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SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

: yiizde

: santigrat derece

: mikrogram

: mikrolitre

: mikrometre

: “basal cell carcinoma”, bazal hiicreli karsinom

: Bos lipozom

: “contrast transmission electron microscopy”, kontrastli ge¢irimli elektron mikroskobu
: “desert hedgehog”

: dimetilsiilfoksit

: deoksiriboniikleik asit

: 1,2-dioleoil-sn-glisero-3-fosfokolin

: 1,2-dioleoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin

: 1,2-dioleoil-3-trimetilamonyum-propan

: doksorubisin

:1,2-dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfokolin

: 1,2-distearoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin

: 1,2-dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfokolin

: 1,2-dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin

: dual ilag yiiklii lipozom

: “enhanced permeability and retention”, artirilmis gegirgenlik ve tutulma
: “fetal bovine serum”, fetal sigir serumu

: “U.S. Food and Drug Administration”

: Floresan izotiyosiyanat

: “fourier transform infrared”, fourier doniistimlii kiziltesi
: glioma iligkili onkogen

: G-protein-baglantili reseptor

: “giant unilamellar vesicles”, dev tek katmanli vezikiiller

: fosforik asit

: hepatit B viriisii

: hepatoseliiler karsinom

: hepatit C viriisii

: hedgehog

: “high performans liquid chromatograpy”, yiiksek performansli sivi kromatografisi
: “half-maximal inhibitory concentration”, yar1 maksimal inhibitor derigimi
: “Indian hedgehog”

: potasyum kloriir

: potasyum dihidrojen fosfat

: “large unilamellar vesicles”, biiyiik tek katmanli vezikiiller

: miligram

: mililitre

: “multilamellar vesicles”, cok katmanli vezikiiller

: milimetre

: milimolar

: “multivesicular vesicles”, ¢ok vezikiillii vezikiiller

1 (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir)

: milivolt

: disodyum hidrojen fosfat

: sodyum kloriir

xii



nm
NO

NP

oD
PBS
PDGFR
pdi
PEG

PI
PLGA
POPC
Ptch

SD

Shh
Smo
Sor-Lip
SUFU
SUV
viv
VEGFR
Vis-Lip
Zn0O
w/w

X

: nanometre

: nitrik osit

: nanopartikiil

: optik dansite

: “phosphate buffered saline”,

: platelet kokenli biiyiime faktorii reseptorii

: polidispersite indeksi
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OZET

Karaciger Kanseri Tedavisine Yonelik Dual flac iceren Tasiyic1 Sistem
Hazirlanmasi, Karakterizasyonu Ve Karaciger Kanseri Uzerindeki Etkisinin /n
Vitro incelenmesi

Karaciger kanseri en sik tan1 konulan altinci kanser tiirii olup kansere bagh
oliimlerde iiciincii siradadir. Sorafenib, eriskinlerde, karaciger kanseri tiirlerinden
hepatoseliiler karsinomun birinci basamak tedavisinde kullamilan bir ilagtir.
Vismodegib hepatoseliiler karsinom gelisiminde rol oynadig: diisiiniilen Hedgehog
yolagimin inhibitoriidiir. Birlesik ila¢ tedavileri kanserlerde tedavi etkinliginin
artirllmasi1 amaciyla kullamlabilmektedir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaclarin
neden oldugu yan etkilerin azaltilip, terapotik etkinliklerinin artirilmasi i¢in ilac¢
tasima sistemlerine yiiklenmesi kabul goren bir yaklasimdir. Calismada hidrofobik
karakterli bu iki ilacin lipozomal sisteme yiiklenmesi, ayn1 zamanda sinerjik
etKkisinin incelenmesi ve karaciger kanseri iizerinde terapotik etkinliginin in vitro
olarak arastirilmasi amacland.

Ince lipit film hidrasyon yontemiyle hazirlanan lipozomlara sorafenib ve
vismodegib ilaclar1 beraber yiiklendi. Dual ilag yiiklii lipozomlarin optimizasyon ve
karakterizasyon calismalari, in vitro ila¢ salimi, stabilite ve hemoliz deneyleri
gerceklestirilerek in vitro sitotoksisitesi ve apoptotik etkisi arastirildi. Elde edilen
verilere gore lipozomal tasima sisteminin karakteristik ozelliklerinin uygun oldugu,
ilaclar1 kontrollii saldigi, hemolize neden olmadigi, hepatoseliller karsinom
hiicreleri tizerinde sitotoksik ve apoptotik etkisinin bulundugu belirlendi. Bununla
birlikte dual ila¢ yiiklii tasima sisteminin saghkh insan hiicrelerine zarar vermedigi
tespit edildi.

Sonug olarak elde edilen dual ila¢ yiiklii tasima sisteminin azaltilmis yan etki
ve artirlmis terapotik etkinlik ile karaciger kanseri tedavisinde kullamim
potansiyelin oldugu kamisina varilabilir.

Anahtar sozciikler: Karaciger kanseri, sorafenib, vismodegib, lipozomal ila¢ tasima,
dual tedavi
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ABSTRACT

Preparation and Characterization of Dual Drug Containing Carrier System for
Liver Cancer Treatment and In Vitro Investigation of Its Effect on Liver Cancer

Liver cancer is the sixth most diagnosed cancer type and is the third leading
cause of cancer-related deaths. Sorafenib is a drug used in the first-line treatment
of hepatocellular carcinoma, a type of liver cancer, in adults. Vismodegib is an
inhibitor of the Hedgehog pathway, which is thought to play a role in the
development of hepatocellular carcinoma. Combined drug therapies can be used to
increase the effectiveness of cancer treatment. Loading drugs used in cancer
treatment into drug delivery systems is an accepted approach to reduce side effects
and increase therapeutic efficacy. The aim of the study was to load these two
hydrophobic drugs into the liposomal system, to examine their synergistic effects
and to investigate their therapeutic efficacy on liver cancer in vitro.

Liposomes prepared by thin lipid film hydration method were loaded with
sorafenib and vismodegib drugs together. Optimization and characterization
studies, in vitro drug release, stability and hemolysis experiments of the dual drug
loaded liposome were performed. Also in vitro cytotoxicity and apoptotic effect of
dual drug loaded liposomes were investigated. According to the obtained data, it was
determined that the liposomal drug delivery system had appropriate characteristics,
released the drugs in a controlled manner, did not cause hemolysis, and had
cytotoxic and apoptotic effects on hepatocellular carcinoma cells. However, it was
determined that the dual drug-loaded liposomal system did not cause toxicity in
healthy human cells.

As a result, it can be concluded that the obtained dual drug-loaded delivery
system has the potential to be used in the treatment of liver cancer with reduced side
effects and increased therapeutic efficacy.

Keywords: liver cancer, sorafenib, vismodegib, liposomal drug delivery, dual
therapy
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1. GIRIS

Kanser, viicuttaki bazi hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmasi ve viicudun
diger bolgelerine yayilmasiyla olusan bir hastaliktir (1). Kanser hiicreleri proliferatif
uyarinin siirdiiriilmesi, biiylimeyi inhibe eden uyarilara duyarsizlik, immiin sistemden
kacis, replikatif Oliimsiizlik, timoér kaynakli inflamasyon, invazyon ve metastaz,
anjiyogenez, kararsiz genom ve mutagenez, hiicre Oliimiine diren¢ ve hiicresel
metabolizmanin bozulmasi gibi bazi karakteristik 6zelliklere sahiptir (2).

