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OZET

MEIS PROTEIN iNHIBITORU YUKLU ALBUMIN NANOPARTIKULLERINi
ve iRGD PEPTIDINI iCEREN IN SITU JELLESEN SISTEMIN
HAZIRLANMASI ve KARAKTERIZASYONU

Gizem DEGER

Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2021
Danisman: Dog. Dr. Giillay BUYUKKOROGLU

Pankreasin duktal adenokarsinomu (PDAC), fibrotik dokunun tiimérii ¢evreledigi
bir stromal bariyer ile karakterizedir. Bu bariyer, PDAC’li bireylere uygulanan
kemoterapotik ajanlarin tiimor hiicrelerine erisimi kisitlar. Stromal bariyeri asmak
tedavinin basarist kritiktir. Albtimin, PDAC tiimo6r mikro ortaminda asir1 miktarda
eksprese edilen SPARC proteinlerine baglanabilme 6zelligi ile bu bariyerin asilmasinda
biiyiik bir potansiyele sahiptir. Stromal bariyerin asilmasindaki diger bir hedef nokta da
integrin reseptorleridir. iIRGD peptidi, stromal hiicrelerdeki integrin reseptoriine
baglanarak, beraber uygulandigi terapotik ajanlarin hiicre igine almmasini saglar.
DNA’ya baglanarak kanser olusumuna katkida bulunan MEIS proteinleri, onkojenik
aktivitelerinin yan1 sira kemoterapiye diren¢ gelistirmesine yol agar. MEIS protein
inhibitort ise MEIS’e baglanarak tiimoral aktiviteyi baskilar. Bu tezde, pankreas kanalina
uygulamak {izere tasarlanmis Poloxamer®407/kitosan temelli bir in situ jellesen sistem
gelistirilmistir. MEIS inhibitdrii-2 yiiklii albiimin nanopartikiilleri ve iRGD peptidi in situ
jellesen sistem icerisinde dagitilmistir. Formiilasyonun, fizikokimyasal 6zellikleri ve in

vitro ortamda pankreas kanser hiicreleri izerindeki etkinligi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Albiimin, iRGD, MEIS Inhibitérii-2, In Situ Jellesen Sistemler.



ABSTRACT

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF IN SITU GELLING
SYSTEM CONTAINING MEIS PROTEIN INHIBITOR LOADED ALBUMIN
NANOPARTICLES and iRGD PEPTIDE

Gizem DEGER

Department of Pharmaceutical Technology

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2021
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Giilay BUYUKKOROGLU

Pancreatic Ductal Adenocarcinoma (PDAC) is characterized by a stromal barrier
in which fibrotic tissue surrounds the tumor. This barrier restricts access to tumor cells of
chemotherapeutic agents administered to individuals with PDAC. Crossing the stromal
barrier is critical to the success of the treatment. Albumin has great potential to overcome
this barrier, with its ability to bind to SPARC proteins overexpressed in the PDAC tumor
microenvironment. Another target point to overcome the stromal barrier is integrin
receptors. The iRGD peptide binds to the integrin receptor in stromal cells, allowing
therapeutic agents to be administered into the cell. MEIS proteins, which contribute to
cancer formation by binding to DNA, cause resistance to chemotherapy as well as
oncogenic activities. MEIS protein inhibitor suppresses tumor activity by binding to
MEIS. In this master thesis, an in situ gelling system based on Poloxamer® 407/Chitosan
designed for application to the pancreatic duct. MEIS inhibitor-2 loaded albumin
nanoparticles and iIRGD peptide were dispersed in the in situ gelling system. The
physicochemical properties of the formulation and its activity on pancreatic cancer cells

were evaluated in vitro.

Keywords: Albumin, iRGD, MEIS Inhibitor-2, In Situ Gelling Systems.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

BSA : Bovine serum albumin (Sigir serum albiimini)

BSAM : MEIS inhibitér-2 yiiklii s1igir serum albiimin nanopartikiilleri
ECM : Hiicre D1s1 Matris (Extracellular Matrix)

FDA : Food and Drug Administration

HSA : Human serum albumin (insan serum albiimini)

HSAM : MEIS inhibitér-2 yiiklii insan serum albiimin nanopartikiilleri
Meis2i : MEIS inhibitérii-2

SPARC : Asidik ve Sistein Bakimindan Zengin Salg1 proteini

UPLC : Ultra Performance Liquid Chromatography
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1. GIRIS VE AMAC

Pankreas kanseri, pankreasin ekzokrin hiicrelerinden kaynaklanir ve tiim ekzokrin
timorleri arasinda pankreasin duktal adenokarsinomu (PDAC), pankreas tiimorlerinin
%90'indan fazlasini olusturan en yaygin pankreas neoplazma tiiriidiir. Pankreasin duktal
adenokarsinomu, 5 yillik genel sagkalim orant %3-5 olan en 6liimciil malignitelerden
biridir.

PDAC, yogun fibrotik dokunun tiimorii genislettigi ve ¢evreledigi, pankreas kanseri
ilerlemesinde kritik bir rol oynadigi bilinen belirgin bir fibrotik stromal reaksiyon
(dermoplazi) ile karakterizedir. Hiicresel bilesenler ve kollajen, hyaluran, fibronektin gibi
aseliller bilesenler arasindaki etkilesim, pankreas kanserinin ilerlemesinden ve
metastazindan sorumludur. Ameliyat, kemoradyoterapi ve immiinoterapideki gelismelere
ragmen, tiimorli hiicreleri ¢evreleyen karakteristik stromal bariyerden dolayr PDAC'nin

farmakolojik tedavisi olduk¢a siirlidir.

PDAC’de stromal bariyerin asilmasinda hedef noktalarindan biri integrin
reseptorleridir. RGD peptid ailesinin iiyesi olan yardimci peptidler integrin reseptorlerine
hedeflendirilmede kullanilmaktadir. Yalnizca integrinleri hedef alan geleneksel lineer ve
siklik RGD peptidleriyle karsilastirildiginda, siklik iRGD peptidi, timor hedefli
antikanser ilaglarin veya kiigiik molekiillerin, antikorlar ve nanopargaciklar igeren
yiiklerin taginmasinda istiinliik gostermektedir. iRGD peptidi, anjiyojenez ve kanser
ilerlemesini kolaylastiran, tiimor hiicreleri tarafindan eksprese edilen av integrinleri i¢in
en belirgin tanima motifidir. iIRGD tiimo6r ve stromal hiicrelerde asir1 eksprese edilen
NRP-1’e baglanir ve bdylece ona bagl yiiklerin hiicreye alinmasini, ekstravazasyonunu
ve doku penetrasyonunu saglar. RGD peptid ailesi PDAC’ye ila¢ hedeflendirmesinde

giinliimiiz arastirmacilarinin ilgisini ¢ekmis durumdadir.

Stromal bariyerin istesinden gelmek ve ila¢ etkinligini arttirmak igin,
kemoterapotik ajanlar, stromal hiicrelerde bol miktarda eksprese edilen endojen
reseptorlere yiiksek baglanma afinitesine sahip maddeler ile birlestirilerek modifiye
edilmistir. Ornegin, albiimin, PDAC tiim&r mikro ortaminda bol miktarda eksprese edilen
SPARC proteinlerine verimli bir sekilde baglanir. SPARC, PDAC tiimdriiniin

istilasi/gogii ve anjiyogenezin inhibisyonunda da etkin bir rol oynamaktadir. SPARC’a



yiiksek afiniteli baglanma basarisindan dolayr albiimin, PDAC tiimoérlerine ilag

hedeflendirme ¢alismalarinda umut vericidir.

Serum alblimini, kanda en fazla bulunan proteindir. Kandaki ekzojen ve endojen
maddeler i¢in bir tasiyici protein olarak ¢alisir. Serum alblimini ayrica plazma onkotik
basincina katkida bulunarak hiicre dis1 s1vi hacminin stabilize edilmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Insan serum albiimini (HSA) ve sigir serum albiimini (BSA) en ¢ok

incelenen proteinler arasindadir.

Albiimin ile kombine haldeki kanser ilaglarin, reseptor aracili albiimin alim
yollar1 araciligiyla kanserli hiicrelerde biriktigi bulunmustur. Albiimin nanopartikiillerine
hapsolmus etkin maddeler, kontrollii (siirekli) bir sekilde yavasga salinacaklari terapdtik
alana ulasana kadar albiimin tarafindan korunur. Etkin maddenin bolgeye 6zgii teslimi,

hedefleme ligandlarinin nanopartikiil yiizeyine baglanmasiyla saglanabilir.

Albiimin, gelismis timor spesifitesine, azaltilmis ilag kaynakli sitotoksisiteye
katkida bulunmaktadir. Ilag, peptit, protein ve genetik materyal gibi terapétik etkinligi

olan ¢esitli ajanlarin konsantrasyonunu uzun bir siire boyunca muhafaza eder.

Ik olarak BXH-2 fare 16semi modelinde kesfedilen MEIS proteinleri, tiiméorlii
hiicrelerde yiiksek miktarda eksprese edilerek, tliimorigenezi desteklemektedir. Hiicre
DNA’siyla kompleks olusturan MEIS proteinleri ayn1 zamanda tiimorlii hiicrelerin
uygulanan ilag¢ tedavisine direng¢ gelistirmesine yol agmaktadir. Timoriin elverigsiz
kosullar altinda hayatta kalmasin1 saglayan bu etkiden de MEIS proteinlerinin sorumlu
oldugu bulunmustur. Fatih Kocabas ve ekibi tarafindan gelistirilmis ve EP3541410A2
numarasi ile Avrupa patent enstitiisiinden patenti ahinmms olan MEIS protein
inhibitorii, MEIS proteinine baglanarak tiimoral aktiviteyi baskilamaktadir ve bu nedenle

PDAC ilag hedeflendirme calismalar1 i¢in umut vericidir.

Akiskan bir s1vi halindeyken uygulandig1 bolgede cesitli uyaranlarin (sicaklik, pH,
elektromanyetik radyasyon) etkisiyle jelleserek kontrollii salim saglayan in situ jellesen
sistemler, tiimorlii dokunun ilaca maruziyetini arttirma ozellikleriyle yeni bir tedavi
yaklagimi niteligindedirler.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, MEIS protein inhibitori-2 (Meis2i) yiikli
alblimin nanopartikiillerini ve iRGD peptidini i¢eren, parenteral uygulama yapilabilecek

sekilde tasarlanmig poloksamer ve kitosandan olusan in situ jel formiilasyonunun

gelistirilmesi amaglanmistir.



Bu amag dogrultusunda;

- MEIS inhibit6rii-2’nin albiimin nanopartikiillerine yiiklenmesi ve karakterizasyonu,

- Poloksamer ve kitosan ile sicakliga duyarli in situ jel formiilasyonunun gelistirilmesi ve
karakterizasyonu,

- IRGD peptidinin in situ jel icinde dagitilmasi ve karakterizasyonu,

- IRGD peptidinini igeren sicakliga duyarli in situ jel iginde MEIS inhibitorii yiiklii
nanopartikiillerin dagitilmasi ve karakterizasyonu ¢aligsmalar1 yapilacaktir.

Etkin maddenin ilk kez bir formiilasyon haline gelecegi bu ¢aligmada, albiimin ve
iRGD peptidi ile kombine halde kullanilmasinin sinerjik bir etkiye yol agarak metastatik

PDAC hiicresinin gelisiminin etkin sekilde durdurulmasi amaglanmistir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Pankreasin Duktal Adenokarsinomu

Pankreas, hem Langerhans adaciklari olarak adlandirilan, hormonlart dogrudan kan
dolagimina salgilayan ve karbonhidrat metabolizmasini diizenlemeye yardimci olan
endokrin bezlerinden; hem de sindirim enzimlerini bagirsak liimenine salgilayan ekzokrin
bezlerinden olusan karmasik bir organdir. Akut/kronik pankreatit ve pankreas kanseri,
ekzokrin bezleri etkileyen temel hastaliklardir. (McGuckin, Cade ve Hanison, 2020; Tao
vd., 2021).

Pancreas .
Pancreatic duct

Gallbladder —___

Duodenum

- Endocrine islet

Exocrine acini

Blood vessel

Sekil 2.1. Yetigkin pankreas anatomisi (Kumar ve Melton, 2003)
Diger kanser tiirleriyle kiyaslandiginda goérece diisiik insidansina ragmen pankreas
kanseri, diinya capindaki kansere bagli 6liimlerin dordiincli 6nde gelen nedenidir. En
yaygin pankreas neoplazmi, hastalarda %8'lik bir oranla 5 yillik sagkalim ortalamasina

sahip olan pankreasin duktal adenokarsinomudur (PDAC) (Winer vd., 2019).



PDAC’nin tamisinin ge¢ konulabilmesi ve hizli metastaz yapmasi nedeniyle,
ilerlemis hastalig1 olan ¢ogu hasta i¢in temel tedavi bi¢imi, yetersiz bir yaklagim olsa da
kemoterapidir. Tumoériin evresine bagl olarak kemoterapi, rezeksiyon cerrahisi ve
radyoterapi ile desteklenebilmektedir. Kemoterapi tedavisi, bir niikleosid analogu olan
gemsitabin (GEM) ve daha giiclii ancak oldukea toksik bilesenler igeren FOLFIRINOX
(oksaliplatin, irinotekan, 5-florourasil ve lokovorin) ile gerceklestirilmektedir.
Kombinasyonlara ragmen kemoterapi, PDAC hastalar1 arasinda toksisite profilinde artisa
yol agan birgok yan etki sergiler. Ek olarak, bu standart kemoterapdtik ajanlar, sinirh
etkinlikleri nedeniyle hastanin sagkalimi tizerinde yalnizca orta diizeyde bir etkiye
sahiptir. Kemoterapinin yetersizligi, PDAC'de ilag iletimi icin fiziksel ve biyolojik
bariyer islevi géren yogun bir desmoplastik stroma ve olumsuz bir farmakokinetik profil

ile agiklanmaktadir (Meng ve Nel, 2018; Panchal vd., 2021).
2.2. Stromal Bariyer

PDAC'nin sahip oldugu tiimor mikro ortami1 (TME), pankreas kanser hiicrelerini
cevreleyen ve siklikla tiimor kiitlesinin ¢ogunu kaplayan bol bir stroma ile karakterize
edilir. Tiimoriin epitelyal hiicrelerini ¢gevreleyen stromal bariyer ¢esitli modifikasyonlara
tabidir. Pankreas kanser hiicreleri, hiicre dist matrisin (ECM) bilesimini degistiren,
inflamatuar hiicrelerin bu mekanizmaya dahil olmasini saglayan ve pankreas stellat
hiicresi (PSC) olarak adlandirilan 6zel bir fibroblast hiicre tipi de dahil olmak {izere
fibroblastlarin ¢ogalmasin1 tesvik eden stroma hiicrelerine sinyal gonderir. PDAC
tiimdrlerinde bulunan bu fibrotik doku hem tiimoér hem de stroma hiicrelerinin katkida
bulundugu bir ECM ile karakterize edilmektedir. Pankreas kanseri ECM’si, kollajen,
kollajen olmayan glikoproteinler, glikozaminoglikanlar, biiylime faktorleri ve
proteoglikanlarin yani sira periostin, tenasin C, SPARC (asidik ve sistein bakimindan
zengin salgl proteini) ve trombospin gibi modiilatdrlerinden meydana gelir (Lunardi,

Buschel and Brunner, 2014).

Periasiner bolgelerde asir1 ECM birikmesi normal parankimi bozararak
vaskiileritenin sikigsmasina neden olurken, tiimor hiicrelerinin hipovaskiilerligine ve
hipoksisine yol agar. Tiimor hipoksisinin ayrica PSC'leri aktive ettigi ve hipoksi-fibrozis
dongiisiinlin korunmasina ve siirdiiriilmesine yardimeir oldugu bilinmektedir. Ek olarak,
yogun fibrotik stroma ve disfonksiyonel vaskiilerite, kanser hiicrelerine ilag verilmesini

engeller ve terapotik etkinliklerini azaltir. Bu nedenle PDAC’de stromal bariyerin
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asilmasi tedavinin basarisinda belirleyici bir role sahiptir. Saglikli bireylerde PDAC
gelisimi Ve metastaz1 Sekil 1.’de asamalariyla gosterilmistir (Kota vd., 2017).

Normal Pancreatic Duct  Pancreatic Intraepithelial Neoplasia Pancreatic Ductal Adenocarcinoma

Inactive Stollate Coll  Activated e Ceoll -
Farestic  Translormed Pancrestic N .
Dusctal Cel Cancer (el - - /Allood vl | S  Extraceular Matrix (ECM)

(e X 0 + %" Growth Factors
\!_] — Inactive Flbroblast  Activated Fibroblast * enuné Cell i

_‘__.x %% Cytokines

Sekil 2.2. PDAC gelisimi (Kota vd., 2017)

Yukaridaki sekilde PSC’lerin doniistimii gosterilmigtir. Normal bir pankreasta,
PSC'ler hareketsizdir ve sitoplazmasinda A vitamini i¢eren lipid damlaciklarinin varlig
ile tanimlanabilirler. Pankreas yaralanmasi veya inflamasyonuna yanit olarak, hareketsiz
fenotiplerinden miyofibroblast benzeri hiicrelere dontstiiriiliirler. ‘Aktivasyon’ olarak
tanimlanan bu durum, a-diiz kas aktinini (a-SMA) eksprese eder, aktif olarak ¢ogalir ve

tip I kolajen gibi hiicre dis1 matris bilesenleri tiretir (Masamune ve Shimosegawa, 2013).
2.2.1. Stromal Bariyerin Asilmasindaki Yaklasimlar

2.2.1.1. Albiimin

Serum albiimini, kanda en fazla bulunan proteindir. Oncelikle, kandaki ekzojen
ve endojen maddeler (steroidler, yag asitleri, tiroid hormonlar ve diger molekiiller) igin
bir tastyici protein olarak caligir. Serum albiimini ayrica plazma onkotik basincina katkida
bulunarak hiicre dis1 s1vi hacminin stabilize edilmesinde 6énemli bir rol oynamaktadir.
Insan serum albiimini (HSA) ve sigir serum albiimini (BSA) en ¢ok incelenen proteinler

arasindadir. (Siddiqui vd., 2021).



