of 5- FU (a) and IL-2 (b) from 5-FU/IL-2/CD nanoplexes performed in PBS (pH = 7.4) with 0.2% Tween 80 at 24 h. The
experiment conducted in sink conditions at 37 °C. Release amount of 5-FU was calculated with HPLC, as for I1-2 was detected with ELISA kit and results are graphed

for all CD nanoplexes (n = 3, + SD).

room temperature (Dul et al., 2015). Since color change and purple-
black aggregate were noticed in the medium of nanoplexes, our exper-
iments were completed after a week. The structural degradation of 5-FU
is most likely to be responsible for this.

In another medium, PBS, CD1 and CD2 nanoplexes have more stable
than CD3 nanoplexes. However, all nanoplexes are labile in SGF as the
ionic medium affected nanoplexes structural uniformity by protonation
of the CD polymer cationic groups leading to the disrupting of the
nanoplex. In a study conducted by Dul et al., nanoplexes were unstable
because of aggregation in PBS and 0,01 M HCl medium (Dul et al,
2015). Similar aggregations were detected for CD2 and CD3 nanoplexes
in our study. As in water, all 5-RU/IL-2/CD nanoplexes have shown good
stability in SIF and SCoF. Based on different enzymes and electrostatic
molecules in DMEM, the particle sizes of nanoplexes were measured as
smaller than the beginning values. Considering the particle size, PDI and
zeta potential values for all nanoplexes, the most stable storage medium
was water. The results are predictable as it targets the disintegration of
nanoplexes and releasing the drugs into the medium.

3.1.7. Assessment of IL-2 integrity

PAGE analysis was performed with the released IL-2 from 5-FU and
IL-2 loaded nanoplexes (Lane 2-4) and IL-2 standard (Lane 1) to eval-
uate whether IL-2 maintains its structure in nanoplex form. As indicated

in Fig. 5, the process of nanoplex formation did not affect the structural
integrity of recombinant IL-2, revealing identical bands with equal
densities.

The integrity of IL-2 structure in the nanoplexes was investigated
using PAGE analysis. Following studies conducted under native condi-
tions, distinguishable and identical bands of IL-2 were detected for IL-2
loaded nanoplexes and recombinant IL-2 samples (Lane 1-4) (Fig. 5).
The bands are visualized as heterotrimers of IL-2, at equal densities,
suggesting that the integrity of IL-2 was not affected by different
nanoplex preparation processes (Devrim et al., 2011).

3.1.8. In vitro drug release from CD nanoplexes

As a result of the release studies in PBS (pH 7.4), it was determined
that in the first hour, 60% of 5-FU was released from CD1 and CD2
nanoplexes, and 80% of the drug from CD3 (Fig. 6a). It was observed
that nanoplexes exhibited a very rapid release profile in PBS. It was
determined that CD1 and CD3 nanoplexes completed the release, espe-
cially in the first 4 h, and there was no significant change in the release
profile in the following time periods. It was observed that 80% of the
loaded 5-FU in the CD2 nanoplex formulation was released in 8 h. At the
end of the 12th hour, the release profile reached a plateau.

When the release of IL-2 from nanoplexes in PBS was examined, it
was observed that CD1 and CD2 nanoplexes exhibited a similar profile,
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Fig. 7. Cumulative release profiles of 5- FU (A) and IL-2 (B) from CD nanoplexes performed in stimulated fluids that SGF (pH 4.5) at 2 h, SIF (pH 6.8) at 2 h and ScoF
(pH 6) at 20 h, respectively. The experiment conducted in sink conditions at 37 °C. Release of 5-FU was calculated with HPLC, as for IL-2 was detected with ELISA kit

and results are graphed for all CD nanoplexes (n = 3, + SD).

and more than 80% of them were released at the end of 4 h. More than
63% of IL-2 in the nanoplex systems were released within the first hour.
The release of IL-2 from CD3 nanoplexes is slower than the other two
derivatives, and the amount of released IL-2 at the end of 4 h was
calculated to be around 70%. At the end of 12 h, IL-2 release was
completed 90% from all nanoplexes systems, as seen in Fig. 6b.

On release studies with simulated fluids, release of 5-FU was
completed above 80% at the end of 12 h and approximately 50% of IL-2
was released from 5-FU/IL-2/CD nanoplexes, as seen in Fig. 7. CD2 and
CD3 nanoplexes showed similar release of 5-FU and IL-2 in PBS and
stimulated fluids. However, for 5-FU, the release from CD1 nanoplexes
was less than from CD2 and CD3 nanoplexes. At release of IL-2 from CD1
nanoplexes was like in other CD nanoplexes.