Kanser, diinya ¢apinda her alti Sliimden birinin ve her bulasici olmayan
hastaliklardan kaynaklanan dort 6liimden birinin sorumlusudur. 2022 verilerine gore
diinya c¢apinda yaklasik 20 milyon yeni kanser vakasi ve 9,7 milyon kanser 6limii
meydana gelmistir.

Karaciger kanseri en sik teshis edilen altinci kanser tiirii olup kansere baglh
Oliimlerde ticilincii siradadir (3). Erigkinlerde karaciger kanseri vakalarinin %75-85’ini
hepatoselliiler karsinom olusturmaktadir. Hepatoseliiler karsinom olusumunda hepatit B
ve C virtisleri, alkol tiiketimi, obezite, tip 2 diyabet gibi risk faktorlerinin yani sira gesitli
molekiiler mekanizmalar da rol oynamaktadir (4),(5).

Hepatoseliiler karsinom tedavisi lokal ya da sistemik olabilmektedir. Erken evrede
tan1 konulabilen hepatoseliiler karsinom hastalarinda lokal tedavi olas1 iken, ileri evrede
tan1 konulan ya da cerrahi sonras1 niiks goriilen hastalarda sistemik tedavi gerceklestirilir
(6). Sistemik tedavide birinci basamak olarak kullanilmak {izere ilk olarak onaylanan
yolak hedefli bir ilag¢ olan sorafenib, multikinaz inhibitorii olarak gérev yapmaktadir (7).
Hepatoseliiler karsinomda aktif hale geldigi kesfedilen yolaklardan biri de embriyonik
gelisimde rol aldig bilinen, sag, deri ve kok hiicreler haricindeki tiim normal hiicrelerde
inaktif olan “Hedgehog” yolagidir. Vismodegib “Hedgehog” yolaginin bir bileseni olan
Smo reseptor inhibitoriidiir (8),(9). Sistemik kanser tedavisinde kullanilan pek ¢ok ilag
gibi sorafenib de yorgunluk, kilo kaybi, dokiintii/soyulma, el-ayak sendromu, alopesi,
ishal, istahsizlik, mide bulantisi, karin agrisi, hipertansiyon, duyusal noropati, agri,
kasinti, kuru cilt, hipoalbliminemi, hipofosfatemi, ishal, lipaz artisi, amilaz artisi,
anoreksi, kusma, kabizlik, kas agrisi, gii¢siizliik, dispne, 6ksiiriik, kanama gibi yan etkiler

olusturmaktadir (10). Vismodegibin neden oldugu yan etkiler ise kas spazmlari, sag



dokiilmesi, disguzi (tat alma bozuklugu), kilo kayb1, yorgunluk, mide bulantisi, istahsizlik
ve ishal olarak siralanabilir (8).

Sistemik kanser tedavilerindeki secici olmayan ila¢ dagilimindan kaynaklanan
yan etkilerin ortadan kaldirilmasinda nanoteknolojik yaklagimlar 6nemli bir rol
oynamaktadir. Nanopartikiiler ila¢ tasima sistemleri, ilag direncinin ve yan etkilerin
azaltilmasini, biyoyararlanim, ilag ¢Oziiniirligi ve kararliligin artirilmasini, ilag
hedeflemenin olas1 kilinmasini, hasta iyilik halinin artirilmasi ve gereken ila¢ dozunun
azaltilmasini saglayabilir (11).

[k kesfedilen nanopartikiiler tasima sistemlerinden biri olan lipozomlar, dogal ya
da sentetik lipitlerin sulu bir ortamda emiilsifiye edilmesi sonucu olusan, bir ya da daha
fazla lipit cift katmanindan olusan kiiresel lipit vezikiilleridir. Biyouyumluluklari,
kararliliklari, sentezlenmelerinin kolay olmasi, yiiksek ila¢ yiikleme kapasiteleri, yiiksek
biyoyararlanimlari nedeniyle lipozomlar, nanomedikal alanda yaygin olarak kullanilan
nanopartikiillerdir. Boyutlar1 yaninda hem hidrofilik hem de lipofilik ila¢ molekiillerini
kapsiilleme yetenekleri nedeniyle siklikla yeglenmektedirler (12). Lipozom sentezi i¢in
cesitli sentezleme yoOntemleri olmakla birlikte en sik kullanilan yontem ince film
hidrasyonudur (13).

Normal damarlarin aksine, tiimor damar sisteminin tipik olarak nispeten biiytlik
gozeneklere sahip olmasi ve artan bir damar gegirgenligine sahip olusu, intraven6z olarak
uygulanan nanoilaclarin pasif hedeflemeyle tiimor bolgelerine ulagsmasinda etkin rol
oynar. Ayn1 zamanda diizgiin c¢alisan bir lenf drenaj aginin olmamas: ilag tasima
sistemlerinin pasif olarak timor bolgesine toplanmasina ve tiimore kolaylikla gegisine
olanak tanir (14).

Bu calismayla karaciger kanser tiirlerinden biri olan hepatoseliiler karsinom
tedavisinde kullanilmak {izere, pasif hedefli, sorafenib ve vismodegib ilaclarin1 beraber
iceren, lipozomal ilag tasima sisteminin gelistirilmesi amaclanmistir. Bu amag
cercevesinde sorafenib ile vismodegibin HCC tedavisinde beraber kullaniminin etkinligi
de incelenmistir. Ayrica dual ila¢ iceren lipozomal tasima sisteminin sentez ve
karakterizasyon caligmalar1 gerceklestirilerek, tasima sisteminin hemolitik aktivitesi ile
serbest ve tasima sistemine yiiklii ilaglarin in vitro sitotoksisitesi irdelenmis ve karaciger

kanseri hiicreleri tizerindeki apoptotik etkinligi arastirilmistir.



2. GENEL BILGIi

2.1. Kanser

Diinya Saghk Orgiitii kanseri, viicudun hemen hemen her organinda ya da

dokusunda baslayabilen, anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmasi, normal

sinirlarin1 asarak viicudun bitisik bolgelerini istila etmesi ve/veya diger organlara

yayilmastyla olusan biiyiik bir hastalik grubu olarak tanimlamaktadir (15).

Kanser hiicreleri sekil 2.1°de goriilen ve asagida siralanan temel 6zelliklere sahiptir:

Proliferatif uyarmin siirdiiriilmesi
Biiyiimeyi inhibe eden uyarilara duyarsizlik
Immiin sistemden kag1s

Replikatif 6liimsiizliik

Tiimdr kaynakli inflamasyon

Invazyon ve metastaz aktivasyonu
Anjiyogenez

Kararsiz genom ve mutagenez

Hiicre 6liimiine direng

Hiicresel metabolizmanin bozulmasi



Proliferatif sinyallemenin Blylmeyi inhibe eden
stirddrdlmesi sinyallere duyarsizlik

Hicresel
metabolizmanin
bozulmasi

Immiin
sistemden kagig

Hucre olumune

c‘c. £
direng "' «09

Replikatif
olumsuziuk

Genom Kararsizhgi ve
Mutasyon Tumaor kaynaklh
Q inflamasyon

Anjiyogenez Invazyon ve Metastaz
Aktivasyonu

Sekil 2.1. Kanserin 6zellikleri (2).