BSA’nin yapisi, HSA’nin {i¢ boyutlu yapis1 ile homologtur. Aralarindaki temel
fark ise triptofan sayilaridir. BSA’da iki adet triptofan bulunurken, HSA’da ise sadece bir
tane triptofan vardir. Bu fark, spektroflorimetri ile yapilan ¢alismalar baglaminda bir
avantajdir. Clinki triptofan amino asidi proteinlerin igsel floresansindan sorumlu olan ana
amino asittir (Bronze-Uhle vd., 2017).

HSA, molekiiler agirligi 66,500 Da olan 585 amino asit i¢eren tek zincirli,
glikozillenmemis bir polipeptittir. HSA, kan plazmasinin 6nemli bir protein bilesenidir
ve Kkoloidal ozmotik basincin diizenlenmesinde; yag asitleri, hormonlar, toksik
metabolitler (bilurubin), safra asitleri, amino asitler ve metaller gibi ¢ok sayida endojen
bilesigin tasinmasinda onemli bir rol oynar. HSA ayrica c¢ok c¢esitli ilag molekiillerini

baglar (Yamasaki vd., 2013).

Albiimin ile kombine haldeki kanser ilaglarinin, reseptor aracili albiimin alim
yollar1 aracihiiyla kanserli hiicrelerde  biriktigi  bulunmustur.  Ilag-albiimin
formiilasyonlari; kovalent olmayan iliski, kovalent baglanma ve etkin maddenin albiimin
nanopartikiillerine (NP) yiiklenmesi olmak {izere li¢ ana gruba ayrilmistir. Etkin madde
yiiklii albiimin NP'lerinin diger formiilasyon yontemlerine gore cesitli avantajlari vardir.
Ornegin, albiimin NP'lerine hapsolmus etkin maddeler, NP’ler kontrollii (siirekli) bir
sekilde yavasca salim yapabilecekleri terapotik alana ulasana kadar korunur. Ek olarak,
ilaglarin bolgeye 6zgii teslimi, hedefleme ligandlarmin NP yiizeyine baglanmasiyla
saglanabilir. NP'lerin bu 6zellikleri, ila¢ dozunu ve dozaj sikligin1 artirmadan ilaglarin
etkinligini arttirir. Insan serum albiimini, kanser terapotiklerinin uygulanmasi igin
albiimin bazli nano tasiyicilarin (ANC'ler) iiretiminde sikc¢a tercih edilen proteindir.
Albiimin, gelismis tiimor spesifitesine, azaltilmis ilag kaynakli sitotoksisiteye katkida
bulunabilir ve ilag, peptit, protein ve gen gibi terapotik olarak aktif ajanlarin
konsantrasyonunu uzun bir siire boyunca muhafaza edebilir (Sozer vd., 2020; Zeeshan

vd., 2021).

Emiilsifikasyon ve desolvasyon yontemleri, albiimin nanopartikiillerinin
hazirlanmasinda kullanilan iki temel yontemdir. Emiilsifikasyon yonteminde, albiiminin
sulu ¢ozeltisi, ylizey etkin madde molekiillerinin varliginda, yiiksek basingli bir
homojenizator, yiiksek hizli bir homojenizator veya ultrasonikasyon kullanilarak
diklorometan, sikloheksan veya iyonik sivilar gibi karismayan sivilarda emiilsifiye edilir.

Desolvasyon yonteminde ise, etanol veya aseton gibi bir desolvasyon ajani ilavesi,
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albliminin hidrasyon seviyesini ve ¢oziiniirliigiinli azaltarak NP olusumuna yol agar.
Solvent tiirii, ¢oziicii ekleme orani, albiimin konsantrasyonu, pH, sicaklik ve ortamin

iyonik kuvveti ayarlanarak NP hazirlama isleminin optimizasyonu saglanir (Sozer vd.,

2020).
2.2.1.1.1. Albiimin aracili SPARC hedeflendirme

Insanlarda kromozom 5q bolgesi tarafindan ifade edilen, osteonektin veya temel
membran proteini-40 olarak da bilinen SPARC, matriseliiler protein ailesinin bir tiyesidir.
Matriseliiler proteinler ECM ortamina salgilanir ve hiicre fonksiyonlarini, hiicre-hiicre ve

hiicre-ECM etkilesimleri kontrol etmekten sorumludur (Neuzillet vd, 2013).

Neoplastik progresyon sirasinda SPARC, stromal bolgede veya cesitli tipteki
malign hiicrelerde, timor gelisimini, istilasini, metastazini, anjiyojenezini ve
inflamasyonunu etkileyecek sekilde eksprese edilir. Tiimor mikro ¢evresindeki SPARC
kaynakli degisiklikler, doku ve hiicre tipine bagli olarak farkli kanser tiirlerinin
ilerlemesini baskilayabilir veya ilerletebilir (Chlenski and Cohn, 2010). Yapilan son
calismalarda asirt SPARC ekspresyonunun, kolorektal kanser, mide kanseri ve pankreas
kanseri ile iliskili oldugu ortaya konmustur. PDAC’de SPARC ekspresyonu stromal
bariyer hiicreleri tarafindan gergeklestirilmektedir (Yu vd., 2017).

FDA onayl bir ila¢ olan Abraxane’in (albiimine bagl paklitaksel) basarisi ile,
alblimin bazli nanopartikiiller kanser tedavisi alaninda potansiyel bir aday olarak ortaya
cikmigtir. Albiimin, yaklasik 0,7 mg/saat hizinda karacigerde sentezlenen; kandaki
ozmotik basincin korunmasindan, hidrofobik 6zellikteki ila¢g molekiillerinin, viicuttaki
yag asitlerinin ve hormonlarin taginmasindan sorumlu olan 66.5 kDa molekiil agirliginda
bir plazma proteinidir. insanda bulunan plazma proteinlerinin yarisindan fazlasin
olusturan (40 mg/ml ortalama plazma konsantrasyonu) albiimin, genis bir pH (4 ila 9) ve
sicaklik (60 °C'de 10 saate kadar) araliginda kararliligini korumaktadir. Ayrica albiimin,
nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler i¢in umut verici bir yiizey modifiye edici maddedir.
Bir disopsonin gorevi géren albiimin, dolasimdaki nanopartikiillerin (NP), monontikleer
fagositik sistem (MPS) tarafindan taninmasini ve temizlenmesini engelleyerek

dolasimdaki sirkiilasyonlarini arttirmaktadir (Bhushan vd., 2017; Hyun vd., 2018).

Stromal bariyerin istesinden gelmek ve ilag etkinligini arttirmak igin,

kemoterapétik ajanlar, stromal hiicrelerde bol miktarda eksprese edilen endojen



reseptorlere  yiiksek baglanma afinitesine sahip ¢esitli yardimc1 maddeler ile
birlestirilerek modifiye edilmistir. Ornegin, albiimin, yukarida bahsedilen iistiinliiklerinin
yani sira, PDAC tiimér mikro ortaminda bol miktarda eksprese edilen SPARC’a da
verimli bir sekilde baglanma 6zelligi gostermektedir. Ayrica, SPARC, PDAC’de timor
istilasi/gogli ve anjiyojenezin inhibisyonu ile iliskilidir. Bu gozlemlere dayanarak,
alblimin ile konjuge edilmis kemoterapétik bir ajan olan paklitakselin (nab-paklitaksel),
albliminle tetiklenen absorpsiyonu yoluyla ve SPARC'a baglanarak terapdtik etkinligi
arttirdig1 ortaya konmustur. Gemsitabin ile kombinasyonu hazirlanmis Nab-paklitaksel
konjugatinin, hastalig ilerlemis durumda olan PDAC’1i bireylerin sagkalimlarinda ilimli
bir iyilesme yarattig1 gézlenmis ve bu kombinasyon FDA onay1 almigtir. Halen, birkag
nab-paklitaksel bazli kombinasyon terapotik stratejisi, klinik degerlendirmenin ¢esitli
asamalarindadir. Ayrica, nab-paklitakselin, makropinositoz yoluyla pankreas kanseri
hiicreleri tarafindan alindigi ve makropinositozun arttirilmasinin ilag dagitimini arttirmak

Icin yeni bir mekanizmay1 temsil ettigi one siiriilmistiir (Kota vd., 2017).

Noorani ve arkadaslar1 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada hidrofobik 6zellikteki
kemoterapotik bir ajan olan ve oral yolla konvensiyonel olarak uygulandiginda ilk gecis
etkisi nedeniyle diisiikk biyoyararlanim gdsteren erlotinib etkin maddesini sigir serum
albliminine (BSA) desolvasyon (¢oziicii ugurma) yontemiyle yiiklemeye g¢alismistir.
Dimetil siilfoksit (DMSO), aseton ve iki ¢oziiciiniin bir karisimini (aseton/DMSO 5:1
(h/n) orani) hazirlayan arastirmacilar, bu ¢oziiciileri %5 a/h oraninda distile su ile
hazirladiklart ve HCI yardimiyla pH 5°e¢ ayarladiklart BSA ¢o6zeltisine manyetik
karistiricili ortamda damla damla ilave etmistir. Kararli albiimin nanopartikiilleri (ANP)
olusturmak i¢in bu karigimlar 10 dakika boyunca karistirilmistir. Termal yolla ¢apraz
baglanma gercgeklestirmek amaciyla aseton ve aseton/DMSO karigimi bulunan ortam igin
55° C'de, DMSO bulunan ortam i¢in ise 100° C'de 30 dakika boyunca karistirma islemi
devam ettirilmistir. Karisimlar daha sonra 20.000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatantlarin uzaklastirilmasindan sonra, nanopartikiiller iki kez organik ¢oziicii ile
yikanarak santrifiijlenmistir. Erlotinib yiikli albiimin nanopartikiilii (E-ANP) hazirlamak
icin yukaridaki islemler organik ¢oziicliye 8 mg/ml erlotinib eklenerek tekrar edilmis ve
nanopartikiillerin karakterizasyon c¢aligmalari yapilmistir. Baslangigta ilave edilen
erlotinib miktarindan enkapsiile edilememis erlotinib miktarnin ¢ikarilmasiyla
hesaplanan yiikleme verimliligi (EE) %44 olarak bulunmustur. Literatiirde diger polimer

tiirleriyle hazirlanan erlotinib nanopartikiillerinin %20 civarindaki yiikleme verimliligiyle
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kiyaslama yapan arastirmacilar pankreas tiimorlerine ilag hedeflendirmede albiimin
kullaniminin gelecek vaad ettigi sonucuna ulagmistir. Ayrica TEM goriintiileri alinan E-
ANP nanopartikiillerinin boyutlar1 14nm civarinda ol¢iilmiistiir. Elde edilen bu kiiclik
boyut, pankreas tiimor hiicrelerine pasif hedeflendirme yapabilmek adina da avantaj

saglamaktadir.
2.2.1.2. Yardimci peptid kullanimi

Stromal bariyerin hedeflendirilmesinde kullanilan bir diger yontem ise yardime1
peptidlerden faydalanmaktir. Stromal bariyerin asilmasinda yeni bir kesif olan bu yontem,
siklik iIRGD (Arg-Gly-Asp) peptidlerinin tiimoral ortamin besin tedarik yolagini
kullanarak PDAC vaskiilerine ulagimi arttirdigini ortaya koymustur. iRGD peptidi,
endotel hiicrelerinde sitoplazmik vezikiillerin ve vakuollerin yani vezikiil-vaskiiler
organel (VVO) olusumunu igeren bir transitoz yolu baslatir. Fizyolojik kosullar altinda,
transitoz yolu, vaskiiler endotel biiytime faktorlerinin (VEGF) kontrolii altinda, PDAC
timor biiylimesine besin destegi yapmaktadir. Bu biiylime faktorleri (6rnegin VEGF,
TGp-ve semaforin), timdr kan damarlarindaki néropilin-1 (NRP-1) reseptoriine baglanan
bir C-terminal peptid motifi gosterir. NRP-1 ayrica proteinlerin ve diger besin
maddelerinin tagmmasini saglayan, ayni zamanda ilaglarin ve nano tasiyicilarin
taginmasini da i¢eren transitoz yanitini tetiklemektedir (Sugahara vd., 2010; Meng ve Nel,
2018).

[k olarak Pierschbacher ve Ruoslahti tarafindan bulunan RGD adli tripeptid
dizisinin kesfini, bu peptidin tiimdr hedefleme 6zelligine ek olarak, etkili hiicre ve doku
penetrasyonu gosteren iRGD (igsellestirilmis RGD, CRGDK /RGPD/EC) adindaki yeni
versiyonunun kesfi takip etmistir. Yalnizca integrinleri hedef alan geleneksel lineer ve
siklik RGD peptidleriyle karsilastirildiginda, iRGD, tiimor hedefli antikanser ilaglarin
veya kiiclik molekiillerin, antikorlar ve nanoparcaciklar igeren yiiklerin tasinmasinda

uistiinliik gostermektedir (Cho vd.,2019).

IRGD peptidi, anjiyojenez ve kanser ilerlemesini kolaylastiran, tiimér hiicreleri
tarafindan eksprese edilen av integrinleri i¢in en belirgin tanima motifidir. iRGD'nin
tiimdre penetrasyonu birka¢ basamaklidir. N-terminal iRGD peptidi iizerindeki RGD
sekans1 (RGD motifi) 6nce anjiyogenik tiimor vaskiileritesinde asir1 eksprese edilen av33
veya avP5 integrinleri ile etkilesime girer. Daha sonra kriptik C-u¢ Kurali (CendR)
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motifini (RIKXXR/K, R arginin, K lisin ve X herhangi bir amino asittir) C-terminalinde
aciga cikarmak icin proteazlar yardimiyla ayrilir. Agiga c¢ikan CendR motifi, hiicresel
i¢gsellesmeye, vaskiiler sizintiya ve ekstravaskiiler tiimor dokusuna derin penetrasyona
neden olmak iizere in vitro olarak bir¢ok tiimor hiicre hattinda, in vivo olarak tiimor ve
stromal hiicrelerde asir1 eksprese edilen NRP-1’e baglanabilen iRGD'nin (CRGDK / R)
N-terminal yarim parcasini olusturur. NRP-1"¢ baglanan iRGD peptidi boylece ona bagli
yiiklerin hiicreye alinmasini, ekstravazasyonunu ve doku penetrasyonunu saglar (Simon-

Gracia vd., 2016; Cho vd., 2016).

IRGD r
Protease

i/’\‘o

: ; B3/B5 Neuropilin-1

- G

Tumor vessel Transcytosas
endothelial cell

Sekil 2.3. iRGD peptidi aracili transitoz (Meng and Nel, 2018)

RGD ile modifiye edilmis polimer ve lipozom gibi nano tasiyict sistemler, av3
integrinlerine spesifik baglanma kabiliyeti sergilemektedir. Ozellikle kanser tedavisinde
gelistirilen ilag tasiyici sistemde elde edilen ¢arpict sonuglar RGD peptidlerine olan ilgiyi
arttirmis durumdadir. Ozellikle PDAC’de stromal bariyerden kaynaklanan ilag direncinin
asilmasinda RGD ile kombine edilmis tasiyict sistemlerin gelistirilmesi tedavide umut
vaad edicidir (Cheng ve Ji, 2019).

Ji ve arkadaglar1 2019 yilinda yaptiklar ¢aligmada pankreas kanserinde gelisen
fibrozisin kaynagi roliindeki stellat hiicrelerine hedeflendirilmek {izere lipozom
gelistirmeye ¢alismiglardir. Hidrofobik bir kemoterapotik ajan olan gemsitabin maddesini

lipozom ¢ekirdegine yiikleyen ¢alismacilar, stellat hiicrelerine hedeflendirme saglamasi
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amaciyla kanserli hiicrelerde bol miktarda eksprese edilen metallaproteinaz-2 (MMP-2)
tarafindan taninacak bir peptid olan Ac-CSSSGPLGIAGQSSS-COOH kodlu peptidi
gelistirerek lipozomun dis katmanina eklemis ve bu peptidin ucuna siklodekstrine
tutturduklar1 bir antifibrotik ajan olan pirfenidon maddesini stromal bariyeri eritmesi
amactyla konjuge etmislerdir. Ek olarak, hazirladiklari lipozomun dis katmanina tiimér
hiicrelerine gegisini transitoz yoluyla da arttirmasi amaciyla RGD peptidi ilave edilmistir.
Pankreas kanseri hiicre dizilerine uyguladiklar1 formiilasyonlarda, RGD ile kombine
edilmis olanlarin hiicre igine alinan gemsitabin miktarin1 belirgin olglide arttirdigi

gozlenmistir.
2.2.1.3. Hedgehog sinyal inhibitorleri

Hedgehog (HH) sinyali hiicre ¢ogalmasini, gelisimini ve doku onarimini regiile
etmekten sorumlu bir sinyaldir. Memelilerde, HH sinyali {i¢ ligand tarafindan aktive
edilmektedir. Sonic Hedgehod (SHH), Indian Hedgehog (IHH) ve Desert Hedgehog
(DHH) olarak adlandirilan bu ii¢ ligandin yetiskin dokularda en ¢ok eksprese edileni
SHH’dir (Cortes vd., 2019).

HH sinyalinin alimindan,’12- transmembran domain proteini (Patch-1)" ve “7-
transmembran domain proteini (Smoothened (Smo))’ olmak tizere iki membran proteini
sorumludur. HH ligandlar1 igin birincil reseptér Patched-1'dir (Ptchl). Ligand
yoklugunda, Ptchl, Smo'yu inhibe eder. Ancak ligand baglanmasi durumunda, Smo'yu
aktive eden ve glioma ile iligkili onkogen (Gli) transkripsiyon faktorleri olan Glil, Gli2
ve Gli3'iin aktivasyonuna yol agan Ptch-1"in inhibisyonu gergeklesir. Glil, tiimorijenezle
ilgili hedef genleri (6rn. Siklin-D1, Myc, Bcl-2) ve anjiyojenez faktér genlerini
etkinlestirir (Pak and Segal, 2016; Cortes vd., 2019).