Invitro release profiles designed using mathematical models can offer
important outputs for the prediction of in vivo release kinetics of nano-
particles. Although there are no regulatory standards, three methods,
namely continuous flow, dialysis membrane, and sample and separate
methods are used forming a nanoparticulate release profile (Weng et al.,
2020). In this study, the dialysis membrane method was selected, similar
to other 5-FU nanoparticulate release studies. In the literature, there are
studies of different nanocomplexes and nanoparticles prepared based on
charge interaction with 5-FU. For instance, chitosan nanoparticles
loaded with 5-FU were prepared by Sun et al. Release studies were

carried out in PBS (pH 7.4), and 76% of the release occurred within 42
min, while this rate remained at 80% at the end of 8 h. Furthermore,
chitosan- polylactic acid based nanocomplexes loaded with doxorubicin
and 5-FU were prepared as a combined chemotherapy approach. In PBS,
the release is at 40% in 24 h and reaches 80% in 72 h. In our study, 5-FU
release from 5-FU/IL-2/CD nanoplexes was completed at 80% in stim-
ulated fluids and PBS (pH 7.4) at 8 h.

As for 1L-2, in vitro release studies are few, and centrifuge tubes are
preferred in these studies. Dialysis membrane is not appropriate as it has
smaller molecular weight cut-off than molecular weight of IL-2. To give
an example to the studies done with this process in the literature,
thermosponge nanoparticles loaded with paclitaxel and IL-2, 60% of IL-
2 have released at 4 days in PBS (pH 7.4) (Zhao et al., 2018). Moreover,
doxorubicin and IL-2 loaded nanovesicles were prepared, and as a result
of release studies in PBS (pH 7.4), 50% of IL-2 was released at the end of
24 h (Wu et al., 2019). In our studies, IL-2 release from 5-FU/IL-2/CD
nanoplexes was completed 90% in stimulated fluids and PBS (pH 7.4).

We believe that almost complete and controlled release of 5-FU and
IL-2 in 12 h is a result of the nanoplex electrostatic interactions con-
trolling the liberation of the active molecules from the CD polymers.
SGF, SIF, SCoF and PBS were used as release media with strong ionic
presence and high possibility of protonation of the CD polymers facili-
tating the liberation of the active molecules from the CD polymers.
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Fig. 8. Cell proliferation of healthy 1.929 fibroblast cells. Effect of four different concentrations of CD1 (a), CD2 (b) and CD3(c) polymer was evaluated by WST-1
colorimetric assay for 24, 48 and 72 h. Control group was treated with the DMEM was considered as 100% (n = 3, + SD).

3.2. Cell culture studies

3.2.1. Safety of CD polymers

The results of cell culture studies performed to determine the safety
of blank CD polymers that do not contain any drug or immunothera-
peutic molecules are presented in Figs. 8 and 9. Cell proliferation pro-
files indicate that all three CD polymers have no toxic effect on L929
healthy mouse fibroblast cell line. It was determined that even at the
highest doses (1/8 v:v), cell viability was around 80%. According to ISO
10993-5 (2009), the minimum acceptable cell viability limit in the in
vitro cytotoxic test is 70%.

Determination of the stable cytoplasmic lactate dehydrogenase
(LDH) enzyme is a frequently preferred method in the evaluation of cell
cytoplasmic membrane d It is particularly suitable for evaluating
the toxicities of molecules such as CD, which are known to interact with
cell membrane components. In the case of damage to the cell membrane,
LDH is released from the cytoplasm into the cell culture medium. In this
study, the amount of LDH released from L929 cells as a result of incu-
bation of three different blank CD polymers with four different con-
centrations was determined with a commercial kit. In the light of the

findings, it can be said that the amount of LDH released from cells
treated with blank CD polymers was like that released from cells treated
with DMEM alone (Fig. 9). Triton-X 100 was used as a positive control
and increased the amount of LDH released from the cells 3 times
compared to the control group.

The WST-1 and LDH assays based on different cellular mechanism,
respectively, measure mitochondrial activity and release of LDH as a
result of damage cellular membrane (Shah et al., 2017). The studies
showed those four dilutions of CD polymers exerted no cytotoxicity
through the WST-1 and LDH results. In evaluation, according to ISO
10993-5 (2009), cell viability over 70% is considered safe in toxicity
tests on L929 cells, suggesting preliminarily the CD polymers and
resulting nanoplexes to be safe nanocarriers for human therapeutic use.