Kanser hiicrelerinin tartismasiz en temel 6zelligi, ¢cogalmay1 siirdiirebilme
yetenekleridir. Normal dokular, bliylimeyi 6zendiren uyarilarin iiretimi ve salinimini
denetleyerek hiicre sayisinin homeostazisi ve normal doku islevinin korunmasini saglar.
Biiylimeyi 6zendiren uyarilar, hiicre i¢ine biiylik dl¢iide hiicre i¢i tirozin kinaz bolgeleri
iceren hiicre ylizeyindeki reseptorlere baglanan biiylime faktorleri tarafindan iletilir.
Normal hiicrelerdeki mitojenik uyarilar, diger bir deyisle hiicre ¢ogalma uyarilariyla ilgili
bilgiler heniliz tam olarak anlagilmamistir. Normal dokular i¢indeki hiicre sayisini ve
konumunu denetleyen biliylime faktorii uyarilarinin, hiicreler arasinda diizenlenmis bir
sekilde iletildigi diisiiniilmektedir. Buna karsin kanser hiicrelerinin ¢ogalma uyarilariyla
ilgili bilgiler normal hiicrelere gore daha iyi aydmlatilmigtir. Kanser hiicreleri
cogalmalarini siirdiirme yetenegini ¢esitli yollarla kazanabilirler: (a) Biiyiime faktorii
ligandlarin1 tretebilirler ve bu ligandlar ilgili reseptorlere baglanarak yanit verebilirler
(otokrin proliferatif uyarim), (b) Kanser hiicre yiizeyindeki reseptor proteinlerinin
diizeylerinin artirilmasiyla biiyiime ligandina asir1 duyarli hale gelme s6z konusu olabilir,
(¢) Cogalma reseptdr molekiillerindeki liganddan bagimsiz uyarilmay: kolaylastiran

yapisal degisikliklerden de kaynaklanabilir (16).



Bagisiklik sistemi, enfekte hiicreler ya da kanser hiicreleri gibi hastalikli ve
potansiyel olarak zararli hiicreleri saptayip ortadan kaldirabilir. Bagisiklik sisteminin bir
parcasi olan T hiicresi aracili gozetim, kanser hiicresi yiizeyindeki insan l6kosit antijen
(“human leukocyte antigen”, HLA) tarafindan saglanan tiimor antijenlerinin taninmasina
dayanir. Bu antijenler, kanser hiicresine 0zgii genetik degisikliklerden ve degismis
hiicresel siireglerden kaynaklanir. Ancak, timor ¢esitli mekanizmalarla immiin sistemden
kacgabilir. Tiimoriin uyguladigi immiin kaginma mekanizmalari, antitimoér bagisikligini
baskilamada farkli derecede etkilidir (17).

Kanser hiicrelerinin makroskobik tiimorler olusturabilmek igin sinirsiz
replikasyon potansiyeline ihtiya¢ duydugu yaygin olarak kabul gérmiistiir. Dogrusal
kromozomlarin uglarin1 kapatan ve genom kararliligini koruyan koruyucu yapilar olan
telomerlerin, smirsiz ¢ogalma yeteneginde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Telomer
uzunlugu hiicre boliinmesi ve yaslanmayla kisalir. Telomerlerin kritik bir uzunluga
ulasana kadar kisalmasi sonrasi bir noktada islevsiz hale gelirler ve replikatif yaslanma
(“replicative senescence”) olarak bilinen kalici bir hiicre donglisii durmasina girilir.
Telomer kisalmasinin neden oldugu yaslanma, sinirsiz hiicre biiylimesine karsi etkili bir
bariyer gorevi goriir ve bu nedenle 6nemli bir tiimdr baskilayict mekanizmay1 temsil eder.
Telomerik DNA'nin uglarina telomer tekrar segmentleri ekleyen 6zel bir DNA polimeraz
olan telomeraz, 6liimsilizlesmemis hiicrelerde hemen hemen yoktur; ancak insan kanser
hiicreleri de dahil olmak iizere kendiliginden Oliimsiizlesen hiicrelerin biiyiik
cogunlugunda (%90'a yakin) islevsel olarak 6nemli diizeylerde ifade edilir. Telomeraz,
telomerik DNA'y1 uzatarak, yoklugunda meydana gelecek olan telomer erozyonuna karsi
koyabilir. Bu durum, hem yaslanmaya hem de apoptoza karsi diren¢ gelismesiyle
sonuglanir (16),(18). Apoptozis ya da programlanmis hiicre 6liimii, organizma geligimi
ve doku homeostazinda 6nemli bir rol oynayan evrimsel olarak korunan bir siiregtir.
Ancak bazi patolojik durumlarda, 6zellikle kanserde, hiicreler, apoptozis kaynakli 6liime
ugrama yeteneklerini kaybederek, kontrolsiiz ¢ogalir. Kanser hiicrelerinde genellikle
apoptotik kaskatin aktivasyonuna kars1 énemli rol oynayan proteinlerin ¢ogunun asiri
ifade edildigi goriliir (19).

Kanser hastalarinin prognozunda tiimor hiicrelerinin invazyonu ve metastazi
Oonem gostermektedir. Timor metastazi, kanserle iligkili 6liimlerin %90'indan fazlasini ve

ileri evre kanser hastalarinin biiyiik ¢ogunlugunun klinik yonetimi i¢in zorluk olusturan,



malignitenin ilerlemesinde rol alan 6nemli bir olaydir. Timor metastazi, uzak organlarda
ikincil timorlerin olusumuna yol agan bir dizi asamayi icerir ve kanser kaynakli mortalite
ve morbiditeden biiyiik dl¢iide sorumludur. Metastatik basamak kabaca ii¢ ana siirece
ayrilabilir; invazyon, intravazasyon ve ekstravazasyon. Hiicre adhezyonunun kaybi, kotii
huylu tiimdr hiicrelerinin birincil tiimor kiitlesinden ayrilmasina olanak tanir ve hiicre-
hiicre dis1 matriks etkilesimindeki degisiklikler, hiicrelerin ¢evredeki stromaya invaze
olmasina olanak tanir. Bu siirecte, bazal membrani ve hiicre dis1 matrisi pargalamak i¢in
gerekli maddelerin salgilanarak, hareketlilik ve go¢iin denetiminde yer alan proteinlerin
ekspresyonu ya da baskilanmasi da s6z konusudur. Boylece hiicreler tiimoriin yakinindaki
kan damarma girerek, dolasim sistemine ulasir ve uzak bolgelere metastaz yapabilir. Bu
siire¢ intravazasyon olarak adlandirilir. Tiimor hiicresi ekstravazasyon siirecinde damar
icinde biyokimyasal etkilesimlerle endotel hiicrelerine yapisir ve bdylece bazal
membrana gecer. Yeni tiimor daha sonra bu ikincil odakta ¢ogalabilir (20),(21).

Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve metastatik yayilimi, yeterli oksijen ve besin
saglanmasia ve atik iirlinlerin uzaklastirilmasina bagl oldugundan, damar aginda
biliylime O6nemlidir. Bu nedenle anjiyogenez adi verilen yeni kan damarlarinin olusum
stireci gerceklesir. Tiimor dokulart besin ve oksijene ihtiya¢ duydugunda anjiyogenez
uyarilir. Anjiyogenezin hem aktivator hem de inhibitér molekiilleri tarafindan
diizenlendigi bilinmektedir (22).

Genomik kararsizlik, cogu kanserde goriilen bir 6zelliktir. Kalitsal kanserlerde,
genomik kararsizlik DNA onarim genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanir ve kanser
gelisimini yonlendirir. Kalitsal olmayan kanserlerde genomik karasizligin molekiiler
temeli belirsizligini korumaktadir (23). Genomik kararliligin korunmasi, hiicre
biitiinliigliniin, DNA replikasyonundan kaynaklanan hatalarin, hiicre metabolizmasindan
kaynaklanan reaktif oksijen tiirleri gibi endojen genotoksiklerin ve ultraviyole 151k,
iyonlastirict radyasyon ya da DNA'ya zarar veren kimyasallar gibi ekzojen kanserojen
saldirilarinin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir. Timor baslangici ve ilerlemesinin, normal
hiicrelerde meydana gelen genomik degisiklik ve sonrasinda daha agresif alt klonlarin
olusmasindan kaynaklandigina inanilmaktadir. Tiimor hiicre popiilasyonunun normal
hiicrelere kiyasla genetik olarak daha dengesiz oldugu goriilmektedir. Genomik

kararsizlik, kanserli hiicrelere biliylime avantaji saglamaktadir (24).



Tim bu farkliliklarin yani sira hiicresel malign doniisiimde, metabolik
degisiklikler de belirgin 0Olglide meydana gelmektedir ve bu degisiklikler
karsinogenezisin bir 0zelligi olarak kabul edilmektedir. Otto Warburg, kanser
hiicrelerinin oksijen varliginda bile oksidatif fosforilasyona gitmeden glikoliz yoluyla
enerji Urettigini bildirmistir. Kanser hiicrelerinde aerobik glikoliz olarak ifade edilen ve
“Warburg etkisi” olarak da bilinen bu metabolik degisim sonucu, glukoz tasiyicilari
(GLUT) araciligryla glukoz alimi artirilir ve piriivat laktata oksitlenir. Tiimor dokularinin
hipoksik mikrogevresinde yiiksek aerobik glikoliz orani, kanser hiicrelerine oksidatif
fosforilasyon sinirli oldugunda, yeterli ATP saglamak gibi avantajlar getirir. Ayrica
glikolitik yoldaki ara metabolitler, DNA ve yag asitlerinin sentezi i¢in yapi taglari ya da
onciiller meydana getirir. Ornegin, glikolitik yolda olusan glukoz-6-fosfat, riboz-5-fosfat
ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) iiretmek icin pentoz fosfat yoluna
yonlendirilebilir.  Glikoliz ~sirasinda iretilen yiliksek laktik asit seviyeleri,
metalloproteinazlart ve matris yeniden sekillendirme enzimlerini aktive edebilir ve
boylece kanser invazyonuna ve metastazina katkida bulunabilir. Kanser hiicrelerinde
glukoz tiikketiminin artmasinin yani sira glutamin aliminin ve metabolizmasini arttig1 da
bilinmektedir. Bunlarin yan1 sira, kanser hiicrelerinde metabolik yolaklardaki pek ¢ok
enzimde degisiklikler meydana geldigi (Ornegin trikarboksilik asit ¢cevriminde ya da
elektron transport zincirindeki bazi enzimlerin kanser hiicrelerinde mutasyona ugradig:
belirtilmektedir.) ve meydana gelen bazi metabolik degisikliklerin ila¢ direnci ile de
iligkili olabilecegi ifade edilmektedir (25),(26),(27).

Kanser, 21. ylizyillda 6nemli bir toplumsal, halk sagligi ve ekonomik sorun olup,
diinya ¢apinda her alt1 6liimden birinin ve bulasict olmayan hastaliklardan kaynaklanan
her dort 6liimden birinin sorumlusudur (3). GLOBOCAN (“Global Cancer Observatory”)
2022 verilerine gore her iki cinsiyet bir arada degerlendirildiginde, 2022 yilinda diinya
capinda yaklasik 20 milyon yeni vaka ve 9,7 milyon kanser 6liimii meydana gelmistir
(28). Diinyada kanser vakalarinin 2022 yilindaki bolgelere gore dagilimi sekil 2.2°de
goriilmektedir. Buna gore en fazla vaka oran1 Asya kitasinda goriiliirken, onu Avrupa ve
Kuzey Amerika izlemektedir. 2022 yilinda Tiirkiye’de ise 240 bin yeni vaka ve 130 bin
Oltim bildirilmistir (29).
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Sekil 2.2. Kanser vaka sayilarinin bolgelere gore dagilimi (GLOBOCAN 2022).

Diinya capinda goriilen kanser vakalarinin kanser tiplerine gére dagilimi sekil
2.3’te goriilmektedir. Buna gore her iki cinsiyet agisindan degerlendirildiginde en sik
gozlenen kanser tipi akciger kanseri iken onu sirastyla meme, kolorektum, prostat, mide,

karaciger kanseri ve diger kanserler izlemektedir.
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Sekil 2.3. Kanser tiplerine gore kanser vakalarinin dagilimi (GLOBOCAN 2022).



2.2, Karaciger Kanseri

Karaciger kanseri GLOBOCAN 2022 yil1 verilerine gore yilda 865 bin yeni vaka
ile en sik teshis edilen altinci kanser tiirii olup kansere bagh 6liimlerde tigiincii siradadir
(3). 2020 yil1 verileri incelendiginde, karaciger kanseri 90 iilkede kanser 6liimiiniin ilk
bes nedeni arasindadir. Dogu ve Giineydogu Asya, Kuzey ve Bat1 Afrika ve Orta Amerika
bu tilkelerin bagindadir. Bununla birlikte karaciger kanseri, Avrupa'daki (Bosna-Hersek,
Fransa, italya, Moldova Cumhuriyeti ve Romanya) ve Bat1 Asya'daki (Iran, Suudi
Arabistan, Tiirkmenistan ve Ozbekistan) bazi iilkelerde kanser kaynakl1 6liimlerin ilk bes
nedeninden biri olarak bildirilmistir. 2020 ile 2040 yillar1 arasinda yeni karaciger kanseri
vaka sayisinin %55 oraninda artacagi ve 2040 yili icin 1,4 milyon yeni tani
ongoriilmektedir. Yine 2040 yilinda, karaciger kanserine bagli 1,3 milyon olim
gerceklesecegi tahmin edilmektedir (30).