Murin pankreas kanseri modellerinde ve ayrica insan pankreas kanseri
orneklerinde, Hh yolaginin aktivasyonu sadece Hh ligand eksprese eden timor
hiicrelerini ¢evreleyen stromal hiicrelerde gézlenmistir. SHH nin, premalign pankreatik
intraepitelyal lezyonlarda (PanIN) ve Pankreatik Duktal Adenokarsinom (PDAC)
hiicrelerinde yanlis ifade edildigi bildirilmistir. SHH'nin stromal biiyiimeyi tesvik etmede
etkin rol oynadigi goriilmektedir. Insan timor ksenograftlarinda, tiimér hiicreleri
tarafindan gerceklestirilen SHH ekspresyonu, stromal bariyerde artan GLI-1 ve PTCH1

ekspresyonu ile korelasyon gostermektedir. Yolak inhibisyonu stromal GLI-1 ve PTCH1
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ekspresyonunu etkilemekte ve HH ligand eksprese eden tiimorlerde azalmis tiimor

biiyiimesiyle sonuglanmaktadir (Niyaz vd.,2018; Rosow vd., 2012).

Giiniimiizde, Hh sinyalinin hedeflendirilmesi kanser tedavisinde ¢ekici bir hal
almig ve bir dizi Hh inhibitori tasarlanmistir. Cogu Hh inhibitérii, SMO reseptoriiniin
islevini antagonize etmektedir. Vismodegib (GDC-0449, Erivedge®), 2012 yilinda FDA
tarafindan metastatik ve lokal olarak ilerlemis bazal hiicre karsinomlarinin tedavisi i¢in
onaylanan ilk SMO antagonisti olmustur. Bu gelismeyi, 2015 yilinda Sonidegib
(LDE225, Odomzo®) takip etmistir (Ghirga, Mori and Infante, 2018).

PDAC, kanserle iliskili fibroblastlar (CAF’lar) tarafindan iiretilen bir fibrotik
birikim olan genis desmoplastik stromasiyla diger kanserlerden ayrilir. Stroma {iireten
CAF'lar ayrica tiimor hiicrelerinde ilag direncini de indiikler. SHH yolagi, CAF
aktivasyonu ve stromal biriktirme i¢in 6nemli bir diizenleyicidir. Zhao ve arkadaslari,
2018 yilinda yaptiklari galigmada, tiimor hiicre disi matriksindeki (ECM) CAF'lari
(yaklasik %80 azalma) ve tip I kollajeni ortadan kaldirmak igin farelere uzun bir siire
boyunca yiiksek dozda (100 mg/kg’a kadar ulasan) SHH inhibitorleri uygulamistir.
Ancak sasirtict bir sekilde, kolajenli ECM kaybi, tiimor hiicrelerinde epitelyal-
mezenkimal gegisi (EMT) indiiklemis ve daha metastatik tiimor fenotiplerine ve ardindan
tedavi basarisizligimma yol agmustir. Bu nedenle, yiiksek dozlarda kullanilan SHH
inhibitorlerinin 6nemli sistemik toksisiteye ve olasi hedef dis1 etkilere neden olabilecegi

gozlenmistir.
2.2.1.4. Hyaluronidaz enzimi

PDAC, hiicre disi matris (ECM) igine gomiilii ¢esitli stromal hiicrelerden
(inflamatuarl hiicreler, y1ldiz hiicreleri ve aktive edilmis fibroblastlar dahil) olusan yogun
bir stroma ile karakterize edilir. ECM'nin ana bilesenlerinden biri, devasa (genellikle saf
formunda 10° Dalton’u asan) bir makromolekiiler bilesik olan hyaluronan veya
hyaluronik asittir (HA). PDAC'de HA ve reseptorlerinin ekspresyonunun arttigi ortaya
konmustur. HA, CD44 ve RHAMM gibi spesifik hiicre ylizeyi reseptorleri ile etkilesime
girerek hiicre yapismasini, gogiinii ve proliferasyonunu diizenlemektedir (Kudo vd.,

2020).

Hiicre dig1 stromal HA birikimi, PDAC'de interstisyel sivi basincinin artmasina ve

vaskiiler gegirgenligin azalmasina katkida bulunur ve bu birikim, PDAC'de ters prognoz
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ile iliskilendirilir. Polietilen glikolle konjuge edilmis (PEGile) rekombinant insan
hyaliironidaz PH20'nin (PEGPH20) uygulanmasinin, hayvan modellerinde intratiimoral
HA'y1 azalttigi, intratiimoral kan damari acgikligini ve gegirgenligini artirdigi ve
gemsitabin ile kombinasyon halinde verildiginde sag kalimi artirdigi gozlenmistir
(Larson vd., 2019).

HALO 202 c¢alismasinin son sonuglarina goére, pegvorhyaluronidaz alfa
(PEGPH20), tiimor mikro ortamindaki hyaluronani bozarak ila¢ emilimine yardimci
olmakta ve metastatik PDAC’1i hastalarda progresyonsuz sag kalim siiresini (Progression
Free Survival (PFS)) arttirma potansiyeli tasimaktadir. Bu randomize faz 11 denemesinde,
Sunil Hingorani (Fred Hutchinson Kanser Arastirma Merkezi, Seattle, WA, ABD) ve
meslektaslari, 6nceden tedavi edilmemis metastatik PDAC’li 279 hastanin 166’sina 4
hafta boyunca nab-paklitaksel ve gemsitabin ile kombine edilmis PEGPH20 ve kalan 113
hastaya ise nab-paklitaksel ve gemsitabin uygulamistir. 231 hastada etkinlik agisindan
degerlendirilen medyan PFS, PEGPH20 grubunda 6 ay iken, kontrol grubunda ise 5,3 ay
olmustur. Hyaluronan bakimindan zengin tiimor tipine sahip 84 hastada ise, medyan PFS,
PEGPH20 grubunda 9,2 ay iken kontrol grubunda 5,2 ay olmustur (Gourd, 2018).

2.2.1.5. CTGF antagonistleri

Bag dokusu biiyiime faktorii (CTGF), tiyeleri ilk olarak 1990'larin ortalarinda
taninan ve mitojenik sinyallere (serum, biiylime faktorleri, onkojenler) cevap olarak
sentezlenen veya transforme olmus hiicrelerde anormal bigimde ifade edilmelerine dayali

olarak tanimlanmig "CCN" ailesinin prototip bir iiyesidir (Charrier and Brigstock, 2013).

Sistein bakimindan zengin bir protein olan CTGF, pankreas dokularinda ve diger
sistemlerde profibrotik bir araci olarak tanimlanmaktadir. Pankreasta, stellat hiicreleri
tarafindan iretilen CTGF, ECM’de protein birikimini ve pankreatik fibrozisi
destekleyerek PDAC igin 6nemli bir risk faktorii konumuna gelmektedir. Pankreas
kanserinde, CTGF ekspresyonu, 6zellikle a-diiz kas aktin-pozitif ve E-kaderin-negatif-
kanserle-iligkili fibroblastlarda belirgin bir sekilde artmistir. qPCR ile yapilan analizler,
CTGF ekspresyon seviyesinin farkli insan pankreas kanseri hiicre hatlarinda degistigini
ve PANC-1 hiicrelerinin nispeten daha yiiksek seviyelerde CTGF mRNA eksprese

ettigini gostermistir. Son ¢aligmalar, CTGF'nin hem tiimor hiicrelerinde hem de stromal
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hiicrelerde islev gordiigiinii ve PDAC ilerlemesini tetikledigini ortaya koymaktadir (Shen
vd., 2020).

Bir CTGF antikoru olan Pamrevliumab (FG-3019) ile LSL-Kras®*?"*; LSL-
Trp53R172H*: pdx-1-Cre (KPC) transgenik PDAC’li fare modellerinde yapilan caligmalar,
gemsitabin ile kombine edilerek uygulanan pamrevlumab’in sag kalim siiresini uzattigini

ve timor hiicrelerinde apoptozu tetikledigini ortaya koymustur (Carrier vd., 2017).
2.2.1.6. Pirfenidon

Kemoterapi ile stroma hiicrelerini, 6zellikle de stellat hiicrelerini hedeflemek,
mevcut pankreas kanseri tedavisinin odak noktasi haline gelmistir. iki miidahale, aym
anda kullanildiklarinda giiglii antikanser aktivite ortaya ¢ikarma potansiyeline sahiptir

(Ramakrishnan vd., 2020).

Pankreas kanserinde desmoplazide rol oynayan pankreas stellat hiicreleri kanser
hiicrelerinin malignitesini arttirir ve tedavilere direng kazandirir. Kozono ve arkadaslari,
2013 yilinda yaptiklar ¢alismada antifibrotik bir ajan olan pirfenidonun desmoplaziyi
baskilayip baskilayamayacagini ve pankreas kanserine karsi antitiimor etkiler uygulayip
uygulamayacagini arastirmislardir. Ameliyat sirasinda alinmis olan pankreas kanseri
dokusundan elde ettikleri stellat hiicreleriyle ¢alisan arastirmacilar, in vitro ortamda
pirfenidonun doza bagimli olarak stellat hiicrelerinin ¢ogalmasini ve gogiinii baskiladigini
gozlemlemistir. Muamele edilmemis stellat hiicrelerinin siipernatantlari, pankreas kanseri
hiicrelerinin proliferasyonunu, invazivligini ve gociinii arttirmasina ragmen, pirfenidon
ile tedavi edilen stellat hiicrelerinin siipernatanlar1 bu etkileri azaltmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda gemsitabin ile kombine ettikleri pirfenidonun, tek basina pirfenidon veya
gemsitabine kiyasla ortotopik tiimor biiyiimesini daha etkili bir sekilde baskiladigini
gozlemislerdir. Sonu¢ olarak bulgular, pirfenidonun stellat hiicrelerini diizenleyerek
desmoplaziyi baskilamas1 nedeniyle pankreas kanseri i¢in umut verici bir antitiimor ajan

oldugunu gostermektedir.
2.2.1.7. Anjiyotensin inhibitirleri

Renin-anjiyotensin sistemi (RAS), kardiyovaskiiler ve renal fonksiyonlarin
diizenlenmesinde yer alan temel endokrin yolaktir. Kan basmcmin ve elektrolit
dengesinin ayarlanarak homeostazin saglanmasindan sorumlu olan ana sistem RAS’tir.

Bu sistemin baglica hormonu olan vazopressor ozellige sahip Anjiyotensin 11 (Angll),
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hiicresel diizeydeki etkilerini reseptorii olan ‘Anjiyotensin II Reseptor Tip I (AT1R) ile
baglanarak ger¢eklestirmektedir. Hipertansiyonla birlikte artan AT1R miktari ve hiicresel
sinyalizasyon, artmis vaskiiler duvar kalinligina, artmis inflamasyona bagh gelisen
vaskiiler hasara ve vazokonstriiksiyona yol agan siiperoksit olusumuna sebep olur. Bu
etkiler, timoér hiicrelerinin ikincil bolgelere metastazinin  gergeklesmesinde kan

sirkiilasyonunun etkileri diistiniildiigiinde oldukea kritiktir (Perini vd., 2020).

RAS’1n diizenlenmesinde, Anjiyotensin Déoniistiiriicii Enzim Inhibitorleri (ACEI)
ve Anjiyotensin Reseptér Blokorleri (ARB) olmak tizere iki temel ila¢ grubu
kullanilmaktadir. RAS’1n baskilanmasinin metastaz {izerindeki etkilerinin yan1 sira, bu
ilag gruplarinin kronik pankreatitli modellerde fibrozisi baskiladigi gosterilmistir
(Masamune vd., 2013).

Masamune ve arkadaglari, 2013 yilinda yaptiklart ¢alismada bir ARB olan
olmesartanin farelerde PSC'ler ve pankreas kanseri hiicrelerinin (AsPC-1) birlikte
enjeksiyonu ile olusturulan subkiitan tiimdrlerin biiylimesi lizerindeki etkilerini agikliga
kavusturmayr amaglamistir. Bu ¢alismanin sonucunda, farelerde subkiitan olarak
olusturulan tiimorlerde olmesartanin belirgin bir kiiclilme yarattig1 gézlenmistir. Ayrica
PSC’lerle in vitro olarak yapilan calismada olmesartanin doza bagimli olarak PSC
biiyiimesini ve PSC’lerdeki tip I kollajen iiretimini inhibe ettigi sonucuna varmislardir.
Bu sonuglar dogrultusunda, ARB'ler veya ACEl'ler, gemsitabin gibi geleneksel
kemoterapétik ajanlar ile kombine halde, pankreas kanserinde bir anti-fibroz tedavisi

sunma potansiyeli tasimaktadir.
2.2.1.8. miRNA

miRNA'lar, bir hedef mRNA'nin ¢evrilmemis bolgeleri ile etkilesime girerek
bunlarin azaltilmig translasyonuna veya hizli bir degradasyonuna neden olan, yaklasik 22
niikleotidden olusan kodlamayan, tek iplikli RNA'lardir. Simdiye kadar 700'den fazla
miRNA tanimlanmistir. miRNA'lar insan genomunun yaklasik %3'linii temsil eder ve
insanlarda protein kodlayan genlerin >%60"nin ekspresyonunu kontrol eder. Gen
ekspresyonunun diizenleyicileri olarak hizmet eden miRNA’lar, biiyiime, farklilagsma,
proliferasyon ve apoptoz dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hiicresel siireglerin

diizenlenmesinde anahtar rol oynarlar. Ayrica onkojenik veya timor baskilayici islevleri
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de olan miRNA’lar; meme, akciger, kolorektal, pankreas ve karaciger kanserleri dahil

olmak tizere ¢esitli kanserlerde profillenmistir (Tesfaye, Azmi and Philip, 2019).

Takikawa ve arkadaslari, 2013 yilinda yaptiklar1 caligmada, PSC’ler ile pankreas
kanser hiicreleri  arasindaki etkilesimde miRNA’nin  roliinii  aydinlatmaya
odaklanmiglardir. Bu ¢aligmada, farkli hiicre tiplerinde hipoksi altinda giiclii sekilde up-
regiilasyona ugrayan, hipoksik yanitin baglica miRNA’s1 olarak kabul edilen miRNA-
210’u tercih etmislerdir. Literatliirdeki ge¢mis calismalarda hipoksinin yogun bigimde
gbzlendigi pankreas kanserinde anormal bicimde eksprese edilen miRNA-210 hastaligin
zay1f prognozuyla iliskilendirilmistir. PSC’lerin, pankreas kanser hiicrelerinde epitelyal-
mezenkimal gegisi (EMT) indiikleyerek metastaz kapasitesini ve ECM’yi arttirmasini
engellemede yeni bir yaklasim olarak miRNA-210’u inhibe eden arastirmacilar, pankreas
kanser hiicrelerindeki EMT’ye bagli degisimlerin de Oniine gecerek stromal bariyerin

astlmasinda yeni bir yaklasim sunmuslardir.
2.3. MEIS ve PDAC

Homeobox genleri, promoter DNA’larina dogrudan baglanarak biiyiik, yukari
yonlii hedef gen setlerinin ekspresyonunu diizenleyen transkripsiyon faktorlerini kodlar.
Bu etkilesim, 60 amino asit domain’i olan homeobox araciligiyla gerg¢eklesir. Homeobox
genleri tiim ¢ok hiicreli organizmalarda yasam siireleri boyunca gelisim ve farklilagsma
stireclerinde aktif rol alir. Boylece hiicre biiyiimesi ve hiicre 6liimil lizerinde bir kontrol
saglanir. Ayrica, hiicrelerde diizensiz olarak eksprese edildiklerinde onkojenezde 6nemli
roller oynarlar. Kanserlerde ekspresyonlari ve fonksiyonlar1 dokuya 6zgii
gerceklesmektedir. TALE (Three Amino Acid Loop Extension) homeobox proteinleri
olan MEIS ve PBX; HOX proteinleri igin kofaktor olarak gorev yapmaktadir (Crijns vd.,
2007; Zhang vd., 2006).

TALE genleri, tiimor olusumunda 6nemli rol oynamaktadirlar. MEIS1 geni ilk
olarak, bir murin 16semi modelinde 16semojenik viriis i¢in bir ana entegrasyon bolgesi
olarak tanimlanmistir. MEIS1 promoter sekansina viral entegrasyon, her zaman yiiksek
MEISI ekspresyonu ile sonuglanmis ve bu tiimorlerde onkojenik etkinlige yol agmistir.
Bu 16semi modeli kullanilarak, murin MEIS2 ve MEIS3 genleri i¢in de benzer onkojenik
fonksiyonla ortaya atilmistir. MEIS alt ailesi, MEIS genlerinin zebra baligi, Xenopus,

fare ve insandan izolasyonu ile tanimlanmistir. Simdiye kadar tim omurgali model
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organizmalarinin ii¢ fonksiyonel MEIS genine sahip oldugu bildirilmistir. Insanlarda
MEIS1, 2p15'te kodlanirken; insan MEIS2'si, AML (akut miyelositik 16semi) ve CML
(kronik miyeloid 16semi) ile iliskili bir kromozomal bélge olan 15q14'te bulunmaktadir

(Geerts vd., 2005).

NF-kB (Aktive B hiicrelerinin niikleer faktor kappa-hafif zincir gili¢lendiricisi)
ailesinin transkripsiyon faktorleri, bircok kanser tliriinde yukar regiile edilir. NF-«xB,
hiicre 6liimiinden korunma, hiicre proliferasyonunun artmasi, hiicre hareketliligi ve
metastazi, timoral inflamasyon ve anjiyojenezler dahil olmak {izere karsinojenez veya
kanser ilerlemesinin tim ayirt edici 6zelliklerinde rol oynar. Ek olarak, tiimor hiicreleri
genellikle NF-xB sinyalini yukar1 regiile ederek antikanser ilaglara karsi direng

(kemorezistans) kazanir (D6ppler, Liou ve Storz, 2013).

PDAC’de, NF-«B seviyeleri kanser hiicre hatlarinda ve hasta 6rneklerinde artarak,
hiicre proliferasyonuna ve kemoterapiye dirence aracilik eder. PDAC'de artan NF-«B
aktivitesi hem kanonik hem de alternatif aktivasyon yollarindan kaynaklanmaktadir
(Doppler, Liou ve Storz, 2013). Alternatif NF-kb yolaginin en 6nemli aracisi ise ‘NF-kb
Indiikleyici Kinaz (NIK)’dir.” Yapilan ¢alismalar, PDAC’de anormal seviyelere ulagmis
NIK miktarinin diizenlenmesinin Meis2 hedef genlerini de baskiladigin1 géstermektedir
(Maubach vd., 2019).