3.2.2. Cytotoxicity of CD nanoplexes on 2D CT26 cell culture

The anticancer activity of CD nanoplexes was determined by WST-1
studies against CT26 human colon cancer cell line. First, ICs, values of 5-
FU solution were calculated with different concentrations. According to
WST-1 studies, ICs, values of 5-FU were determined as 91.6 pM and
0.27 pM in 24 and 48 h, respectively (Graphpad Prism 6).
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Fig. 9. Lactate dehydrogenase (LDH) activity of different concentrations of CD1 (a), CD2 (b) and CD3(c) polymer by quantifying the amount of LDH protein in cell
culture supernatants. Cells incubated with the complete DMEM were considered as control. Cells were treated with 1.0% (v/v) Triton X-100, for positive control of

LDH. Values were expressed as a fold change compared to the wells incubated with DMEM at 48 h (n

As seen in Fig. 10, CD2 and CD3 solutions showed a similar effect of
above 80% viable to CT26 cells in 24 h. The CD1 solution has an anti-
cancer effect on CT26. CD1 nanoplexes caused statistically higher cell
death according to 5-FU solution or 5-FU and IL-2 solution in 24 and 48
h.

CD2 nanoplexes exhibited lower cell viability comparing to these
solutions in 48 h; however, the differences are not statistically signifi-
cant. CD3 nanoplexes did not have higher anticancer effect than 5-FU
solution in 48 h.

The half-maximal inhibitory concentration (ICsy) values of 5-FU
solution were determined for 24 and 48 h on CT26 cells. Polymer so-
lutions and CD nanoplexes were diluted using the same concentration of
the ICso value. Fig. 10 indicates 5-FU/IL-2/CD1 nanoplexes has the
highest cytotoxic effect compared with 5-FU + IL-2 solution at 24 h and
48 h (p < 0.05). Moreover, 5-FU and IL-2 loaded CD1 nanoplexes have a
higher cytotoxic effect than 5-FU solution at 48 h (p < 0.05). The drug-
loaded nanoparticles may have higher cytotoxicity based on higher drug
uptake and intercellular delivery compared to drug solutions (Handali
et al.,, 2020). On the other hand, CD1 polymer solution also showed a
cytotoxic effect on CT26 cells alone. Although CD derivatives are
generally classified as GRAS and are known to be safe vehicles in terms
of cytotoxicity, some CD derivatives have been reported to extract
cholesterol from cell membranes, disrupting cell membrane integrity
and leading the cell to apoptosis. This effect is used to overcome drug
resistance in chemotherapeutics (Varan et al., 2021; Varan et al., 2016).
It is known that cancer cells have different cell membranes than healthy
cells. One of these differences is membrane lipid composition.

3, + SD).

Cholesterol is responsible for cell membrane rigidity, and the cholesterol
domain level changes from cell to cell. The number of cholesterol do-
mains is very high in drug-resistant cancer cells. In clinics, methyl-BCD is
used to induce cell death and reduce migration by regulating cell
membrane cholesterol. Drug resistance in cancer is responsible for non-
effective therapy, and many different therapeutic approaches have been
studied to overcome resistance. One of these approaches is the reduced
level of cholesterol because of higher membrane cholesterol in resistant
cancer cells. For this purpose, metformin or methyl-CD are applied to
reduce resistance by depleting cholesterol. This may be a basis for the
observed cytotoxic effect of CD1 polymer possibly originating from a
similar cholesterol depletion mechanism. Nevertheless, the structure of
CD polymers and C1 polymer is very different than the small molecule
Methyl-BCD. Among the three CD polymers used in this study, CD1 is the
only one that permanently charged groups not affected by pH changes.
CD2 is the most sensitive to pH changes as it contains primary amines. At
a pH around 8, they are partially deprotonated and undergo oxidation or
carbonatation very quickly, acting like scavengers. CD3 is practically a
permanently charged polymer as well, similar to CD1. The fact that the
same CD polymers were found to be non-toxic to L929 cells but showed
cytotoxicity to colon cancer cells is similar to our previous findings
regarding non-ionic and polycationic amphiphilic CD nanoparticles
(Varan et al., 2017). We believe that the toxicity observed with CD1 is
mainly because a very high concentration of the polymer was required
to obtain loaded nanoplexes at the ICs level for 5-FU. However, further
studies at the molecular level should be conducted to differentiate and
elucidate the cellular responses to blank CD polymers at the protein and
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Fig. 10. Cytotoxicity of 5-FU solution, 5-FU + IL-2 solution, CD polymer, 5-FU/CD nanoplexes and 5-FU/IL-2/CD nanoplexes against CT26 cells for 24 h (a) and 48 h
(b). Cells were treated with DMEM were determined as control and 100% viable. The assays were performed with WST-1 (n = 3, =SD). *p < 0.05 compared with 5-

FU solution and **p < 0.05 compared with 5-FU + IL-2 solution.

Table 6
Apparent permeability coefficient values of 5-FU solution, 5-FU and IL-2 loaded

CD nanoplexes (n = 3 + SD).

metabolite levels as was previously performed for the amphiphilic CD
nanoparticles (Ercan et al., 2021; Ercan et al., 2018).