Karaciger kanseri, ¢cogunlukla hepatoselliiler karsinomu (HCC) (vakalarin %75-
85°1) ve intrahepatik kolanjiyokarsinomu (vakalarin %10-151) kapsar. Hepatit B viriisii
(HBV) ya da hepatit C viriisii (HCV) kronik enfeksiyonu diinya ¢apinda HCC'nin %21
ila %55'inden sorumludur. HCC i¢in diger risk faktorleri arasinda aflatoksin maruziyeti,
yogun alkol tiiketimi, obezite, tip 2 diyabet ve sigara kullanimi yer alir (3). HCC'nin
gelisimi, hepatosit iltihabi, nekroz ve rejenerasyonu igeren karaciger hasarini igerir.
Birden fazla risk faktoriine sahip olmak HCC gelisimine katkida bulunabilir; 6rnegin,
aflatoksinlere maruz kalan HBV hastalarinin HCC gelistirme riski, maruz kalmayanlara
kiyasla 60 kat daha fazladir. Ileri steatoz, insiilin direnci, hiperinsiilinemi, yag dokusu
yeniden sekillenmesi, oksidatif hasar, genetik faktorler ve epigenetik degisikliklerle
birlikte onkojenik sinyallemeyi aktive eder ve HCC gelisimini destekler. Alkolsiiz yaglh
karaciger hastalig1 (“nonalcoholic fatty liver disease”, NAFLD) son zamanlarda bir¢ok
tilkede HCC'nin baslica nedenlerinden biri olarak 6ne ¢cikmaktadir. Alkolsiiz steatohepatit
(“nonalcoholic steatohepatitis”, NASH), NAFLD'deki ilk inflamatuar evre fazidir ve
hepatik lipid birikimi s6z konusudur. Bu, potansiyel olarak zararli metabolitlerin es
zamanli birikimi ve karaciger tiimor olusumunu destekleyen hiicresel metabolik
degisikliklerle karakterizedir. Ek olarak asir1 beslenme ve insiilin direnci dogrudan
bagisiklik sistemini harekete gegirebilir ve hepatositlere daha fazla zarar verebilir. Sonug
olarak, hepatoseliiler stres, hepatositlerin apoptozunu, nekrozunu ve nekroptozu

tetikleyerek HCC'ye yol agabilir (5).



Yukarida ifade edilen risk faktorlerinin yani sira HCC olusum ve gelisiminde bazi
molekiiler mekanizmalar da rol almaktadir. Bunlar arasinda proto-onkogenler, timor
baskilayict1 genler ve hiicre c¢ogalma dongilisiinde, hiicre apoptozu ve hiicre
farklilasmasinda rol alan genlerdeki degisiklikler yer almaktadir. HCC'de en sik goriilen
gen mutasyonlari telomeraz (TERT) promotori, protein 53 (pS53), B-katenin (CTNNB1),
aksin-1 (AXIN1) AT agisindan zengin etkilesimli alan igeren protein 1A (ARID1A) ve
AT agisindan zengin etkilesimli alan i¢eren protein 2 (ARID2)'dir. Telomer devamliligi,
p53 yolagi, Wnt yolagi, hiicre dongiisii, RassMAPK yolagi, AKT/mTOR yolagi, kromatin
yeniden sekillenmesi, oksidatif stres ve anjiyogenezdeki bozukluklar HCC olusumunun
%10'undan daha azin1 olusturan diger 6nemli parametrelerdir (4),(31).

HCC hastalarinin  9%20-50'sinde epigenetik modifikasyonlar séz konusudur.
Metilasyon genellikle HCC'nin baslangicinda ve ilerlemesinde meydana gelir. Histon
deasetilazlarin da HCC patogenezinde rol aldigi belirtilmektedir. Ayrica cesitli
mikroRNA'larin anormal ekspresyonunun anjiyogenezi ve otofajiyi, hiicre apoptozunu,
cogalmasini, metastazini ve invazyonunu diizenleyebilecegi ve HCC'nin olusumuna ve
gelisimine katilabilecegi ifade edilmektedir (4),(32).

Arastirmacilar, hiicre sag kalimini, apoptozu, hiicre dongiislinii, ¢cogalmay1 ve
farklilasmay1 kontrol eden ¢oklu sinyal iletim yollarindaki molekiillerin anormal
aktivasyonunun HCC ilerlemesine yol actigini ileri siirmektedir. HCC gelisimindeki bu
onemli sinyal yolaklari, “Ras/Raf/MAPK” yolu, “’PI3K/Akt/mTOR yolu, “Wnt/p-
katenin” yolu, “JAK/STAT” yolu, “Hippo-YAP/TAZ” yolu, “Hedgehog” (Hh) yolu ve
“Notch” yolu olarak bildirilmektedir (4),(33),(34).

HCC tedavisinde lokal ya da sistemik tedavi stratejileri uygulanabilmektedir.
Lokal tedavi yontemleri karaciger rezeksiyonunu, transplantasyonu, perkiitandz
ablasyonu, hepatik arteriyal kemoembolizasyonu ve radyasyon tedavisini kapsamaktadir.
Sistemik tedavi ise kemoterapi, immiinolojik tedavi, hormonal tedaviler ve hedefli
tedaviyi kapsar (35).

Cerrahi tedavi, kiiclik boyutlu tiimdrler ve karaciger fonksiyonu bozulmamis
(Ornegin sirotik karaciger rejeneratif potansiyelini kaybeder ve daha az fonksiyonel hiicre
rezervine sahip olur ve bu nedenle tam cerrahi rezeksiyon olasiligini biiyiik ol¢iide
sinirlar.) hastalar i¢in altin standarttir; karaciger nakli ise karaciger fonksiyonu bozulmus

hastalar i¢in endikedir. Tansplantasyon hepatokarsinom tedavisinde olduk¢a 6nemli rol
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oynamaktadir (35). Ablasyon, erken evre hastalig1 olan hastalar i¢in potansiyel bir tedavi
secenegidir. Ablasyonun basarisi, 2 cm'den 3 cm'ye kadar olan lezyonlarda en yiiksektir
ve 3 cm'den biiyiik tiimorlerde ©Onemli Olgiide azalir (36). Hepatik arteriyel
kemoembolizasyon, rezekte edilemeyen hepatokarsinom i¢in en yaygin tedavilerden
biridir. Bu tedavi tiiriinde geleneksel kemoterapide meydana gelenin aksine, lezyon i¢cinde
maksimum ila¢ derisimine ulasilirken ¢evre organlarda minimum ila¢ derisimine olanak
tanir. Ayrica bu yontemle kontrast madde enjekte edilerek hepatik arterlerin dagiliminin
radyolojik bir goriintiilemesi ve hepatoselliiler karsinomun dogru teshisi de saglanabilir
(35).

Yaklasik %40’ olusturan erken tant konmus HCC hastalar1 lokal tedaviye
uygundur. Lokal tedaviye uygun olmayan ara evredeki hastalar ise sistemik ve
kemoembolizasyon tedavisini gerektirir. Vakalarin %50'sinden fazlasina ileri evrede tam
konmasi nedeniyle HCC'li hastalar i¢in ¢ogunlukla uygulanan tedavi yontemi sistemiktir.
Buna ek olarak, ana tiimorii cerrahi olarak ¢ikarilan kisilerin yaklasik %70'inde de
hastalik niiksedebilir. Dogrudan karacigere uygulanan tedavilerin miimkiin olmadig1 veya
niiksiin goriildiigii durumlarda sistemik tedavi segilir (6).