Biiyiik heterotrimerik afy proteinleri familyast olan lamininler, hiicre
membranlarinda ve farkli dokulari boliimlere ayiran, kan damarlarini, sinirleri ve
adipositleri ¢evreleyen 6zel hiicre disi matrisler bulunmaktadirlar. Bes laminin o zinciri
(al- a5), dort laminin B zinciri (B1 — P4) ve ¢ laminin y zinciri (yl — v3), apy
heterotrimerleri olarak, 15 farkli laminin izoformunu olusturur. Lamininler, zincir
kompozisyonlarina gore adlandirilir. Laminin izoformlari, 6zellikle laminin a zinciri,
hiicre ve dokuya 6zgii bir sekilde eksprese edilir ve neredeyse 10 farkli integrin ve diger
hiicre ylizeyi reseptorleri tarafindan baglanir. Lamininler, timor hiicrelerinin
adhezyonunun ve viicudun diger bolgelerine gogiiniin giiclii destekleyicileridir. Ayrica
hiicre farklilasmasini, ¢ogalmasini ve hayatta kalmasini diizenlemektedirler. Ozellikle,
a4-lamininleri, epitelyal-mezenkimal gegisi takiben karsinom hiicreleri de dahil olmak
tizere glioma, melanom ve diger tiimor hiicreleri tarafindan da eksprese edilir ve
salgilanir. CD146, MUCI18, MelCAM, A32 antijeni, METCAM ve giserin olarak da
bilinen ‘Melanom Hiicre Adhezyon Molekiilii’ (MCAM), Ig siiper ailesinin bir {iyesi olan
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transmembran molekiiliidiir. Endotelyal hiicrelerinde, diiz kas hiicrelerinde, Schwann
hiicrelerinde, mezenkimal kok hiicrelerde eksprese edilen MCAM ayn1 zamanda laminin
baglayici bir hiicre yiizeyi molekiiliidiir. Lamininlere baglanan MCAM molekiilii timor

hiicrelerinde ¢ogalmaya ve kanserin metastazina yol agmaktadir (Ishikawa vd., 2014).

Pankreasin duktal adenokarsinomunda da etkin rol oynayan MCAM molekiili,
MEIS tarafindan aktive edilerek metastaz siireci baslatilmaktadir. In vitro ortamda
pankreas hiicreleri iizerinde yapilan ¢alismalarda MEIS proteini ve MCAM molekiili
tizerine olan etkisi ortaya konmustur (Von-Burstin vd., 2017). MCAM'a kars1 gelistirilen
antikorlarin, insan tiimorii ksenogreftinde melanom, pankreas kanseri ve hepatoseliiler
karsinom dahil olmak tizere gesitli modellerde biiylimeyi inhibe ettigi goriilmiistiir. Daha
yakin zamanlarda, MCAM eksprese eden murin melanom hiicrelerine karsi agilamanin,

fareleri oldiiriicti melanom hiicre seviyelerine karsi korudugu gosterilmistir (Asa, 2017).

Prosen ve arkadaslar1 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada {i¢ farkli siRNA molekiilii
(siRNA 801, siRNA 802 ve siRNA 552) secerek, MCAM mRNA ve protein seviyeleri
ve biyolojik etkileri iizerindeki etkilerini belirlemek iizere lipofeksiyon ile B16F1,
B16F10 ve 2H-11 hiicrelerine transfekte ederek in vitro 6zelliklerini degerlendirmistir.
Test edilen tiim siRNA molekiilleri arasinda, siRNA 801’in, MCAM mRNA'sinin ve
protein seviyelerinin azaltilmasinda, B16F1 ve B16F10 tiimor hiicrelerinin hayatta
kalmasinin 6niine ge¢ilmesinde, B16F10 hiicrelerinin gogiiniin engellenmesinde ve 2H-
11 hiicrelerinin kilcal benzeri yapilar olusturma yetenegini azaltmada oldukga etkili

oldugu goriilmiistiir.
2.4. In Situ Jellesen Sistemler

Hidrojeller, kimyasal veya fiziksel ¢apraz baglar varliginda biiyiik miktarda su
tutma kapasitesine sahip olan li¢ boyutlu hidrofilik veya ampifilik 6zellikteki polimer
aglaridir. Hidrojel olusturucu polimerler yapilarinda amin (NH2), hidroksil [-OH], amid
(-CONH-, -CONH2) ve siilfat (-SO3H) gibi hidrofilik fonksiyonel gruplara sahiptir.
Hidrofilik gruplar, hidrojelin, hidrojel genlesmesi ve sismesi olarak da bilinen, daha
bliyiik bir hacme sahip olmasii saglayan su ve sulu sivilar1 emmesini saglar. Sigsme
sirasinda, hidrojellerin ¢apraz bagli yapisi, hidrojel capraz baglarinin ¢éziinmesini ve

tahrip olmasini onler.
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Son yillarda, geleneksel enjekte edilebilir hidrojellerle karsilastirildiginda, yapisal
aglarinda cesitli uyaranlara bagl olarak degisimler olusan hidrojeller daha fazla dikkat
cekmektedir. Elektrik alani, sicaklik, manyetik alan ve 151k gibi dis uyaranlara yanit
verme konusunda farkli yeteneklere sahip bu hidrojellerin gelistirilmesinde onemli
ilerleme saglanmustir. Tlag tasiyici sistemi istenen bolgeye hedeflemede biiyiik potansiyel
uygulamalarindan dolayi, ¢evresel faktorlere duyarli ve biyouyumlu bu sistemlere “akilli”
hidrojeller de denmektedir (Qu vd., 2017; Wang vd.,2010; Ahmadi vd., 2015).

Bununla birlikte, dnceden olusturulmus hidrojellerin cerrahi miidahale yoluyla
tatbik edilmesi, hasta i¢in olduk¢a maliyetli ve elverissizdir. Bu nedenle, nano tastyici
sistemlerin, ¢esitli proteinlerin, hiicrelerin ve genetik materyallerin enjekte edilebilir in
situ jellesen sistemlere yiiklenmesinde hidrojel kullanimina odaklanilmigtir. Normal
sartlar altinda sivi ve berrak formda olan bu sistemler, hedeflendirmenin amaglandigi
bolgenin degisen kosullarina gore jel formunu alarak ortama kontrollii etkin madde salim1
yapmaktadir. Cevresel uyaranlara duyarli enjekte edilebilir hidrojellerin ideal 6zellikleri
temel olarak amaglanan uygulamalarina bagli olsa da ilag tasiyict Sistemin
uygulanmasinda kullanilan hidrojellerin tasarimi asagidaki gibi siralanan bazi 6nemli

gereklilikleri yerine getirmelidir:

(@) Sulu polimer ¢ozeltisinin viskozitesi, enjeksiyonu kolaylastiracak kadar diistik
(serbest akisli) olmalidir.

(b) Patlama etkisini (Burst Effect) en aza indirmek igin jellesme kisa siirede

gerceklesmelidir.

(c) Hidrojel biyolojik olarak uyumlu/¢oziinebilir olmali ve bozunma {iriinii

sitotoksik olmamalidir.

(d) ilag yiikleme verimliligi yiiksek olmal1 ve belirli bir zaman dilimi boyunca

kontrollii ilag salimi saglamalidir (Singh and Lee, 2014).
2.4.1. pH’a duyarh in situ jellesen sistemler

Inflamasyondan kansere kadar uzanan genis bir klinik tabloda mikro ortamm pH’1
farkli patofizyolojik boliimlerde degisim gostermektedir. Ozellikle pankreasin duktal
adenokarsinomu tiim kanser tiirleri i¢inde belirgin pH gradienti gozlenen yegane kanser

tiriidiir. Viicudun saglikli departmanlarindan patolojik mikro ortama dogru gidildikge pH
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(pH 6.0-6.5’a kadar) diismektedir. Bu pH hiicre i¢i ortama gelindiginde yaklasik pH 5
olarak gozlenmektedir. Bu nedenle PDAC tiimoéral hedeflendirmesinde kullanilan nano
tastyici sistemlerin bu gradient g6z 6niine alinarak hazirlanmasi gerekmektedir (Ray vd.,
2019).

Son yillarda, bahsedilen pH gradienti kemoterap6tik ajanlarin lokal olarak tomoral
hedeflendirmesine aracilik eden in situ jellesen sistem hazirlanmasinda arastirmacilar
tarafindan bir avantaj olarak degerlendirilmektedir. In situ jellesen sistem hazirlamada
kullanilan hidrojeller yumusak ve esnek olmalariyla tiimor dokusunun etrafina veya igine
basarili bir sekilde yerlestirilerek tiimdriin uzun siire boyunca antikanser ilaglara maruz

kalmasini saglamaktadir (Gao vd., 2019).
2.4.2 Sicakhiga duyarh in situ jellesen sistemler

Sicakliga duyarli in situ jellesen sistemler, uygulama dncesinde ve sirasinda sivi
halde olan ancak uygulandig1 bdlgenin sicakligina bagl olarak faz gegisiyle yar1 kat jel
halini alan yeni ilag¢ tasiyici sistemlerdir. Faz gegisi, suda ¢oziiniir, 1siya duyarli
polimerlerin, ‘diisiik kritik ¢ozelti sicakligina (Lower Critical Solution Temperature-
LCST)’ ulastiginda polimerler ve su arasindaki hidrojen baglarinin tahrip olmasi

nedeniyle ¢6ziinmez hale gelmesiyle meydana gelir ( Zhang vd., 2021; Zeng vd., 2018).

Poli(oksietilen/oksipropilen/oksietilen) (PEO/PPO/PEQ) triblok kopolimer
(poloksamer) ailesin bir iiyesi olan P407, ilag tasiyict sistemlerde emiilsifiye edici ajan,
¢oziicii, disperse edici ve jel olustucu 6zellikleriyle kullanimi FDA ve EMA tarafindan
onaylanmis farmasotik bir eksipiyandir. P407, biyouyumlu, bir¢cok etkin maddeyle
gecimli, non-toksik, cilt ve mukozal membranlar i¢in non-iritan, zayif immunojen yanit
olusturma, cesitli viicut kompartmanlarina verildiginde iyi tolare edilebilmesi gibi ¢esitli
avantajlara sahip olmas1 nedeniyle oldukc¢a yaygin bir kullanima sahiptir (Djekic, Calija

ve Medarevic, 2020).

Tiim bu avatajlarinin yaninda, poloksamer jel temelli ilag tasiyici sistemlerin
kullanimi jelin fizyolojik ortamlarda hizli ¢6ziinmesi nedeniyle kisithdir. Bu sorunun
iistesinden gelmek amaciyla, jelin dayanikliligini ve mukoadhezifligini arttirmak,
uygulandig1 bolgedeki kalis siiresini uzatmak iizere karbofil, sodyum aljinat, karragenin
ve kitosan gibi mukoadhezif polimerlerle kombine halde kullanilmasi1 giindeme gelmistir
( Ur-Rehvan, Tavelin ve Grobner, 2011).
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Kitosan, seliillozdan sonra dogada en bol bulunan ikinci polisakkarit olan kitinden
elde edilen dogal bir dogrusal amino polisakkarittir. Kabuklu canlilarin dis iskeletinin ana
bilesenidir. Kimyasal yapisinda, negatif yiiklii mukoza tabakasi ile etkilesime girebilen,
kendisine muko-adhezif bir 6zellik kazandiran pozitif yiikli amin gruplari bulunur.
Kitosan, biyouyumluluk, biyolojik olarak parcalanabilirlik, antimikrobiyal &zellik ve
toksik olmama gibi benzersiz 6zelliklerinden dolayi hidrojel iiretiminde en ¢ok kullanilan
polimerlerden biridir. (Gratieri, vd., 2010; Pita-Lopez vd., 2021).

Gratieri vd., 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, oftalmik olarak uygulanacak,
sicakliga duyarli, poloksamer ve kitosan temelli bir in situ jellesen sistem
gelistirmiglerdir. Poloksamer ve kitosanin jel formiilasyonda kombine halde
kullanilmasinin, polimerlerin tek baslarina kullanilmasiyla kiyaslandiginda, hazirlanan in
situ jellesen sistemin mekanik olarak daha dayanikli olmasii saglayacagini
savunmuglardir. Bu calismada kullanilan tiim poloksamer ¢ozeltileri, polimerin soguk
ultra saf suda ¢oziindiiriilmesiyle hazirlanmistir. Kitosan ¢ozeltileri ise kitosanin %0,5
(a/h) asetik asit ¢ozeltisinde ¢oziindiiriilmesiyle elde edilmistir. Sonrasinda, Kitosan
cozeltileri de sogutularak poloksamer c¢ozeltisi ile karistirilmistir. %14-%20 (a/a)
derisimine sahip poloksamer ¢o6zeltileri ve %0,5-%1,5 (a/a) derisimindeki Kitosan
¢ozeltini farkli oranlarda karistirarak hazirladiklart  formiilasyonlarin  jellesme
sicakliklarin1 ve reolojik ozelliklerini test etmislerdir. Hazirlanan in situ jellesen
sistemlerdeki polimer yiizdeleri ve bu oranlar dogrultusunda 6lgiilen jellesme sicakliklar

Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. In situ jellesen sistemlerin jellesme sicakliklar: (Gratieri vd.,2010)

Poloxamer (9% w/fw) Chitosan (% wjw) Tsol,fg a(°C)y
14 - 42+23
16 - 32+12
18 - 25+ 0.9
20 - 23+ 0.4
16 0.5 33+0.8
16 1.0 32+1.7
16 15 31+1.3
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Elde edilen sonuglar incelendiginde, Kkitosan varliginin jellesme sicakligini
belirgin dlgiide etkilemedigi goriilmektedir. Arastirmacilar, ¢aligmanin devaminda bu
formiilasyonlarin diger mekanik 6zelliklerini incelemisler ve kitosan varligmin jelin

dayanikliligin1 ve mukoadhezifligini arttirdigin1 gézlemlemislerdir.
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3. GERECLER

3.1 Kullanilan Maddeler
Madde Adi

Asetonitril

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Etanol

Fetal Sigir Serumu (FBS)
Fosfat Tampon Tuz Tableti
Glasiyel Asetik Asit

Insan Serum Albiimini (HSA)
IRGD Peptidi

Kitosan

MEIS Inhibitérii-2

Metanol

MTT boyasi

Orto Fosforik Asit
Penisilin/streptomisin
Poloxamer® 407

Sigir Serum Albiimini (BSA)

Tripsin/EDTA
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Firma Adi

Merck, Almanya
Biologicallnd, Israil
Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Biomatik, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
MedChemExpress, ABD
Fluka, Japonya

Meinox Tech, Tiirkiye
Merck, Almanya
Applichem, Almanya
Merck, Almanya
GIBCO, Birlesik Krallik
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya

Biologicallnd, Israil



3.2 Kullanilan Cihazlar
Cihaz Adx

Biiyiik Kapasiteli Santrifiij
CO2’li Etiiv

Cytation 5 Plaka Okuyucu
Dondurucu (-20)
Dondurucu (-80)

Floresan Mikroskop

Gii¢c Kaynagi

Hassas Terazi

Manyetik Karistirict
Mikrosantrifiij

Orbital Karistirici
Otoklav

Otomatik Mikropipetler
pH-metre

Reometre

Su Banyosu

Termometre

Ultra Performans Sivi Kromatografi Cihazi

Zeta Ol¢iim Cihazi
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Firma Adx

Eppendorf 5810, Almanya
Hera Cell 240i, ABD
BioTek, ABD

Argelik, Tiirkiye

New Brunswick Sci., ABD
Leica DMIL, Almanya
Consort E861, Belcika
Mettler Toledo, ABD
Heidolph, Almanya
Eppendorf, Almanya
Stuart Ssl, Birlesik Krallik
Hiyarama, Japonya
Eppendorf, Almanya

O Haus, ABD

Brookfield, ABD

GFL T-251425, Almanya
Ebro, Almanya

Agilent Tech, ABD

Malvern, Birlesik Krallik



4. YONTEM
4.1 Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon
4.1.1 Analitik yontem gelistirme

Meis2i etkin maddesinin miktar tayinini gerektiren tiim ¢alismalarda Agilent marka
Ultra Basingli/Performans Sivi Kromatografisi (UPLC) cihaz1 kullanilmistir. Analitik
yontem Vvalidasyonu ilk kez gergeklestirilecek olan etkin maddenin analiz kosullar1 Tablo

4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. UPLC analiz kosullar:

Cihaz Agilent 1290 Infinity LC System
Kolon GraceSmart RP18 150 mm x 4.6 mm
Kolon Sicakhig 30 °C
Asetonitril (%1 O-fosforik asit) / Ultra Saf Su
Mobil Faz o
(%1 O-fosforik asit) (60/40)
Dedektor Max-Light Cartride Cell
Dalga Boyu 258 nm
Akis Hizx 0.670 ml.dk*
Enjeksiyon Hacmi 5uL

4.1.2 Validasyon ¢alismasi

Analitik yontem validasyonunun gerceklestirilmesindeki amag, kullanilan
yontemin dogruluk ve giivenilirliginin elde edilen calisma sonuglar1 araciligi ile
kanitlanmasidir. Analitik yontem validasyonunda dogrusallik, dogruluk ve kesinlik gibi
analitik parametreler, Uluslararast Harmonizasyon Konferansinda (ICH) kararlastirilmis
olan istatistiklere gore uygulanmis ve sonuglar bu dogrultuda degerlendirilmistir (ICH,
2005).