Our findings indicate that CD nanoplexes carrying 5-FU or 5-FU-IL-2
combination were as cytotoxic as these molecules in solution form. This

Fold increase in

Formulation Papp (x10 © em/s) + SD (apparent
permeability constant) apparent permeability
coefficient
5FU 211 = 0.05 1
CD1 nanoplex 1.62 + 0.08 0.5
CD2 nanoplex 3.09 £ 0.04 15
CD3 nanoplex 1.87 + 0.19 0.8

could be beneficial in administering lower and targeted doses of IL-2 to
avoid the systemic dose-dependent toxicity of this immunotherapeutic
molecule.

3:2.3...Per of CD ple into Caco-2 cells

It was observed that the permeability of 5-FU and IL-2 loaded CD2
nanoplex from Caco-2 cells was about 1.5 times higher than the 5-FU
solution. Other CD nanoplexes exhibited lower permeability than the
5-FU in solution form as seen in Table 6.
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To explore the intestinal absorption through an eventual oral
administration, permeability of 5-FU + IL-2 loaded CD nanoplexes was
analyzed in Caco-2 cells. After the cell planting, to verify formation of
the cell mono layers a transepithelial electrical resistance (TEER) was
measured and found to be 800-900 ©-cm? on the 21st day. Before and
after the experiment, at values for control and treated groups, the Caco-2
cell monolayer showed no difference statistically. In the analysis, the
monolayer integrity was affected by the treatments. The highest
apparent permeability coefficient (P,,,) was found for CD2 nanoplexes,
suggesting nanoplexes prepared with CD2 are optimal candidates for
oral or mucosal administration of macromolecules. Considering these
findings, oral administration of 5-FU + IL-2 loaded CD2 nanoplexes can
be possible, provided the stability of IL-2 is maintained through GI
conditions. This could also be a good platform for the oral delivery of
peptides, proteins and molecules with a negative charge. In fact, the
effect of pH on the different CD polymers can prove to be advantageous
in oral delivery.

4. Conclusion

5-FU is one of the major chemotherapeutics in colon cancer treat-
ment; however, its application is limited because of the low amount of
drug accumulating at the tumor area and existing systemic toxicity (Al
Sabbagh et al., 2020; Handali et al., 2020). Studies in the literature have
shown that the delivery of 5-FU via nanoparticulate systems reduces
toxicity and increases its effectiveness (Ghasemi Toudeshkchouei et al.,
2020; Handali et al., 2020; Mansoori et al., 2020; Mattos et al., 2016).

In colon cancer, cancer cells and stromal fibroblasts infiltrate into
submucosal tissue through a mechanism called “stromal reaction” which
is responsible for most malignancies. Based on histological classification
of cancer immunity, “excluded-type” colon cancers are investigated and
found that T-cell activation and penetration to cancer cells can be
inhibited by many factors such as lack of chemokine or IL-10 and
complex cancer vascularization (Yorita et al., 2020). In these cases, IL-2
is an important factor to promote T-cell activation.

Studies on treatment with standard IL-2 revealed that the intrale-
sional route increases efficacy in melanoma. In the adoptive transfer of
ex-vivo expanded autologous T cells, like tumor infiltrating lymphocytes
and chimeric antigen receptor therapies, it was shown that usage of
high-dose IL-2 is necessary in lymphoma and leukemia. Clinical studies
on usage of high and low doses are in progress in different cancers to
increase efficacy and minimize side effects (Mizui, 2019; Pol et al.,
2020).

Cancer immunotherapy and the use of i therapy in cc
therapy are approaches that have attracted attention in recent years.
More than 70 immunotherapy-based clinical trials in colon cancer are
listed, most of which prefer combination therapy. IL-2, which is known
to be effective in immunotherapy, was preferred in approximately one-
tenth of these clinical studies. However, limitations such as the short
half-life of IL-2 hinder its success in treatment. Nano-sized drug delivery
systems, on the other hand, are preferred to overcome the obstacles to
clinical success in cancer treatment and to increase the effectiveness of
the treatment. In this paper, 5-FU and IL-2 loaded CD nanoplexes were
prepared successfully without any structural degradation of IL-2. These
CD nanoplexes were prepared based on charge interaction only, without
the addition of surfactants, etc. In the light of the in vitro findings, it can
be said that 5-FU/IL-2/CD nanoplexes are safety and suitable nano-sized
delivery systems for IL-2 transport. Nanoplex formulations prepared
using three different CD polymers were evaluated for both anticancer
drug and immunotherapeutic molecules as a result of detailed in vitro
characterization studies. In vitro data obtained in this study showed that
CD nanoplexes are suitable for combined drug delivery and show
promise for colon cancer treatment through either parenteral or oral/
mucosal routes. In this context, it is thought that the efficacy of dual
active molecule-loaded CD nanoplexes in chemoimmunotherapy is
worth examining with advanced cell culture and in vivo studies.
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