Sistemik tedavi, ileri evre HCC tedavisinin temelini olusturur. ileri evre HCC'li
hastalarda etkili sistemik tedavi, tiimor boyutunun azalmasi, tiimorle iliskili semptomlarin
tyilesmesi, yasam kalitesinin artmasi ve sag kalimin uzamasi amacini tasir (37).
Sorafenib, lenvatinib, donafenib, regorafenib, kabozantinib, ramusirumab, ve apatinib
dahil olmak iizere ¢esitli molekiiler hedefli ajanlar, ileri evre HCC'ye kars1 sistemik
tedavilerin bel kemigi olmustur (38). ileri evre HCC i¢in onaylanan tedavilerin ¢ogu,
immiinoterapi, tirozin kinaz inhibitorleri ya da VEGF inhibitorlerini kapsar. Bu ajanlarin
olusturacagi sinerjiyi bulmak icin klinik ¢aligmalarda bir¢ok ilag-ilag, ilag-

immiinoterapétik ajan birlikteligi de degerlendirilmeye devam edilmektedir (39).

2.3. Sorafenib ve Vismodegib ilaclar

Calisma kapsaminda HCC sistemik tedavisi i¢in iki farkli yolak inhibitérii olan
sorafenib ve vismodegib ilaglar1 se¢ilmistir. Bu ilaglarin sinerjik etkisinin irdelenmesi ve
etkinliginin artirilip yan etkilerinin azaltilmasi amaciyla da bir tagima sistemine

yiiklenmesi planlanmustir.
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2.3.1. Sorafenib

Sorafenib, 2006 yilinda FDA (“U.S. Food and Drug Administration”) tarafindan
ileri evre renal hiicreli karsinom tedavisi i¢in, 2007 yilinda ise ileri evre HCC tedavisi
icin tek yolak hedefli ilag olarak onaylanmistir (40). HCC igin onaylandigi tarihten
itibaren, ileri evre, rezeke edilemeyen HCC hastalarinin birinci basamak tedavisinde
kullanim1 kiiresel olarak kabul edilmistir ve 2017’ye kadar birinci basamak tedavide
kullanilan tek ilactir(7),(41),(42). Sorafenibin onaylanmasindan dnce, rezeke edilemeyen
ya da ileri metastatik HCC'li hastalar i¢in diinya ¢apinda onaylanmis sistemik bir tedavi
bulunmamaktaydi (43). Nexavar® (Bayer) olarak da bilinen sorafenib, oral olarak
uygulanan bir multikinaz inhibitoriidiir. Uluslararas1 ¢ok merkezli randomize kontrollii
faz III caligmasi olan SHARP (Sorafenib HCC Degerlendirme Rastgele Protokolii)
caligmasi, giinde iki kez 400 mg sorafenib tedavisi uygulanan ileri evre HCC hastalarinin
plasebo grubuyla karsilastirildiginda anlamli sekilde daha yiiksek bir medyan sagkalima
(10,7'ye kars1 7,9 ay; P=0,0006) sahip oldugunu gostermistir. Bagka bir faz III ¢ift kor,
randomize, kontrollii klinik ¢alismasi, sorafenibin ileri HCC hastalarinin sagkalim
sliresini 2,3 ay uzatabilecegini gdstermistir. Bu calismalar sonrasi sorafenib, ileri evre

HCC sistemik tedavisinde birinci basamak olarak onay almistir (44).

F
| !

A

Sekil 2.4. Sorafenibin kimyasal yapisi (PubChem) (45).
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Kimyasal yapisi sekil 2.4’te goriilen sorafenib, kimyasal olarak 4-[4-[[4-kloro-3-
(triflorometil) fenil] karbamoiloamino] fenoksi]-N-metilpiridin-2-karboksamid olarak
adlandirilan, C21H16CIF3N4O3 kapali formiile sahip, 464,8 g/mol molekiiler agirlikli,
hidrofobik bir bilesiktir (45).

Sorafenibin ileri evre HCC hastalarinda anjiyogenez ve proliferasyonu inhibe
ederek etki gosterdigi belirtilmektedir (46). Sorafenib, anjiyogenezle iliskili reseptorleri
(VEGFR, PDGFR, hepatosit faktor reseptorii (c-Kit) ve Fms benzeri tirozin kinaz (FIt-
3)) ve MAPK/ERK kinaz proliferasyon yolunun énemli bir bilesenleri olan Raf-1, B-Raf
ve kinazlar1 inhibe ederek etki gosteren kiiclik molekiildiir (Sekil 2.5) (41),(47).

POGF ¢ VEGF SCF Fit3 gand

Endotel hicresi

. Has
-
PIIK
1 : P Raf
2
Akt/PAB w
Y P 1EX
s
L
NO P ERK
b Anjiyogenez
Endotel hicre sagkalim -.“?1 0< /?y ‘q \ «» | Proliferasyon
Y U tb ) !,b/ Metastaz

= Sorafenib Inhibisyonu Nikleus

Sekil 2.5. Sorafenib etki mekanizmasi. Ang: Anjiyopoietin, Tie2: Tirozin-protein kinaz reseptorii, PDGFR: Platelet
kaynakli bitytime faktorii reseptorii, VEGFR: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii; SCF: Kok hiicre
faktorii; PI3K: Fosfatidil inositol 3-Kinaz, Akt/PKB: Protein-kinaz B, eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz, NO:
Nitrik oksit, P: Fosforile, MEK: Mitojenle aktive olan protein kinaz kinazi, ERK: Ekstraseliiler sinyalle diizenlenen
kinaz (41).

Sorafenible HCC tedavisi i¢in onaylanan standart doz, giinde iki kez 400 mg'dir

(800 mg/giin). Ancak tedavi maliyetlerini diisiirmek ve etkinligi azaltmadan toksisiteyi
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kontrol altinda tutmak i¢in hastalarin daha diisiik bir baslangi¢ dozuyla tedavi edilmesi
disiiniilmektedir (42). Retrospektif bir ¢alismada sorafenibin standart dozuyla tedavi
edilen hastalara (medyan 276 tablet) kiyasla, yan etkilerden dolayir daha diisiik dozla
tedavi edilen hastalarda (medyan 180 tablet), genel sag kalim orani daha disik
bulunmamakla birlikte tedavi maliyetlerinin ve yan etkilerin azaltildig1 ifade edilmektedir
(48).

Sorafenib hastalarda bir¢ok klinik fayda gostermis olsa da yan etkileri géz ardi
edilemez durumdadir. Sorafenibin hedefleri olan hem VEGFR yolu hem de Raf kinaz
bir¢ok organda fizyolojik islev ve homeostaz agisindan onemlidir. Bu sinyal yollarinin
inhibisyonu terapotik etkinligin yani sira ihmal edilemeyecek bir toksisiteye de yol
acmaktadir (49). HCC hastalarinda sorafenib ile iligkili oldugu diisiiniilen en yaygin yan
etkiler, yorgunluk, kilo kaybi, dokiintii/soyulma, el-ayak sendromu, alopesi, ishal,
istahsizlik, mide bulantis1 ve karin agrisidir. Sorafenibin yaygin diger yan etkileri
arasinda ise hipertansiyon, duyusal noropati, agri, kasinti, kuru cilt, hipoalbliminemi,
hipofosfatemi, ishal, lipaz artis1, amilaz artis1, karin agrisi, anoreksi, kusma, kabizlik, kas
agris1, gligsiizliik, dispne, Oksiirik ve kanama bulunur. Sorafenib kullanimina bagl
oldugu belirtilen laboratuvar degerlerindeki anormallikler arasinda da lenfopeni,
trombositopeni, ndtropeni ve lokopeni yer almaktadir (10),(50).