4.1.2.1 Dogrusallik

Dogrusallik ¢aligmasi, belirli bir konsantrasyonda hazirlanmis olan stok ¢ozeltiden
seri dilisyon yontemiyle elde edilen farkli derisimlerdeki Orneklerde bulunan etkin
madde miktarin artisiyla analiz sonuglarmin da dogru orantili olarak arttigini ifade
etmek amaciyla yapilmaktadir. Bu ¢aligmanin ICH tarafindan belirlenmis sartlara uymasi

icin analizler en az 5 farkli derisim ile yapilmalidir (ICH, 2005).
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Bu calismada, UPLC yontemi ile analizleri yapilacak olan Meis2i’ye ait olan
standart regresyon egrisinin elde edilmesi amaciyla 5-100 pg.ml™ derisim araligindaki 9
farkli derisimden 6 seri 6rnek hazirlanmistir. Bu 6rneklerin analiz edilmesi sonucunda

her bir derisime karsilik gelen alan degeri bulunmustur.
4.1.2.2 Dogruluk

Analitik yontem validasyonu parametrelerinden biri olan dogruluk, analitik
yontemin ger¢ek degere ya da kabul edilen referans degere yakiligimi temsil etmektedir.
Belirtilmis olan aralik boyunca dogruluk saglanmalidir. Genellikle, belirlenen aralikta
bulunan ti¢ farkli derisim en az iiger ornek olacak sekilde 6lguliir. Elde edilen sonuglar %

verim ve her serinin bagil standart sapmasi hesaplanarak degerlendirilir (ICH, 2005)

Bu calismada, dogrulugun tayin edilmesi amaciyla 3 farkli konsantrasyonda (5
pg.ml? 40 pg.ml?, 100 pg.ml™?) Meis2i igeren ¢dzelti hazirlanmustir. Her ¢ozelti 3 kez

analiz edilmistir.
4.1.2.3 Kesinlik

Analitik validasyonda kesinlik, belirli kosullar altinda ayni 6rnegin ¢oklu
analizinden elde edilen bir dizi 6l¢iim arasindaki dagilimini ifade eder. Kesinligin
yorumlanmasinda tekrarlanabilirlik, ara kesinlik, tekrar elde edilebilirlik parametreleri rol
oynamaktadir (ICH, 2005).

Tekrarlanabilirlik parametresi, kisa bir zaman araligi igerisinde ayni kosullar
altindaki kesinligi belirtir. Tekrarlanabilirligin tayini i¢in, ayn1 stok ¢ozeltiden hareketle

hazirlanan 6rneklerin alan 6lgiimii tekrarlanmalidir.

Bu calismada yontemin kesinligi, tekrarlanabilirligin ortaya konmasi ig¢in
kalibrasyon araliginda yer alan 3 farkli derisimle (5 pg.ml?, 40 pg.ml?, 100 pg.ml?)
hazirlanmis Meis2i c¢ozeltisinin 3 farkli giinde 3 kez tekrar eden Olglimlerinin

yapilmasiyla gosterilmistir.
4.1.2.4 Duyarhilik

Analitik yontemde duyarlilik, kullanilan yontemin ornek igerisindeki maddeyi
saptayabilme ve konsantrasyonunu tayin edebilme yetenegidir. Tespit sinir1 (LoD) ve

tayin siir1 (LoQ) hesaplanarak yontemin duyarliligi yorumlanir.
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LoD, standart maddeye ait sinyalin giirtiltiiden ayrildig1 en diisiik konsantrasyon
olarak ifade edilir. Analizler i¢in kullanilan cihaza bagli olarak LoD degerinin
belirlenmesinde farkli yontemlerden faydalanilir. Gorsel degerlendirme, sinyal-giiriiltii
orani ve elde edilen cevap ile egimin standart sapmasi gibi yontemler ile LoD degeri

bulunur.
LoD hesaplamada ICH kilavuzunda bulunan Denklem 4.1 kullanilmaktadir.

330
LoD = ——
S

4.1)
LoQ ise, 6rnekte bulunan standart maddenin uygun dogruluk ve kesinlikle kantitatif

olarak tespit edebilen en diisiikk miktaridir.
LoQ hesaplamada ICH kilavuzunda bulunan Denklem 4.2 kullanilmaktadir.

LoQ 10 o
0Q =——
S

(4.2)
Yukaridaki denklemlerde yer alan o, y ekseni kesim noktasinin standart sapmasini

ve m, korelasyon denkleminin egimini ifade etmektedir.
4.2. Formiilasyon Gelistirme Calismalar:
4.2.1. Albiimin nanopartikiillerinin hazirlanmasi

Nano boyutlu ilag tasiyici sistemler (lipozomlar, polimerik nanopartikiiller, miseller
vb.) arasinda, albiimin temelli sistemler, kolay hazirlanabilme, ¢esitli etkin maddelere
yiiksek baglanma kapasitesi, toksik ve immiinojenik olmama, biyolojik olarak uyumlu,

biyo-parcalanabilir ve dolasimda uzun siire kalabilme gibi avantajli 6zellikleriyle one

cikmaktadir (He vd., 2021).

Literatiirdeki albiimin nanopartikiilii hazirlama yontemleri incelendiginde, bir
kimyasal bilesigin (6rn., etanol, pamuk tohumu yag1 veya B-merkaptoetanol (f-ME))
veya fiziksel bir faktoriin (6rn., 1s1 veya basing) kullanildigi gozlemlenebilir. Bu
yontemlerden baslicalar1 koaservasyon (desolvasyon), emiilsifikasyon, kendi kendine
olusma, nanopartikiil albiimin-bagli (NAB) teknolojisi, 1s1 denatiirasyonu ve piiskiirterek
kurutmadir. En ¢ok tercih edilen yontem ise koaservasyondur. Bununla birlikte, nano

¢oktiirme yoluyla albiimin nanopartikiilii hazirlanmasi konusunda yeterli ¢calisma yoktur.
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Sadece bir adimdan olusan bu y6ntem, hizl1 ve olduk¢a kolaydir. Hidrofobik maddelerden
nanopartikiil hazirlanmasinda halihazirda yaygin kullanimda olan bu yontem, genellikle
peptid gibi makromolekiillerin bozulmasina yol agabilecek herhangi bir faktori
barindirmaz. Buna ek olarak, literatiir, protein molekiillerini protein nanoyapi iginde
kapsiilleme girisiminden yoksundur. Teorik olarak, boyle bir sistem, her ikisi de amino
asitlerden olustugu igin tasiyict ve etkin madde arasindaki benzerligi bir avantaja
doniistiirme potansiyeli tasir. Ayrica, proteinle dolu olan bu ortam, viicuttaki protein
barindiran ortamu taklit edebilir. (Kouchakzadeh, Safavi ve Shojaosadati, 2015; Tarhini
vd., 2020).

Bu calismada Meis2i’nin albiimin nanopartikiillerine yiiklenmesi amaciyla nano

¢oktiirme yonteminden faydalanilmastir.

Calismanin ilerleyen asamalarinda kullanilacak olan ideal partikiil boyutu, PDI ve
zeta potansiyel degerlerine sahip nanopartikiillerin elde edilmesi amaciyla insan serum
albiimini (HSA) ve sigir serum albiimini (BSA) ile ¢esitli 6n ¢alismalar yiiriitilmiistiir.
Calismalar boyunca pH'1 7,4 olan distile su ve %99,8 saflikta ‘HPLC Grade’ etanol
kullanilmistir. Nano ¢oktiirme siireci boyunca gergeklestirilen damlatma islemleri 1

ml/dk olacak sekilde ayarlanmistir.

HSAM? formiilasyonu: 20 mg HSA 10 ml hacme sahip bir behere konularak

tizerine 2 ml distile su ilave edilmistir. Bu beher 400 rpm’e ayarlanmis manyetik
karigtiricili ve 28°C sicakliktaki ortamda 10 dakika boyunca bekletilerek berrak bir
alblimin ¢6zeltisi elde edilmistir. Daha sonra, bu ¢dzeltiye albiiminin denatiire olmasini
saglamak amaciyla damla damla 1 ml etanol eklenmistir. Bu islem sonucunda ortamin
berraklig1 kaybolarak raki goriiniimii almigtir. Diger yandan, bir kriyotiip igerisinde 2 mg
Meis2i tartilarak 2 ml etanolde 30 saniye boyunca sonike edilerek ¢oziinmesi
saglanmistir. Etkin maddenin bulundugu bu organik faz, albiiminin bulundugu sulu faza
damlatilmigtir. Son olarak damla damla 3 ml etanol ilave edilerek nanogoktiirme
tamamlanmistir. Ortamdaki etanoliin tamamen uzaklasmasi igin beher ayni kosullar

altinda 24 saat boyunca bekletilmistir.

HSAM4 formiilasyonu: 20 mg HSA 10 ml hacme sahip bir behere konularak

tizerine 2 ml distile su ilave edilmistir. Bu beher 400 rpm’e ayarlanmig manyetik

karistiricilt ve 28°C sicakliktaki ortamda 10 dakika boyunca bekletilerek berrak bir
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alblimin ¢6zeltisi elde edilmistir. Daha sonra, bu ¢dzeltiye albiiminin denatiire olmasini
saglamak amaciyla damla damla 1 ml etanol eklenmistir. Bu islem sonucunda ortamin
berrakligi kaybolarak rak: gériiniimii almistir. Diger yandan, bir kriyotiip igerisinde 4 mg
Meis2i tartilarak 3 ml etanolde 30 saniye boyunca sonike edilerek ¢6ziinmesi
saglanmistir. Etkin maddenin bulundugu bu organik faz, albiiminin bulundugu sulu faza
damlatilmigtir. Son olarak damla damla 2 ml etanol ilave edilerek nanogoktiirme
tamamlanmistir. Ortamdaki etanoliin tamamen uzaklasmasi i¢in beher ayni kosullar

altinda 24 saat boyunca bekletilmistir.

HSAMA4L formiilasyonu: HSAM4 formiilasyonunun liyofilize toz haline

getirilmesiyle elde edilmistir.

HSAB  formiilasyonu: Bos formiilasyonun hazirlanmasinda HSAM?2

formiilasyonunun hazirlanis prosediirii ortamda Meis2i olmadan uygulanmistir.

BSAM formiilasyonu: 20 mg BSA 10 ml hacme sahip bir behere konularak tizerine

2 ml distile su ilave edilmistir. Bu beher 400 rpm’e ayarlanmis manyetik karistiricili ve
28°C sicakliktaki ortamda 10 dakika boyunca bekletilerek berrak bir albiimin ¢ozeltisi
elde edilmistir. Daha sonra, bu ¢dzeltiye albiiminin denatiire olusunun gorsel belirteci
olan bulanma go6zlenene dek damla damla 7 ml etanol ilave edilmistir. Diger yandan, bir
kriyotiip icerisinde 2 mg Meis2i tartilarak 2 ml etanolde 30 saniye boyunca sonike
edilerek ¢oziinmesi saglanmistir. Etkin maddenin bulundugu bu organik faz, albliminin
bulundugu sulu faza damlatilmistir. Son olarak damla damla 2 ml etanol ilave edilerek
nanog¢Oktiirme tamamlanmistir. Ortamdaki etanoliin tamamen uzaklasmasi i¢in beher

ayni kosullar altinda 24 saat boyunca bekletilmistir.

BSAB  formiilasyonu: Bos formiilasyonun  hazirlanmasinda BSAM

formiilasyonunun hazirlanis prosediirii ortamda Meis2i olmadan uygulanmustir.
4.2.1.1. Nanopartikiillerin karakterizasyon calismalari
4.2.1.1.1. Partikiil boyutu ve dagilimi

Nanopartikiillerin partikiil boyutunun kontrolii ve dagilimi etkin maddenin
hedeflendirilmesi ve biyoyararlanimi i¢in oldukc¢a 6nemlidir. Boyut dagilim1 ise genelde
nanopartikiillerin tek diizeligini ve stabilitesini belirleyen polidispersite indeksi (PDI) ile
tanimlanir. ideal PDI, 0.01-0.5 araliginda olmalidir (Youshia, Ali ve Lamprecht, 2017).

30



Hazirlanan tiim formiilasyonlarin parg¢acik boyutu ve PDI analizleri Malvern
Zetasizer (ingiltere) ile gergeklestirilmistir. Formiilasyonlardan 50 pL almarak
formiilasyon ¢alismalarinda kullanilan distile su ile 1 ml'ye tamamlanmis ve zeta

hiicresine alinan bu dispers ortam cihaza verilmistir.
4.2.1.1.2. Zeta potansiyeli

Zeta potansiyeli, nanopartikiillerin siispansiyon i¢inde kararli bir sekilde dagilim
gostermesinin Olgiitiidiir. Zeta potansiyeli degeri, pargaciklarin yiizeyindeki elektrik
yikiine bagli olarak nanosiispansiyonlarin kararliliginin  yorumlanmasini saglar.
Elektrostatik olarak stabilize haldeki bir nanosiispansiyon igin zeta potansiyeli en az + 30
mV olmalidir (Bose vd., 2021; Zirak ve Pezeshki, 2015).

Formiilasyonlarin tamaminin zeta potansiyeli dl¢iimleri parcacik boyutu ve PDI
analizi i¢in hazirlanmig 6rneklerin analizi sonrasinda ayni 6rnekler ile Malvern Zetasizer

(Ingiltere) ile gergeklestirilmistir.
4.2.2 In situ jellesen sistemlerin hazirlanmasi

In-situ jellesen sistem hazirlamak icin oncelikle 10 gram Poloxamer® 407
tartilarak 50 ml hacmindeki behere konulmustur. Beher manyetik karistirici lizerine
birakildiktan sonra buz kaliplart yardimiyla sogumasi saglanmistir. Daha sonra
buzdolabinda bir siire bekletilerek sicakligi ~4°C’ye getirilen pH 7.4 distile su ortama
ilave edilmistir. Beher icerigi bir manyetik balik yardimi ile 750 rpm hizda 6 saat boyunca
karigtirllmgtir. Sicakligi sabit tutmak amaciyla buz kaliplar: 2 saatte bir yenilenmistir. Bu

islem sonucunda %20°lik (a/a) Poloxamer® 407 (P20) ¢ozeltisi elde edilmistir.

In situ jellesen sistemin uygulandigi bolgedeki kalig siiresinin ve sisme
derecesinin arttiritlmast amaciyla poloxamer ¢ozeltisine belirli oranlarda eklemek {izere
kitosan ¢ozeltisi hazirlanmistir. %1 oraninda (a/a) yiiksek viskoziteye sahip kitosan
¢ozeltisi hazirlamak i¢in hesaplanan miktarda kitosan tartilarak tizerine %0,6 (a/h) asetik
asit ¢ozeltisi (a/h) ilave edilmistir. pH degeri 3.8 olan kitosan ¢ozeltisinin pH degeri 0,5
M NaOH ¢ozeltisi ile 4,5’e ayarlanmistir. Elde edilen bu ¢ozelti belirli oranlarda P20 ile
karistirtlarak farkli konsantrasyonlara sahip in situ jellesen sistemler elde edilmistir.
Formiilasyonlarin  hazirlanmasinda kullanilan madde miktarlar1 Tablo 4.2°de

belirtilmistir.
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Tablo 4.2. In situ jellegen sistemlerde kullanilan madde miktariar:

Formiilasyon PC20 miktar1 () Kitosan %1 miktari (g)
PC15 5 gram 1,667 gram
PC16 5 gram 1,25 gram
PC17 5 gram 0,88 gram
PC18 5gram 0,55 gram

4.2.2.1. In situ jellesen sistemlerin jellesme sicakliginin belirlenmesi

Parenteral yolla viicuda verilecek olan bir in situ jellesen sistemden beklenen ilk
ozellik, viicut sicakligt olan 37°C’de jellesmis olmasidir. Hazirlanan tiim
formiilasyonlarin jellesme sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla Gérsel Tiip Ters
Cevirme Yontemi (Visual Tube Inversion Method) kullanilmistir. 15 ml hacimdeki falcon
tiiplerinde bulunan 1 gram agirhgindaki formiilasyonlar sicakligi yavasga arttirilan
sirkiilasyonlu su banyosuna yerlestirilmistir. Formiilasyonlarin sicakliklarinin 6l¢iilmesi
i¢cin termometre probu tliplerin tam ortasina ve jel sicakliginin ortam sicakligina en geg
ulastig1 kisma daldirilmistir. Her 0,5°C’lik sicaklik artisinda tliplerin egilmesi lizerine
jelin akmay1 durdurdugu sicaklik, jellesme sicakligi olarak kaydedilmistir (Ur-Rehman,
Tavelin ve Grobner, 2011).

4.2.2.2. In situ jellesen sistemlerin pH degerlerinin élgiimii

Hazirlanan in situ jellesen sistemlerin pH 6l¢timii 4°C, 25°C ve 37°C’de pH metre

ile yapilmugtir.
4.2.2.3. Uygun in situ jellesen sistemin belirlenmesi

Bu ¢alismada 3 farkli jel formiilasyonu hazirlanarak jellesme sicakliklari ve farkli
sicakliklardaki pH degerleri belirlenmistir. HSAM4’iin ilave edilerek calismalarin
devaminda kullanilacak jel formiilasyonuna karar verilmesinde bu parametreler etkili

olmustur.
4.2.2.4. Reolojik davranig

llerleyen calismalarda kullamlmak {izere secilmis olan uygun jel
formiilasyonunun 4°C, 25°C ve 37°C sicakliklarinda gosterdigi reolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla, kayma hizina karsi kayma gerilimi ve viskozitenin degisimi

reometre yardiymiyla 6l¢iilerek sonuglar yorumlanmaistir.
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4.2.3. HSAM4 igeren in situ jellesen sistemin hazirlanmasi

Bu tez calismasinda kullanilan etkin madde ile ilk kez ila¢ gelistirme ¢alismasi
yapildig1 ve dolayisiyla etkin maddenin bir piyasa preparati olmadigi i¢in optimum doz
ilerleyen MTT c¢alismalarinda belirlenmistir. MTT ¢alismast i¢gin 1 mg HSAMA4L
tartilarak 1 ml jel i¢inde dagitilmistir.

4.2.3.1. HSAM igeren in situ jellesen sistemin fizikokimyasal ézelliklerinin belirlenmesi
4.2.3.1.1. Jellesme sicaklig

Gorsel Tiip Ters Cevirme Yontemi HSAMAL igeren jel formiilasyonu ile

tekrarlanmustr.
4.2.3.1.2. pH degeri

HSAMAL igeren jel formiilasyonunun 4°C, 25°C ve 37°C’deki pH degeri pH

metre ile 6l¢tilmiistiir.
4.2.3.1.3. Jellesme kapasitesi

Jellesme kapasitesinin tayin edilmesi amaciyla, 37°C sicakliga sahip 2 ml pH 7.4
fosfat tamponu igeren vialin i¢ine formiilasyondan bir damla damlatilmistir. Gorsel olarak
jelasyon i¢in gecen zaman ve jelin ¢oziinme siiresi dikkate alinarak jellesme kapasitesi
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme Tablo 4.3’te gosterilen parametrelere gore

yapilmistir (Srividya, Cardoza and Amin, 2001).

Tablo 4.3. Jellesme kapasitesi belirte¢leri

Gorsel Degerlendirme Belirteg
Jellesme yok
Jellesme birkag dakika igerisinde olustu ve hizla ¢6ziindii +
Jellesme hemen olustu ve birkag saat kaldi ++
Jellesme hemen olustu ve uzun siire kaldi +++

4.2.3.1.4. Sisme

Sigme ¢alismasi yapmak {lizere 1 ml formiilasyon diyaliz membrana konulmus ve
membranin uglar1 kapatict ile kapatilmistir. Jel agirligi, suni gbzyasi ortamina

konulmadan o6nce ve 37°C sicaklikta fosfat tamponu igine birakildiktan sonra cesitli
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zamanlarda tartilmistir. Sisme orani asagidaki Denklem 4.3 kullanilarak hesaplanmistir
(Giiven, 2016).

jel agirligie — jel agirligie, % 100

% sisme oranit = Tel agirlign
0

(4.3)
4.2.3.1.5. Reolojik davranis

Ideal formiilasyonun reolojik davraslar1 4°C, 25°C ve 37°C’de, reometrede kayma

hizina kars1 kayma gerilimi ve viskozitenin degisimi Olciilerek degerlendirilmistir.
4.3. Nanopartikiile Yiiklenmis Etkin Madde Miktar Tayini

Liyofilize haldeki HSAM4 formiilasyonunda alblimine yiikklenmis ve
yiiklenmemis halde bulunan etkin madde miktari, formiilasyonun c¢esitli islemlere tabi

tutularak UPLC’de analiz edilmesiyle bulunmustur.

2 ml’lik tiip igerisinde 300 pg HSAM4 tartilarak iizerine 300 pL etanol ilave
edilmistir. Hazirlanan bu tiip 16000 rpm hizda 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda tistte kalan berrak kisim (siipernatant) etanol ile 2 ml’ye tamamlanarak
albiimin nanopartikiillerine yiiklenmemis halde bulunan Meis2i miktariin analizi i¢in

ayrilmistir.

Siipernatant alindiktan sonra tiipiin ¢eperinde kalan pellet 2 ml etanol ile restispande
edilmis ve sonrasinda 2 dakika boyunca ultrasonikasyona maruz birakilmistir. Bu islem
sayesinde albiimin nanopartikiilleri igerisinde bulunan Meis2i’nin ekstraksiyonu
saglanmistir. Ultrasonikasyonun ardindan tiip, 16000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij

edilerek stipernatant analiz i¢in ayrilmustir.

Yiikleme veriminin hesaplanmasinda asagida yer alan Denklem 4.4 kullanilmistir.

%EE = Formiilasyondaki etkin madde miktari—siipernatant igindeki etkin madde miktart x 100

Formiilasyondaki etkin madde miktari

(4.4)
4.4. In Vitro Salim Cahsmalari

In vitro salim ¢alismalarinda; in situ jellesen sistemden Meis2i salimi, liyofilize

HSAM4 nanopartikiilii igeren in situ jellesen sistemden partikiil salimi, HSAM4
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nanopartikiillerinden Meis2i salimi ve iRGD peptidinin in situ jellesen sistemden salim1

gerceklestirilmistir.

Bu tez calismasinda gelistirilen formiilasyonlar pankreas kanalina uygulanmak
tizere tasarlanmistir. In situ jellesen sistemden etkin madde salim ¢alismalarinda pankreas
kanalin1 simiile etmesi amactyla Franz Diflizyon hiicresi kullanilmis ve yeni bir yontem
gelistirilmistir. Bu c¢alisma icin pH degeri 7.4 olan bir fosfat tamponu hazirlanarak
sicakligi 37°C’ye getirilmistir. 5 ml hacimdeki fosfat tamponu Franz Difiizyon hiicresine
konarak igerisine bir manyetik balik atilmistir. Sonrasinda ise, in situ jellesen sistemin
salim ortami icerisinde asili kalarak ortama etkin madde gegisinin saglanmasi amaciyla
Franz Difiizyon hiicresine 1 cm ¢apa sahip, esit boyutta gézeneklerden olusan metal bir
plaka yerlestirilmistir. 1 mg Meis2i’nin 1 ml jel igerisinde vorteks yardimiyla homojen
bigimde dagitilmasiyla bir stok elde edilmis ve bu stoktan 300 pL alinarak, plaka iizerine
enjekte edilmistir. 100 rpm’e ayarlanan manyetik karistiricili ortam karismaya
birakilmistir. 2., 4., 6., 8., 10., 12., 15., 18. ve 21. dakikalarda 500 pL 6rnek alinmis ve
sonrasinda ortama 500 pL fosfat tamponu ilave edilmistir. Alinan 6rnekler etanol ile 1:1

oraninda seyreltilerek UPLC analizleri yapilmistir. N=3 ¢aligilmustir.

s

g LT

Gorsel 4.1. Franz Difiizyon hiicresinde in situ jellesen sistemden salim ¢alismasi

In situ jellesen sistemden HSAM4 nano partikiillerinin salim ¢alismasi igin 6 mg

liyofilize HSAM4 tartilarak, vorteks yardimiyla 1 ml jel icerisinde homojen bigimde
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dagitilmistir. Meis2i salimi i¢in uygulanan prosediirler partikiil salimi i¢in de tekrar
edilmistir. Bu ¢alismada ornekler, 2., 4., 6., 10., 14., 22., 30., 40., 50., 65., 80. ve 95.
dakikalarda alinmustir. Ortama gegen partikiillere yiiklenmemis halde bulunan etkin
madde miktarinin tayini i¢in alinan 6rnekler 16000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij
edilmis ve berrak kisimlar analiz edilmek iizere ayrilmistir. Partikiillere yliklenmis halde
bulunan Meis2i miktarinin tayini i¢inse santifiij sonunda elde edilen pelletler 500 uL
etanol ile reslispande edilmis ve ardindan sonikasyona maruz birakilarak nanopartikiiller
parcalanmistir. Sonikasyon sonrasinda 16000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilen tiip

igeriginin berrak kisimlar1 alinarak analiz edilmek tizere ayrilmistir.

HSAM4 nanopartikiillerinden Meis2i’nin salim ¢alismasini yapmak {izere 1200
ug liyofilize HSAM4 tartilarak, 2 ml pH 7.4 distile suda dagitilmistir. Daha sonra bu
karisim, her birinde 500 uL olacak sekilde 4 m1’lik kriyo tiiplere aktarilmistir. Ardindan,
kriyo tliplerin hacmi, sicakligi 37°C’ye ayarlanmis pH 7.4 PBS ¢ozeltisi ile 3 ml'ye
tamamlanmistir. Hazirlanan salim ortamlari, bir calkalayici iizerine sicakligi 37°C’de
sabit tutmak amaciyla yerlestirilmis 1siticili manyetik karistiricinin tizerine yatay bigimde
yerlestirilerek 130 rpm hizinda c¢alkalanmaya birakilmisr. Belirlenen zamanlarda
calkalama iglemi durdurularak tiiplerden 500 pL 6rnek alinmistir. Partikiillerden salim
ortamina gegen Meis2i’nin ortamdan izole edilmesi amaciyla 6rnekler 16000 rpm’de 5
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda slipernatant kisimlar analiz
edilmek iizere ayrilmistir. Dolasim sisteminde 21 giine kadar bulunan insan serum
alblimini ile hazirlanmis nanopartikiillerle yapilan salim ¢alismasi 21 giin boyunca devam

ettirilmistir. N=3 calisilmistir.
4.5. IRGD Peptidinin In Situ Jellesen Sisteme Yiiklenmesi ve Salim Calismasi
4.5.1. iIRGD peptidi ve miktar tayini

iRGD peptidinin salim profilinin belirlenmesi amaciyla, salim ortamina gecen

peptidin miktar tayini UV spektrofotometre kullanilanarak hesaplanmistir.

Analizler, Shimadzu UV-1800 ile gergeklestirilmis; iRGD peptidinin en yiiksek
absorbans degerini verdigi tespit edilen 220 nm dalga boyu ile ¢aligilmistir.

Beyaz toz halinde bulunan peptidin pH 7.4 distile su ile seyreltilmesiyle
hazirlanan 5-100 pg/ml konsantrasyon araligindaki 6rneklerin 220 nm dalga boyunda

absorbanslar1 okunmus ve her bir derisime karsilik gelen absorbans degeri kullanilarak
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bir dogrusallik grafigi ve denklemi elde edilmistir. Bu denklem, peptidin salim

calismasinda miktar tayin edilmesinde kullanilmistir.
4.5.2. iIRGD peptidinin in situ jellesen sistemden salim ¢alismasi

In situ jellesen sistemden iRGD peptidinin salim ¢alismasinda Franz Difiizyon
Hiicresi kullanilmistir. Bu ¢alisma i¢in pH degeri 7.4 olan bir fosfat tamponu hazirlanarak
sicakligr 37°C’ye getirilmistir. 5 ml hacimdeki fosfat tamponu Franz Difiizyon hiicresine
eklenmistir. Ardindan, in situ jellesen sistemin salim ortami igerisinde asili kalarak
ortama etkin madde gecisinin saglanmasi amaciyla Franz Diflizyon hiicresine 1 cm ¢apa
sahip, esit boyutta gézeneklerden olusan metal bir plaka yerlestirilmistir. Bu ¢alisma i¢in
daha onceden distile suda ¢oziindiiriilerek 1 mg/ml porsiyonlara ayrilmis halde -80°C’de
muhafaza edilmis olan peptid ¢o6zeltisi belirli oranda poloksamer ve kitosan ile
karistirilarak 1mg/ml derisiminde iRGD bulunduran bir stok hazirlanmistir. Bu stoktan
250 pL salim ortamina yerlestirilmis olan plakanin iizerine enjekte edilmis ve 100 rpm’e
ayarlanan manyetik karistiricili ortam karigsmaya birakilmistir. 2., 4., 6., 8., 10., 12., 15.,
18. ve 21. dakikalarda 500 pL 6rnek alinmis ve sonrasinda ortama 500 uL fosfat tamponu
ilave edilmistir. Alinan orneklerin absorbans degerleri UV spektofotometrede analiz

edilmistir. N=3 calisilmistir.
4.6. Hiicre Kiiltiirii

Bu tez c¢aligmasinda, formiilasyonlarin hiicresel diizeydeki etkilerinin
degerlendirilmesi amaciyla, insan pankreas kanali kokenli pankreas kanser hiicresi hatti
olan PANC-1 ve insan endotelyal hiicre hatt1 olan HUVEC kullanilmistir. Hiicrelerin
cogaltilmas1 ve formiilasyonlarin uygulanmast gibi islemler igin hiicre kiiltiiri
yapilmistir. Tiim hiicre hatlari i¢in besiyeri olarak %10 Fetal Bovine Serum, %1 penisilin-
streptomisin, %1 glutamin igeren DMEM tercih edilmistir. Hiicrelerin gogaltilmasi, MTT
calismalar1 gibi siirecler boyunca hiicreler 37°C sicaklikta, %5 CO2 ve %95 hava iceren

atmosfer kosullarinda bekletilmistir.
4.6.1. Sitotoksisite ¢calismasi

MTT  (3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil-2H  tetrazolyum bromiir) testi;
giivenli, basit ve uygun maliyetli olmasiyla hiicre yogunluklarii 6lgmek i¢in kullanilan
en popliler kolorimetrik yontemlerden biridir. Bu yontem, sar1 ve ¢oziiniir olan MTT'nin

canlt hiicrelerin mitokondriyal, non-mitokondriyal ve plazma membran rediiktazlar
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tarafindan indirgenmesine dayanmaktadir. Bu indirgenme sonucunda ortaya ¢ikan
¢Oziinmez bir {irlin olan formazon tuzunun ¢dziilerek canli hiicrelerin absorbansinin
okunabilmesi i¢in ortama ¢oziicii ilave edilmesi gerekir. Coziicii ilavesiyle berrak bir

formazan ¢ozeltisi elde edilir ve 550-600 nm dalga boyu araliginda absorbans degeri

olgiiliir (Nga vd., 2020).

Bu tez calismasinda, hazirlanan formiilasyonlarin ve formiilasyonda kullanilan
maddelerin sitotoksik agidan degerlendirilmesi amaciyla MTT caligmast yapilmistir.
Formiilasyonlarda yer alan herhangi bir maddeyi icermeyen, sadece besiyerinin
uygulandigr kontrol grubundan elden edilen ortalama absorbans degeri %100 canlilik
olarak kabul edilmistir. Farkli derisimlerde hazirlanan 6rneklerin  uygulandigi
hiicrelerden elde edilen absorbans degerleri kontrol grubunun absorbans degeri ile
karsilagtirilarak goreceli % canlilik degeri hesaplanir. Bu deger %100’tin altinda
oldugunda, formiilasyon hiicreler tizerinde belirli bir oranda toksik etki gdstermis ve
oliimlerine yol agmis olarak kabul edilir. Hiicre miktarinda %50 oranda azalmaya neden

olan konsantrasyon IC50 degeri olarak tanimlanir.

Bu calismada PANC-1 ve HUVEC hiicre hatlarina uygulanan MTT testinin

asamalar1 agagidaki gibidir.

I.  Hiicreler 37°C sicaklikta ve %5 CO2 ve %95 hava iceren atmosfer ortaminda, 75
cm?lik flasklar icinde c¢ogaltildiktan sonra tripsin yardimiyla kaldirilmis ve

DMEM besiyeri igerisinde siispande edilmistir.

II.  Thoma lamu ile hiicre sayimi yapilmigtir. Hiicreler, 96 kuyucuklu plakalara her
kuyucukta yaklasik 2x10* adet hiicre olacak sekilde ekilmistir.

Il Hiicreler 24 saat boyunca etiivde inkiibasyona birakilmistir. Kuyu zeminine
tutunan hiicrelerin tizerindeki besiyeri uzaklastirildiktan sonra farkli derisimlere
sahip formiilasyonlar kuyucuklara uygulanmistir. Plakalar 24. saat ve 48. saat

analizleri yapilmak {izere inkiibasyona birakilmistir.
IV.  Kontrol grubu olarak segilen kuyucuklara yalnizca besiyeri ilave edilmistir.

V. 24 ve 48 saatin sonunda kuyucuk igerigi uzaklastirilmisg, her bir kuyucuga 20 uL
(5 mg/ml) MTT boyasi konarak formazan tuzu olusumu icin plakalar 3 saat

boyunca etiivde bekletilmistir.

38



VI 3saat sonra MTT boyasi kuyucuklardan uzaklastirilarak her bir kuyucuga 200 uL
DMSO eklenmistir. Bu islem sonrasinda 20 dakika boyunca etiivde bekletilen
plakalar ardindan ¢oklu plaka okuyucuya (Cytation 5, BioTek Instruments, ABD)

yerlestirilmis ve her bir kuyucugun 570 nm’deki absorbans degeri okunmustur.

VIl %100 canlilik olarak kabul edilen kontrol grubunun absorbans degeri ile
formiilasyon uygulanan kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri

oranlanarak % canlilik degerleri bulunmistur.
VIII.  Her bir konsantrasyon i¢in 3 kuyu kullanilmistir.

Bu MTT testinde hiicrelere 2, 4, 8, 10, 15, 20, 30 pg/ml konsantrasyondaki 6rnekler

uygulanmigtir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA
5.1. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismasi
5.1.1. Analitik yontem gelistirme

Meis2i’nin miktar tayininin yapilabilmesi i¢in yeni bir UPLC methodu
gelistirilmistir. Farkli varyasyonlarda parametreler uygulanarak, en uygun pik

morfolojisine ve segicilige sahip yonteme ulagiimustir.
5.1.1.1. Dogrusallik

Meis2i’nin etanolde hazirlanan 5-100 pg/ml derisimlerindeki drneklerine karsilik
gelen alan degerleri kullanilarak etkin maddeye ait kalibrasyon egrisi bulunmustur.
Kalibrasyon egrisi ve egriye ait dogru denklemi asagida yer alan Sekil 5.1°de

gosterilmektedir.

Meis Dogrusallik Grafigi Y = 9,4064x - 1,1368
R?=0,9999
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Sekil 5.1. Meis2i'ye ait dogrusallik grafigi (n=6)
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5.1.1.2. Kesinlik

Meis2i’'nin 5, 40 ve 100 pg.ml? derisimlerindeki ¢ozeltileri etkin maddenin
etanolde ¢oziindiiriilmesiyle hazirlanmistir. Ug farkl1 giinde ii¢ farkli derisim 3 kez analiz
edilmistir. Analiz sonucunda elde edilen alanlar dogrusallik ¢alismasi ile bulunan
denklemde yerine konarak derisim hesaplamasi yapilmistir. Bulunan derisimlere ait
varyasyon katsayilari hesaplanarak yontemin kesinligi degerlendirilmistir. Kesinlik

calismasina ait bulgular asagida yer alan Cizelge 5.1°de gosterilmektedir.

Tablo 5.1. Kesinlik ¢alismast sonuclart

1. Giin 2. Giin 3.Giin
4,98279 4,87987 4,9418
5 pg/ml 4,98519 4,94358 4,92811
4,9939 4,97188 4,93824
Ortalama 4,987293 4,931776667 4,93605
Standart Sapma 0,005846 0,047126946 0,007103
Varyasyon Katsayis1  0,117218 0,955577455 0,143898
39,95542 40,06223 40,28888
40 pg/ml 39,87845 40,252 40,6133
40,58717 40,18305 40,49776
Ortalama 40,14035 40,16576 40,46665
Standart Sapma 0,388869 0,096059207 0,164433
Varyasyon Katsayis1 0,968774 0,239156952 0,406341
96,94006 96,92328 96,86819
100 pg/ml 98,51829 98,74599 98,47477
98,61646 98,70716 100,4577
Ortalama 98,02494 98,12547667 98,60022
Standart Sapma 0,940812 1,041313863 1,79804
Varyasyon Katsayis1 0,959768 1,061206425 1,823566

Analitik yontemin Kkesinlik ¢alismalarinda, hesaplanan varyasyon katsayisinin
%2’den kiiciik olmas1 gerekmektedir (ICH, 2005). Yukarida bulunan Cizelge 5.1’deki
analiz sonuglar incelendiginde, tiim derisimler i¢in elde edilen degerler kabul edilen

sinirlar i¢inde yer almakta ve yontemin kesinligini kanitlamaktadir.
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5.1.1.3. Dogruluk

Meis2i’nin 5, 40 ve 100 ug.ml? derisimlerindeki ¢ozeltileri hazirlanarak, her bir
¢ozelti 3 kez analiz edilmistir. Analiz sonrasinda elde edilen alan degerleri etkin maddeye
ait esitlikte yerine konarak ¢ozeltilerin derisimleri hesaplanmistir. Bu derisimler teorik
derisim ile karsilastirilarak yontemin dogrulugu elde edilen %geri kazanim orani
tizerinden degerlendirilmistir. Dogruluk calismasi sonuglari asagida yer alan Cizelge

5.2’de sunulmaktadir.