Sorafenib maruziyetinin HCC hastalarinda ¢esitlik biyolojik siiregler sonucu ilag
direncine de neden oldugu belirtilmektedir. Arastirmacilar, sorafenib direnci problemini
asmak i¢in sorafenible birlesik tedavileri arastirma ihtiyaci duymuslardir. Bu amagcla
sorafenibin hem cesitli kemoterapotiklerle hem kendisi gibi yolak hedefli ajanlarla hem
de immiinoterapotiklerle birlikte etkinligini incelemislerdir. Yukarida belirtilen
molekiillerin sorafenible birlikteliginin daha etkili bir sag kalim sonucu elde edilmesinde
ve ila¢ direncinin asilmasinda olasi oldugu belirtilmektedir (46),(51).

Sorafenib kullanimin dezavantajlar1 arasinda s6z konusu yan etkilerinin varligi,
ilag direnci sorunu, suda ¢Ozlniirliiginiin azligi, oral alimi nedeniyle diisiik
biyoyararlanima sahip olmasi gibi nedenler bulunmaktadir. Arastirmacilar, bu sorunlarin
iistesinden gelebilmek icin sorafenibin ila¢ tasima sistemlerine yiiklenmesi ile tedavi
etkinligini iizerinde ¢aligmalar yapmaktadirlar. Bu amagla cesitli hedefleme stratejilerine

gore tasarlanan, polimer, lipit, silika ve metal nanopartikiiller gibi ¢esitli nanopartikiiller
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ile karaciger kanserinin tedavisinde sorafenibin terapotik etkinliginin artirilip yan

etkilerinin diisiiriildiigi belirtilmektedir (52), (53).

2.3.2. Vismodegib

Erivedge (Curis/Genentech) olarak da bilinen vismodegib, 2012 yilinda bazal
hiicreli karsinom (BCC) tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmis “Hedgehog” (Hh)
sinyal yolaginin kii¢iik molekiillii bir inhibitoriidiir (54).

Sekil 2.6. Vismodegibin kimyasal yapisi (PubChem) (55).

Yapist sekil 2.6°da goriilen vismodegib kimyasal olarak 2-kloro-N-(4-kloro-3-
piridin-2-ilfenil)-4-metilsiilfonilbenzamid seklinde adlandirilan, C19H14CIoN2O3S kapali
formiiliine sahip, 421,3 g/mol molekiil agirligina sahip, hidrofobik bir bilesiktir (55).

Smoothened (SMO) reseptore baglanarak Hh yolagi antagonisti olarak etki
gosteren vismodegib, Hh yolunun anormal aktivasyonunu inhibe eder. Hh sinyal yolagi,
gelismekte olan embriyoda hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi, apoptoz ve kendini

yenilemesinin temel diizenleyicisidir. Gelisim sonras1 Hh sinyal yolagi, sag, deri ve kok
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hiicreler haricindeki tiim normal hiicrelerde inaktiftir (8). Ancak bu yolagin anormal
aktivasyonu, BCC, medulloblastoma, meme kanseri, akciger kanseri gibi ¢esitli kanser
tiirlerinde gosterilmistir. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi1 ile birlikte kanser kok
hiicrelerinin biiylimesini ve metastazi diizenleyen Hh yolag: aktivasyonunun, kanserlerin
ilerlemesini yonlendirdigi belirtilmektedir. Bu nedenle son zamanlarda Hh sinyal yolagi,
kanser tedavisinde en yogun arastirilan hedeflerden biri haline gelmistir (9),(56).
Insanlarda, Hh yolag:i birkag ana bilesene sahiptir: (1) Hh ligandlar
(Omurgalilarda, “Sonic Hedgehog” (Shh), “Desert Hedgehog” (Dhh) ve “Indian
Hedgehog” (Ihh) olmak iizere ii¢ ekstraseliiler Hh ligand1 tanimlanmistir.), (2) “Patched”
reseptor (Ptch), (3) G-protein-baglantili reseptor (GPCR) benzeri bir reseptér olan
“Smoothened” reseptér (Smo) ve (4) Glil, Gli2 ve Gli3 (glioma ile iligkili onkogen)
transkripsiyon faktorleri. Hh ligandi1 olmadiginda Ptch, Smo'nun aktivitesini inhibe
ederek yolak inhibisyonuna neden olur. Hh ligandi Ptch'ye baglandiginda, Smo'nun
inhibisyonu kaldirilarak sinyal iletimi etkinlestirilmis olur. Hh ligandinin Ptch'ye
baglanmasi lizerine Smo, bir silyumun ucuna go¢ eder ve Gli-SUFU (“suppressor of
fused”, kaynasmis baskilayici) serbestlesmesi i¢in sinyali gonderir. Gli transkripsiyon
faktorlerinin aracilik etmesiyle de transkripsiyonel yanit ortaya ¢ikar (sekil 2.7)

(9).(56),(57).
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Sekil 2.7. Hh sinyal iletimi (9) .

Hh yolaginin karaciger organogenezinde ve hepatik doku onariminda énemli bir
rol oynadig: diislintilmektedir. Ptchl'in HCC dokusunda, ¢evredeki neoplazik olmayan
karaciger dokusuna kiyasla asir1 ekspresyon gosterdigi bulundu. Ayrica, Smo ve Glil'in
artan ekspresyonunun dogrudan HCC'nin biiyiik timoér boyutuyla iligkili oldugu ifade
edilmektedir (57). HCC'nin invaziv davranisinin, Gli1/2'nin ifadesini kismen baskilayan
bir Smo inhibitdriiyle azaltilabilecegi belirtilmistir (58). Wang et al. bir Gli inhibitorii
olan GANT-61’in, CD44 pozitif HCC'de sorafenib direncini tersine ¢evirmek i¢in Hh
sinyallemesini 6nemli d6l¢iide baskiladig: belirtilmis ve Hh yolaginin HCC ilag direncini
etkileyebilecegini ortaya koymustur (59). Tiimor metastazi, kemoterapi direnci, koti
prognoz, diisiik genel sag kalim ve karaciger nakli sonrasi niiksiin goriildiigii HCC
hastalarinda, siklikla Hh yolag1 bilesenlerinin asir1 ekspresyonu goriilmektedir. Hh yolagi
bilesenlerinin HCC hiicre hatlar1 HepG2 ve Hep3B'de de asin ifade edildigi ortaya
konmustur. Ayrica Hh yolaginin apoptozu inhibe ettigi ve HCC hiicrelerinin ¢ogalmasini,
invazyonunu ve gociinii tesvik ettigi dogrulanmigtir. Smo inhibitorlerinin ise HCC’de
tiimdr boyutunu kii¢iilttiigii, anjiyogenezi ve metastazi engelledigi ve radyosensitiviteyi
artirdigi bildirilmistir (60). Hu et al. (61), HCC tedavisinde birinci basamak tedavilerden

biri olan lenvatinib ile bir Smo inhibitoriinii (GANT61) beraber kullanmanin, lenvatinib
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direnci ile iligkili CD133 pozitif HCC hiicrelerinde ila¢ direncini tersine ¢evirmede etkili
oldugunu bu nedenle HCC hastalarinda Hh yolagini hedeflemenin 6nemli olabilecegini
belirtmislerdir.