Tablo 5.2. Dogruluk ¢alismast sonuglari

Derisim (ug/ml) 5 40 100
4,92103 40,33298 98,70863
Elde Edilen Derisim 4,83449 40,28821 98,45481
4,96152 40,28267 98,33638
% Geri Kazanim 98,4206 100,83245 98,70863
96,6898 100,72053 98,45481
99,2304 100,70668 98,33638
Ortalama 98,1136 100,75322 98,49994
Standart Sapma 1,2978247 0,0689666 0,1901843
Standart Hata 0,7492998 0,0400852 0,109803

Analik yontemin dogru olarak kabul edilebilmesi i¢in % geri kazanim degerinin
kabul aralig1 %=+2"dir (ICH, 2005). Analiz sonuclar1 degerlendirildiginde, bu tez
calismasindaki tiim %geri kazanim degerleri istenen araliktadir. Boylece yontemin

dogrulugu kanitlanmastir.
5.1.1.4. Duyarhilik

LOD ve LOQ degerleri ‘4.1.2.4 Duyarlilik’ baghigi altinda yer alan Denklem 4.1

ve Denklem 4.2 yardimiyla hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 5.3’te gosterilmektedir.
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Tablo 5.3. Duyarlilik ¢alismast sonuglart

Denklem Kesim Noktasi Egim (m)

1 -1,3217 9,0601

2 2,3128 9,0926

3 -3,0497 9,3315

4 -1,9291 9,9744

5 -3,5126 9,7343

6 0,6796 9,2457
Ortalama -1,136783333 9,40643333
Standart Sapma 2,243416523 0,36877392
LOD 0,787043748

LOQ 2,384981048

Analitik yontem validasyonu i¢in kullanilan en diisiik Meis2i derisimi 5

pug/ml’dir. LOD ve LOQ degerlerinin 5 pg/ml’den daha kiigiik olmasi, analitik

yontemin duyarliliginin kanitidir.

5.2. Formiilasyon Gelistirme Cahsmalari

5.2.1. Albiimin nanopartikiillerinin hazirlanmasi

‘4.2.1. Alblimin nanopartikiillerinin hazirlanmast’ baghig1 altindaki prosediirler

uygulanarak HSAM2, HSAM4, HSAM4L HSAB, BSAM ve BSAB formiilasyonlari elde

edilmistir. Nanopartikiiller tizerinde ¢esitli karakterizasyon ¢alismalar1 ytiriitiilmiistiir.

5.2.1.1. Partikiil boyutu ve dagilimi

Formiilasyonlarin partikiil boyutu ve dagilimi Malvern ZetaSizer (ingiltere)

kullanilarak o6l¢tilmiistiir.

gosterilmektedir.

Elde edilen sonuglar asagida yer alan Tablo 5.4°te

Tablo 5.4. Formiilasyonlara ait partikiil boyutu ve boyut dagilimi degerleri

Formiilasyon Kodu Partikiil Boyutu (nm) Boyut Dagilim (PDI)
HSAB 77,607 0,172
HSAM?2 160,333 0,317
HSAMA4 215,567 0,277
HSAM4L 328,867 0,341
BSAB 79,01 0,303
BSAM 2260,667 0,905
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Sonuglar incelendiginde, etkin madde igcermeyen HSAB ve BSAB kodlu bos
formiilasyonlarin benzer partikiil boyutlarina ve PDI degerlerine sahip oldugu
goriilmektedir. Ancak etkin madde igeren formiilasyonlarin analiz sonuglar
degerlendirildiginde, kullanilan albiimin tiirliniin partikiil boyutu ve PDI degisiminde
onemli bir rol oynadigi goézlenmistir. Bu sonuglar goz Oniine alindiginda, segilen
nanopartikiil hazirlama yonteminin etkin maddenin sigir serum albiiminine yiiklenmesi
icin Uygun olmadigina karar verilmistir.

Insan serum albiimini (HSA) ile 2 mg Meis2i kullanilarak hazirlanmis olan
HSAM?2 formiilasyonu partikiil boyutu ve boyut dagilimi bakimindan olmasi istenen
degerlere sahiptir. Bu dogrultuda ayn1 miktarda polimer kullanarak daha yiiksek oranda
etkin madde tasiyan bir formiilasyon gelistirmek amaciyla 4 mg Meis2i ile HSAM4 kodlu
formiilasyon hazirlanmis ve boyut/dagilim bakimindan degerlendirilmistir. Nanopartikiil
eldesinde kullanilan etkin madde miktarmin arttirilmas: partikiil boyutunda biiyiik bir
degisime yol agmamakla birlikte, PDI degeri de kabul edilebilir sinirlar igerinde kalarak
partikiillerin tekdiize bir dagilim sergiledigini kanitlamstir.

HSAM4 formiilasyonu liyofilize edildikten sonra ise nanopartikiillerin partikiil
boyutu kabul edilebilir ol¢iide artmistir. PDI degeri de artmis ancak bu artisa ragmen
kabul edilen siirlar igerinde yer almistir.

Literatiirde timoral hedeflendirmede pasif ve aktif hedeflendirme olmak iizere iki
temel hedeflendirme bicimi ele alinmaktadir. Partikiil boyutu ve morfolojisinin
biyoyararlanim tizerindeki etkileri ise pasif hedeflendirme bashigi altinda
incelenmektedir. Bir nanotasiyici sistem igerisinde viicuda uygulanan etkin maddeler,
kiiglik partikiil boyutlar1 sayesinde (20-200 nm boyut araliginda) ekstravazasyon
yapabilirler ve interstisyel bosluk i¢inde birikim gosterirler. Ayrica, timor hiicrelerinde
lenfatik damarlar yoktur veya islevsizdir, bu da tiimdér dokusunun verimsiz drenajina
katkida bulunur. Kii¢iikk boyutlari sayesinde tiimoral ortama giren nanotasiyicilar bu
sayede ortamda tutulum ve birikim gosterirler (Danhier, Feron ve Preat, 2010).

Bu tez ¢alismasinda insan serum albiimini kullanilarak hazirlanan naopartikiiller
sahip olduklar1 kii¢iik partikiil boyutlar1 sayesinde pasif hedeflendirme bakimindan

tedavide biiyiik avantaj saglama potansiyeline sahiptirler.

5.1.1.2. Zeta potansiyeli

Tiim formiilasyonlarin zeta potansiyeli Tablo 5.5’te belirtilmistir.
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Tablo 5.5. Formiilasyonlarmn zeta potansiyeli degerleri

Formiilasyon Kodu Zeta Potansiyeli (mV)
HSAB -27,067
HSAM?2 -35,4
HSAM4 -32,133
HSAMA4L -26,6
BSAM -34,6
BSAB -35,233

Olgiilen partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli degerleri dogrultusunda, tezin
ilerleyen calismalarinda kullanilmak tizere HSAM4 ve HSAMAL formiilasyonlar

secilmistir.

5.2.2 In situ jellesen sistemlerin hazirlanmasi

PC16, PC17 ve PC18 kodlu in situ jellesen sistemler hazirlanarak, jel
formiilasyonlar1 {izerinde jellesme sicakligi testi ve pH 6l¢limii yapilmistir. Elde edilen
sonuclar dogrultusunda ilerleyen calismalarda kullanilacak en uygun jel formiilasyonu

secilmistir.
5.2.2.1. In situ jellegen sistemlerin jellesme sicakliginin belirlenmesi

Hazirlanan jellerin akiskan, viskoz ve jel oldugu sicakliklar asagida yer alan Tablo

5.6’da gosterilmektedir.

Tablo 5.6. In situ jellesen sistemlerin jellesme sicakitklar

Formiilasyon Sicaklik (°C)
23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
PC16 - - - - - - - - - % s 1 1 1 1 1
PC17 - - - - - - s n 1 1 1 1 1 1 1
PC18 - - Bl 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
- Tamamen Akiskan V5. Viskoz 1: Jel

5.2.2.2. In situ jellegen sistemlerin pH degerlerinin él¢iimii
Hazirlanan in situ jellesen sistemlerin farkli sicakliklarda sahip oldugu pH

degerleri asagidaki Tablo 5.7°de gosterilmistir.
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Tablo 5.7. In situ jellesen sistemlerin farkli sicakliklardaki pH degerieri

Formiilasyon

PC16 PC17 PC18

5.72 5.92 6.29

4°C 5.72 5.92 6.29
5.73 5.92 6.29

Ortalama 5.72 5.92 6.29
5.75 5.98 6.42

25°C 5.75 5.98 6.42
5.75 5.99 6.42

Ortalama 5.75 5.98 6.42
5.81 6.05 6.50

37° 581 6.05 6.50
5.80 6.06 6.49

Ortalama 5.81 6.05 6.50

5.2.2.3. Uygun in situ jellesen sistemin belirlenmesi

Pankreas kanalinin igerisine parenteral yolla uygulanacak sekilde tasarlanan bir in
situ jellesen sistemin viicut sicakligi olan 37°C’de jel halini almis olmas1 ve ortam pH’ina
uyum saglamasi beklenmektedir. Tiimoral bolgenin ekstra seliiler kompartmanlarinda pH
degeri 6.5-7.2 araliginda olmaktadir (Schmaljohann, 2006). Hazirlanan formiilasyonlarin
tamami1 37°C’de jel halini almig olmakla beraber, yalnizca PC18 kodlu in situ jellesen
sistemin timdral bolge pH’ma uyum saglayacak pH degerine sahip oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle ilerleyen calismalarda kullanilmak {izere PC18 tercih

edilmistir.
5.2.2.4. Reolojik davranig

PC18 formiilasyonunun 4°C, 25°C ve 37°C sicakliklarinda kaydedilen reogramlari

asagida yer alan sekillerde gdsterilmektedir.
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Sekil 5.4. PC18’in 37°C deki reogrami

HSAMAL ilavesinin jelin reolojik 6zellikleri iizerindeki etkisinin degerlendirilmesi
amaciyla PC18 formiilasyonunun reolojik davranisi, bu ilavenin oncesinde 3 farkli

sicaklikta test edilmistir.
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5.2.3. HSAM4 igeren in situ jellesen sistemin hazirlanmasi

1 mg/ml Meis2’i iceren jel formiilasyonu hazirlamak tizere 6 mg HSAM4L
tartilarak iizerine 1 ml PC18 ilave edilmis ve vorteks yardimiyla nanopartikiillerin jel

icerisinde homojen dagilmasi saglanmistir.
5.2.3.1. HSAM igeren in situ jellesen sistemin fizikokimyasal ozelliklerinin belirlenmesi
5.2.3.1.1. Jellesme sicakligi

HSAMAL igeren PC18 formiilasyonunun (H4P18) akiskan, viskoz ve jel halinde

oldugu sicakliklar asagida bulunan Tablo 5.8’de gdsterilmistir.

Tablo 5.8. H4P18 formiilasyonunun jellesme sicakligi

Formiilasyon Sicaklik (°C)
23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3 36 37 38
H4P18 - - - % % 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
- Tamamen Akigkan Y5 Viskoz 1: Jel

Test sonucuna bakildiginda, HSAMA4L ilavesinin PC18’in jellesme sicakliginda

belirgin bir degisime yol agmadig1 goriilmektedir.

5.2.3.1.2. pH degeri

H4P18 formiilasyonunun farkli sicakliklarda sahip oldugu pH degerleri agagida
yer alan Tablo 5.9’da belirtilmistir.

Tablo 5.9. H4P18 formiilasyonunun farkly sicakliklardaki pH degerleri

Formiilasyon
H4P18
6.30

4°C 6.30
6.31
Ortalama 6.30
6.42
25°C 6.42
6.42
Ortalama 6.42
6.52
37° 6.52
6.52
Ortalama 6.52
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Formiilasyonun farkli sicakliklardaki pH degerleri incelendiginde HSAMA4L

varliginin PC18’in pH’1n1 degistirmedigi gortilmektedir.
5.5.1.1.1. Jellesme kapasitesi
H4P18’in jellesme kapasitesi asagidaki Tablo 5.10°da belirtildigi gibidir.

Tablo 5.10. H4P18’in jellesme kapasitesi

Formiilasyon Jellesme Kapasitesi

H4P18 +++

In situ jellesen sistemin uygulandigi bolgede uzun siire boyunca kalabilme
yetenegi sergilemesi ilacin uygulandigi bolgenin etkin maddeye maruz kalma siiresini

uzatarak, tedavide avantaj saglama potansiyeli tasimaktadir.

5.5.1.1.2. Sisme
H4P18 formiilasyonunun zamana gore sisme orani asagida yer alan Tablo 5.11°de

gosterilmektedir.

Tablo 5.11. H4P18’in zaman gére sisme oranlart

Zaman (saat) Sisme (% (a/a), n=3)
0.5 85,3025
1 102,1463
2 134,1852
3 154,4267
4 178,8334
8 200,1064
12 226,0452
24 243,1560

5.5.1.1.3. Reolojik davranis

H4P18 formiilasyonunun 4°C, 25°C ve 37°C sicakliklarindaki kayma hizina kars1
degisen viskozite ve kayma gerilimi degerleri asagida yer alan sekillerde

gosterilmektedir.
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Sekil 5.7. H4P18’in 37°C deki reogrami

PC18 ve H4P18 formiilasyonlarinin reolojik 6zellikleri ti¢ farkli sicaklikta analiz
edilmistir. Etkin madde igermeyen PC18 formiilasyonun HSAMAL ilave edildikten sonra

reolojik 6zelliklerinde belirgin bir degisim gozlenmemistir.
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Akiskanlarin reolojik 6zellikleri, Newtonian ve Newtonian olmayan olmak iizere 2
temel akis modeli altinda incelenmektedir. Artan kayma gerilimi ile kayma hiz
arasindaki iliskinin dogrusal oldugu ve belirli bir sicaklikta viskozitesi sabit olan
akigkanlar Newtonian olarak tanimlanirken; Newtonian olmayan akis modellerinde
kayma gerilimi ve kayma hizi dogrusal olarak degisim gdstermemektedir. Bu tip akis
ozelligi sergileyen akigkanlarin viskozitesi ise kayma gerilimine bagli olarak degisim

gostermektedir (http-1).

Bu yiiksek lisans tez caligmasi kapsaminda hazirlanan formiilasyonlar, jellesme
sicakligindan oldukga diisiik olan 4°C’de Newton akis modeline uygun bir davranig
sergilerken; in situ jellesen sistemlerin jellesme sicakligi testinde viskoz olarak tayin
edildigi 25°C’de ve sivi-jel gecisinin ger¢eklesmis oldugu 37°C’de ise Newton-olmayan
akis ozelligi gostermistir. 37°C’de jel halini almis olan formiilasyonlarin reogramlari
incelendiginde, artan kayma gerilimine karsi viskozitenin azaldigi ve kayma hizinin
arttigr goriilmektedir. Bu durum, Newton-olmayan akis modeli altinda siniflandirilan

psodoplastik akis modelinin bir gostergesidir (http-2).

5.3. Nanopartikiile Yiiklenmis Etkin Madde Miktar Tayini

Denklem 4.4 kullanilarak yiikleme veriminin hesaplanmasi sonucunda, HSAM4
nanopartikiillerine %93 oraninda Meis2i yiiklendigi belirlenmistir. Bu oran, segilen
polimer ve nanopartikiil hazirlama yonteminin etkin madde icin ideal oldugunu

diistindiirmistiir.
5.4. In Vitro Salim Calismalari

1 pg/ml Meis2i igceren PC18 ile hazirlanmis formiilasyonlarin salim profilleri
asagida yer alan Sekil 5.7°de ve salim profillerinin matematiksel modellere olan uyumu
Tablo 5.12°de gosterilmistir. Matematiksel modellere uyumun tespit edilmesi amaciyla

DDSolver programindan faydalaniimistir.
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Sekil 5.8. Meis2i’nin PCI18 den in vitro salim profili

Alblimin nanopartikiilleri igerisinde enkapsiile halde bulunan etkin maddenin
jelden salim ortamima gegen miktarinin hesaplanmasinda ‘4.4. In Vitro Sahm
Calismalary’ bagligr altinda anlatilan yontem kullanilmistir. Meis2i’nin salim ortamina
gecisi hem partikiiler diizeyde hem de serbest halde gerceklesmistir. Partikiillerden
ekstrakte edilen ve ortamda serbest halde bulunan etkin maddenin kiimiilatif miktarlar
kullanilarak H4P18’e ait salim profili elde edilmistir. Yukarida yer alan salim profilleri
incelendiginde, saf etkin maddenin tamami in Situ jellesen sistemden 10 dakika iginde
salinirken; albiimin nanopartikiillerine yiiklenmis halde bulunan etkin maddenin
tamaminin in Situ jellesen sistemden salim ortamina ge¢isi 30 dakikada gergeklesmistir.
Etkin maddenin nanopartikiiliiniin hazirlanmasi, ilacin uygulandigi tiimorlii bolgenin

antikanser ozellikteki Meis2i’ye maruziyetini arttirma potansiyeline sahiptir.
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Tablo 5.12. In vitro salun profillerinin matematiksel modellere uyumu

Model
Formiilasyon Degerlendirme

Sifirincr Derece Birinci Derece Higuchi

r2 -0.001 0.001 0.000

PC18-Meis2i  k 0.007 0.001 0.028

AIC 0.100 0.030 0.088

r2 -0.002 0.001 0.000

H4P18 k 0.002 0.000 0.017

AlIC 0.134 0.098 0.118
Hixon-Crowell  Baker Londsdale  Korsmeyer-Peppas

r? 0.001 0.000 0.001

PC18-Meis2i k 0.000 0.000 0.078

AlIC 0.084 0.088 0.053

r2 0.000 0.000 0.001

H4P18 Kk 0.000 0.000 0.053

AIC 0.116 0.116 0.077

Elde edilen in vitro salim profillerinin matematiksel modellere olan uyumunun
olgiitii olarak Akaike bilgi kriteri (AIC), hiz sabiti (k) ve regresyon analizinin
determinasyon katsayis1 (r?) olmak iizere ii¢ temel parametre kullanilmistir. Bir salim
profilinin en yiiksek uyumu gosterdigi matematiksel model; en diisiik AIC degerine, en
yiiksek k degerine ve 1’e en yakin olan determinasyon katsayisina sahiptir (Oztiirk, 2017).
DDSolver yardimiyla elde edilen bulgular incelendiginde, her iki salim profilinin de
Korsmeyer-Peppas matematiksel modeline uyumlu oldugu belirlenmistir. Korsmeyer-
Peppas modeli, etkin maddenin tasiyici sistemden kontrollii olarak salindigin1 gosteren

bir matematiksel modeldir.

Meis2i’nin albiimin nanopartikiillerinden salim profili, ‘4.4. In Vitro Salim
Cahsmalar’’> bashigi altinda yer alan islemler uygulanarak elde edilmistir.
Nanopartikiiller dolasimda yaklagik olarak 19 giin bulunan insan serum albiimini
kullanilarak hazirlanan formiilasyonun salim ¢alismast 21 giin boyunca devam
ettirilmistir. HSAM4L’den salim ortamina gegen Meis2i’ye ait in vitro salim profili Sekil
5.8’de ve in vitro salim profilinin matematiksel modellere uyumu Tablo 5.13’te

gosterilmektedir.
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Sekil 5.9. Meis?2 ’inin nanopartikiilden in vitro salim profili

Yukarida yer alan in vitro salim profili incelendiginde, 510. saatin (21.giin) sonunda
Meis2i’nin  %60’min salindigi gozlenmektedir. Etkin maddenin tamaminin salim
caligmasi bittiginde ortama ge¢memis olmasi, etkin madde ve albiimin arasinda
hidrostatik, kovalent veya elektrostatik olmak iizere ¢esitli baglarin olustugunu
distindiirmektedir.

Protein temelli terapotikler, cesitli hastaliklarin Klinik tedavisine basariyla
uygulanmaktadir. Bununla birlikte, sistemik dolasimdaki protein molekiilleri, hizli renal
Klirens ve karaciger metabolizmasina karsi hassastir ve bu nedenle, kisa zaman
araliklarinda tekrarlanan yiiksek doz terapotik enjeksiyonlart gerektiren kisa yari1 omiirler
sergileme egilimindedir. Uzun siireli ilag sirkiilasyonu, hedeflenen bolgeye ulasmak ve
terapotik etkiyi uzatmak i¢in bir 6n kosuldur. Bu durum yarilanma Omriinii uzatan
teknolojiler gelistirilmesine yol agmustir. Protein temelli terapdtiklerin yar1 dmiirlerini
uzatmak amactyla, PEGilasyon ve antikor Fc fiizyonu dahil olmak iizere ¢esitli stratejiler
gelistirilmistir (Cho vd., 2020; Larsen vd., 2018).

[lag yar1 émriinii uzatmak igin siklikla kullanilan mekanizmalardan biri, serum
albliminin neonatal Fc reseptorii (FCRn) aracili geri doniistimiidiir. FCRn, serum
albiimininin | ve Il alanlar ile etkileserek serum albiimininin dolasim siiresini uzatan bir
hiicre yiizeyi reseptoriidir. Serum albiimini ve diger serum proteinleri, endotel

hiicrelerinde endozoma endositoz edilir. Genel olarak, igsellestirilmis serum proteinleri
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endozomdan lizozoma tasinir ve hidrolize edilir. Bununla birlikte, endositozlu serum
alblimini, FCRn'ye baglanir ve lizozomal bozulma olmadan hiicre yiizeyine geri
dontistiiriiliir, bu da serum albiiminin insan dolagim sisteminde tutulma siiresini (yar1
Oomiir, ~19 giin) uzatir. Ayrica, Serum albiimini boyutu ve yiikii nedeniyle renal
filtrasyonu onler. Bu nedenle, serum albiimini, graniilosit koloni uyarici faktor, biiylime
hormonu, insiilin ve interferonlar dahil olmak iizere cesitli ilaclarin yar1 Omiirlerini
genetik fiizyon veya kimyasal baglanma yoluyla uzatmak i¢in kullanilmistir (Cho vd.,
2020.

Bu tez calismasinda antikanser bir ajan olarak segilen Meis2i, alblimin
nanopartikiilleri icerisinde enkapsiile edilerek, etkin maddenin hedeflenen bdlgede uzun
stire boyunca terapotik aralikta kalacak sekilde kontrollii salimimin gergeklesmesi
hedeflenmistir. 21 giin boyunca devam ettirilen salim g¢aligmasinin  sonucu
incelendiginde, etkin maddenin albiimin varligina bagl olarak hedeflenen bdlgede uzun
stireli terapotik etkinlik gdsterme yetenegi kazandigi gozlenmektedir. Bu sonuglarin,
ilerleyen donemde gergeklesmesi planlanan hayvan deneyleriyle desteklenmesi

planlanmaktadir.

Tablo 5.13. In vitro salum profilinin matematiksel modellere uyumu

Formiilasyon Degerlendirme Model

Sifirmer Derece Birinci Derece Higuchi

r2 -0.002 0.000 -0.001

HSAM4  k 0.000 -0.001 0.004

AlC 0.186 0.180 0.172
Hixon-Crowell  Baker Londsdale = Korsmeyer-Peppas

r2 -0.002 0.000 0.001

HSAM4  k 0.000 0.000 0.026

AlC 0.182 00.172 0.099

DDSolver programi kullanilarak HSAM4’e ait salim profilinin ¢esitli matematiksel
modellere olan uyumu degerlendirilmistir. Yukarida bulunan Tablo 5.13 incelendiginde,
en yiiksek k degeri, 1’e en yakin korelasyon katsayisi ve en diisiik AIC degeri ile, in vitro
salim profilinin Korsmeyer-Peppas modeline uydugu goriilmektedir. Bu durum, etkin
maddenin albiimin nanopartikiillerinden kontrollii bir sekilde salindiginin kaniti

niteligindedir.
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5.5. IRGD Peptidinin In Situ Jellesen Sisteme Yiiklenmesi ve Salim Calismasi

Kuru beyaz toz halde bulunan iRGD peptidi distile suda ¢oziindiirtilerek 1 mg/ml
konsantrasyonlarda olacak sckilde porsiyonlanarak calismalarda kullanilmak iizere
buzdolabinda -80°C’de muhafaza edilmistir.

Peptidin in situ jellesen sisteme yiiklenmesi amaciyla 1 mg/ml derisimine sahip
peptid ¢ozeltisi ile sogukta hazirlama yontemi kullanilarak %18 (a/h) poloksamer-kitosan
jeli hazirlanmistir. Bu islem sonucunda 0,1mg/ml konsantrasyonda peptid igeren in situ

jellesen sistem elde edilmistir.
5.5.1. IRGD peptidine ait dogrusallik grafiginin ve denkleminin belirlenmesi

IRGD peptidinin distile su ile hazirlanan 5-100 pg/ml derisimlerindeki 6rneklerine
karsilik gelen absorbans degerleri kullanilarak etkin maddeye ait kalibrasyon egrisi
bulunmustur. Kalibrasyon egrisi ve egriye ait dogru denklemi Sekil 5.10’da

gosterilmektedir.

’ =0,0043x + 0,0048
IRGD Dogrusallik Grafigi \ R2 = 079596

0.5
0,45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0,05

ABSORBANS

0 20 40 60 80 100 120
KONSANTRASYON (ug/ml)

Sekil 5.10. iRGD peptidine ait dogrusallik grafigi

5.5.2. IRGD peptidinin in situ jellesen sistemden in vitro salim ¢calismasi

IRGD peptidine ait in vitro salim profili asagidaki Sekil 5.11°de gosterilmektedir.
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Sekil 5.11. iRGD peptidine ait in vitro salim profili
Bu yiiksek lisans tez calismasi kapsaminda, anti kanser ajan olarak segilen
Meis2i’nin pankreas kanser hiicrelerine penetrasyonunun ve dolayisi ile etkinliginin
arttirilmasi amaciyla kullanilan iIRGD peptidinin in vitro salim ortamina 10 dakika iginde
tamaminin gectigi goriilmektedir. Peptidin sudaki yiiksek ¢oziiniirliigi ile iliskilendirilen
bu durum, klinik uygulamada peptidin uygulandigi pankreas kanalinda kisa siirede
yiiksek konsantrasyonlara ulasarak beraberinde verilen etkin maddenin kanserli hiicrelere

daha hizli bigimde taginmasini saglayacak potansiyeldedir.

5.6. Hiicre Kiiltiirii
5.6.1. Sitotoksisite ¢calismasi

Hazirlanan formiilasyonlar farkli konsantrasyonlarda saglikli hiicrelere (HUVEC)
ve kanser hiicrelerine (PANC1) uygulanarak 24 ve 48 saatlik MTT calismalari

yiirtitilmistiir.

HSAB, HSAM4, H4P18, PC18, Meis2i ve Meis2i-PC18’in farkli
konsantrasyonlarda HUVEC hiicrelerine uygulanmasiyla elde edilen MTT sonuglari

asagida yer alan Sekil 5.12 ve Sekil 5.13’te gosterilmistir.

Saf etkin maddenin farkli konsantrasyonlarda saglikli hiicreler iizerindeki sitotoksik
etkinliginin degerlendirildigi MTT c¢aligmasimin 24. saat sonuclarma bakildiginda,
antikanser 6zellige sahip Meis2i’nin en diisiik konsantrasyonunda dahi hiicrelerin ancak

%27’ sinin canl kaldig1 goriilmiistiir.
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24. saate ait MTT sonuglar incelendiginde tiim formiilasyonlar arasinda saglikli
hiicreler tizerinde en diistik sitotoksik etkinlige sahip olan formiilasyonun sadece albiimin
iceren HSAB oldugu goriilmektedir. 10 pL. HSAB uygulanan saglikh HUVEC
hiicrelerinin canliliginda bir degisim olmamasi, bu konsantrasyonda albiiminin sitotoksik
etkinlik sergilemedigini gostermistir. Albiimin nanopartikiillerine Meis2i yiiklenmesiyle
elde edilen HSAM4 formiilasyonunun 24. saat % canlilik degerleri incelendiginde, etkin
maddenin varli§ina bagli olarak alblimin nanopartikiilleri, en yiiksek konsantrasyonda
sagliklh hiicrelerin yaklasik olarak %50’sini 6ldiirmistiir. Azalan konsantrasyona bagli
olarak hiicre canliliginin arttigi ve en disiikk konsantrasyonda hiicrelerin %80’inin
yasadig1 belirlenmistir. Saf halde 10 puL hacimde hiicrelere uygulandiginda hiicre
canliliginin %27 oldugu Meis2i’nin alblimin nanopartikiilleri igerisinde enkapsiile
edildigi HSAM4 formiilasyonun ise aym1 konsantrasyonda etkin maddenin sitotoksik
ozelliklerini maskeleyerek hiicre canliligini %73’e kadar arttirdigi gorilmektedir.
HSAM4’{in hiicrelere 2 uL olarak uygulandigi minimum derisiminde ise hiicre canlilig1
%88 seviyesine kadar yiikselmistir. Yiiksek sitotoksik etkinlik sergileyen Meis2i’nin
albiimin nanopartikiillerine yiiklenmesi, saglikl hiicrelerin canliliginin artmasinda biiytik

bir basari elde edilmesini saglamistir.

Bu tez caligmasinda, pankreas kanalina uygulanmak iizere tasarlanmis ve
sitotoksisite derecesi en fazla 6nem arz eden ana formiilasyon HSAM4’in PC18
igerisinde dagitildigi H4P18 kodlu formiilasyondur. Ana formiilasyonun hiicre canlilig
tizerinde etkileri incelendiginde, 2 pL. HSAM4 ile %88 olan hiicre canliliginin ayni
konsantrasyonda HSAM4’iin PC18 icerisinde dagitilmasiyla %65°e diistigii tespit
edilmistir. Hiicre canlihigindaki bu belirgin azalis, PC18’in varhigiyla agiklanmstir.
Poloksamer ve kitosan temelli bir in situ jellesen sistem olan PC18 5 farkli derisimde
HUVEC saglikli hiicrelerine uygulanmistir. PC18’in  uygulandigi en yiiksek
konsantrasyonda hiicrelerin yarisini 61diirdiigii gézlenmistir. Bu jel formiilasyonunun en
diisiik derisiminde ise hiicre canliligi ancak %61 seviyesine ¢ikabilmistir. Bu durum in
situ jellesen sistemin diisiik pH degeri iliskilendirilmis ve kullanilan polimerlerin

sitotoksik etkinlik gosterdigini diisiindiirmiistiir.
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Sekil 5.12. Huvec-24. saat % canlilik grafigi

HUVEC-48 SAAT
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Sekil 5.13. Huvec-48. saat % canlilik grafigi

HSAB formiilasyonuna ait 48. saat MTT c¢alismasi sonuglarima bakildiginda,
alblimin nanopartikiillerinin 24. saat sitotoksisite sonuglarinda belirgin bir diisiis
yasanmamis olup, HUVEC hiicreleri biiyiik oranda canliligini korumustur. Hiicrelere 10
uL miktarda uygulanmis olan HSAB formiislasyonu ile hiicrelerin 2. giiniin sonunda da

yaklagik olarak tamaminin (%97) canli oldugu gozlenmistir.

59



Bu tez ¢alismasi kapsamindan PDAC hastalarinda kullanilmak {izere tasarlanmis
olan H4P18’in 48. saat sitotoksisite calisma sonuclari incelendiginde, hiicrelerin 24.
saatteki konsanrasyon-% canlilik iliskisini 48.saatte de korudugu goriilmektedir. Bu
durum, etkin maddenin albiimin nanopartikiillerinden yavas ve kontrollii salimi ile
iligkilendirilmistir. Diger bir yandan, uzun siire boyunca dogrudan saf Meis2i’ye maruz
birakilan saglikli hiicrelerin canlilig1 ise en diisiik Meis2i konsantrasyonunda dahi %16
seviyesinde olmustur.

IRGD peptidinin kanserli hiicreleri Ttizerindeki etkisinin degerlendirilmesi
amaciyla saglikli hiicrelere uygulanan formiilasyonlara ek olarak; iRGD peptidinin
sudaki ¢ozeltisi (iIRGD), PC18 i¢inde dagitildig: formiilasyonlar (i-PC18) ve H4P18’e
farkli oranlarda ilave edildigi formiilasyonlar (i-H4P18), PANCLI hiicrelerine uygulanmis
ve elde edilen 24. ve 48. saat MTT sonuclari asagida yer alan Sekil 5.14 ve Sekil 5.15’te

gosterilmigtir.
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Sekil 5.14. PANC1-24. saat % canlilik grafigi
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Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasi kapsaminda stromal bariyer ile karakterize olan
pankreas kanser hiicrelerine ila¢ hedeflendirme ¢alismas yiiriitiilmiistiir. Bu dogrultuda
hazirlanan gesitli formiilasyonlar arasinda, kanserli hiicreler {izerindeki basarisi ilerleyen

doénemler i¢in planlanan ¢aligmalar igin belirleyici olan son formiilasyon i-H4P18’dir.

Meis2i yiiklii albiimin nanopartikiillerini tagiyan in situ jellesen sistem igerisinde
IRGD peptidinin farkli oranlarda dagitilmasiyla elde edilen i-H4P18 formiilasyonunun
24. saat MTT sonuglar1 incendiginde, PANCI hiicrelerine 15 pL uygulanan i-H4P18’{in
kanserli hiicrelerin %50’sini oldiirdiigii goriilmektedir. Ayni konsantrasyonda H4P18
uygulanmasi ile PANCI hiicrelerinin daha yiiksek bir canlilik orani sergilemis olmasi,
peptidin anti kanser aktiviteyi arttirmig olabilecegini diisiindiirmektedir. IRGD peptidinin
formiilasyon i¢inde kullanildigi konsantrasyonlarda tek basmna kanserli hiicrelere
uygulandig1 24. ve 48 saat sonuclari incelendiginde sitotoksik etkinlik gdstermis olmasi

da bu durumu kanaitlar niteliktedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan galismalar sonucunda, MEIS inhibitdrii olan yeni bir molekiiliin UPLC ile
oldukca hassas bir sekilde tayin edilmesini saglayacak yeni bir yontemin gelistirildigi,
antikanser 6zellige sahip bu etkin maddenin albiimin nanopartikiillerine ytliksek oranda
yiiklenebildigi, ylklii partikiillerin partikiil boyutu ve dagilimlarinin hiicresel alim ig¢in
uygun oldugu, yiizey yiiklerinin siispansiyonun kararlilig1 i¢in uygun degerlerde oldugu,
uzun siireli salim yapilabildigi ve saglikli hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerine daha toksik
ozellik gosterdigi belirlenmistir. Bu siispansiyonlarin in situ jellesen sistem igerisinde de
stabil kalabildigi ve jellesmenin viicut sicakliginda gergeklesebildigi, salim profili
acisindan degerlendirildiginde ise partikiillerin etkin maddeyi ortama uzun bir siire
boyunca kontrollii olarak salabilecegi sonucuna varilmistir. In situ jellesen sistemin
reolojik 6zelligi ise formiilasyonun enjekte edilebilecek akis 6zelligi sergiledigini ortaya

koymaktadir.

Yapilan bu tez ¢alismasi, yeni bir molekiiliin ilag tasiyici sistem igerisinde formiile
edilebilecegini gostermistir. Bundan sonraki donemde bu sistemlerin kanserlestirilmis
hayvan modelleri tizerinde etkinliklerini belirlemek amaciyla in vivo testler yapilmasi

planlanmaktadir.
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