Vismodegib de kanser tedavisinde kullanilan diger ilaglar gibi pek ¢ok yan etkiye
neden olmaktadir. Bunlar kas spazmlari, sa¢ dokiilmesi, dizguzi (tat alma bozuklugu),
kilo kaybi, yorgunluk, mide bulantisi, istahsizlik ve ishaldir (8). Vismodegibin yan
etkilerinin azaltilip tedavi etkinliginin artirilmasi amaciyla tasima sistemlerine yiiklendigi

caligmalar da literatiirde yerini almaktadir (62),(63),(64).

2.4. ila¢ Tasima Sistemleri

Kanser tedavisinde geleneksel yaklasimlar, kemoterapdtiklerin basta intravendz
olmak iizere diger uygulama ydntemleriyle viicuda verilmesini igerir. Bu uygulama
yontemleri ile sitotoksik ilaglar, sistemik dolagima dahil olarak 6zgiil olmayan dagilim ve
ilag direnglerinin olugmas1 gibi g¢esitli sinirlamalara yol acar. Ancak son yillarda, ilag
iletiminde, ila¢ tagima sistemlerinin olusturulmasi gibi 6nemli teknolojik ilerlemeler
yasanmistir.

flag tasima, bir ilacin ya da farmakolojik olarak aktif bir maddenin, bir hastalig
tedavi etmek amaciyla hedef hiicreye tasinmasini saglayan yaklasim olarak
tanimlanabilir. Ilacin bir nanotastyiciya dahil edilmesi, ilacin hedefli ve siirekli tasinmasi
i¢in etkili yontemlerden biridir. 1-1000 nm boyut araligina sahip nanopartikiiller, ilaglarin
hedefli ve kontrollii salinimina olanak saglamasindan dolay1 ilag tagima sistemi olarak
bliylik umut vaat etmektedir. Nanopartikiiler ila¢ tasima sistemleri ile ilag tedavilerinin
etkinligininin artirilmasi ve yan etkilerinin azaltilmasi saglanir. Ilaglarin nanopartikiiller
icine kapsiillenmesinin yararlar1 arasinda bozulmadan korunmasi, dolasimdaki yari
Omdiirlerini artirilmasi, immiinojenitelerini azaltilmasi, dogrudan hedef bolgeye iletilmesi
ve kontrollii bir sekilde serbest birakilarak terapdtik etkilerinin en tist diizeye ¢ikarilmasi
sayilabilir. Nanopartikiillere dayali ilag tasima sistemleri kullanilarak, ilacin saliminin
dozu ve zamanlamasi kontrol edilebilir. Bu sayede kisisellestirilmis ve etkili tedavi de

saglanabilir (65),(66),(67). Ozetle nanopartikiiler ilag tasima sistemleri:

e flag direncini azaltir.

e Toksisiteyi azaltir.
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e Biyoyararlanimi artirir.

e llag ¢oziiniirliigiinii artirir.

e Ilacin ve formiilasyonun stabilitesini artirir,
e Ilac hedefleme yetenegini artirir.

e Hasta refahin artirir.

e  Gereken dozu azaltir (11).

flag tasima sistemleri lipit temelli, inorganik yapili ya da polimerik olabilir (68).
Lipit temelli tagima sistemlerini temelde lipozomlar, kati lipit nanopartikiiller ve
nanoyapili lipit tastyicilar olusturur (69). Inorganik yapililar, karbon nanotiipler, metal
nanopartikiiller (NP’ler), giimiis bazli NP'ler, altin bazli NP'ler, manyetik NP'ler, ZnO
NP'ler, bakir oksit NP'ler olarak siralanabilir (70). Polimerik nanopartikiiller genel ¢atisi
altinda ise kitosan, alblimin, jelatin, kollajen, polilaktik asit, polilaktid ko-glikolik asit,
polietilen glikol (PEG), polikaprolakton gibi dogal ya da sentetik polimerlerden
olusturulmak iizere polimerik nanopartikiiller, polimerik vezikiiller, miseller ve

dendrimerler olarak iiretilebilir (71).

Ringudorf patmer-de;

tansriad 1h PEG-protan knajegat markote

Sekil 2.8. Nanopartikiiler tagima sistemlerinin tarihsel gelisimi (67).
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Nanopartikiiler ilag tasima sistemlerinin tarihsel gelisiminin ilk FDA onay1 alan
nanopartikiiler ila¢ tasima sistemine (Doxil®) kadar olan zaman dilimi sekil 2.8’de
ozetlenmistir. Ik nanopartikiiler ilag tasima sistemleri lipozomlar ve polimer-ilag
konjugatlari olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Polimer-ila¢ konjugatlari kapsamli bir sekilde
arastirilmis ve bircogu kullanim onay1 almistir. Proteinlerin ¢oziiniirliigiinii ve plazma
stabilitesini artirabilen ve immiinojeniteyi azaltabilen PEG, polimer-ila¢ konjugati
uygulamalarinda bugiine kadar en ¢ok c¢alisilan polimer olmustur. 1994 yilinda, PEG-L-
asparaginaz (Oncospar; Enzon), akut lenfositik 16semi tedavisi icin FDA onay1 almistir
(67). Ilag tasima sistemleri arasinda, lipozomlar gibi lipit bazli sistemler, kanser tedavisi
icin FDA tarafindan onaylanan toplam nanofarmasétiklerin 6nemli bir kismini
olusturmaktadir. 2022’ye dek FDA onay1 alan ilag tasima sistemlerinin %56's1 lipit bazli
nanoformiilasyonlar, %38’1 protein bazli ve %6’s1 metal bazli nanoformiilasyonlar olarak
yer almaktadir (72). Lipid bazli ilag dagitim sistemleri ve kanser nanomedikal
uygulamalari icin énemli bir doniim noktasi, 1995 yilinda Doxil®in klinik onayinin
alinmastydi. Doxil®, meme ve yumurtalik kanseri gibi solid tiimérleri tedavi etmek igin
FDA tarafindan onaylanan ilk nanoila¢ olarak doksorubisin (DOX) igeren PEG ile kaplh
bir lipozomal formiilasyondur. PEG’lenmis lipozomal doksorubisin olan Doxil®, serbest
DOX'a gore daha diisiik kardiyotoksisite riski, daha uzun plazma tutulum siiresi ve
artirllmis gecirgenlik ve tutulma (EPR) etkisi sayesinde pasif tiimor hedeflemesi gibi
cesitli avantajlar saglamaktadir (73).

Nanopartikiiler ila¢ tasima sistemleri ¢esitli yapilardan, pek ¢ok sentezleme
yontemiyle sentezlenebilme, birden fazla ilacin ya da terapdtik molekiiliin ayn1 anda
yiiklenebilmesi gibi pek cok tiirevlendirilebilme 6zelliklerine sahip olma ve ayni zamanda
kontrollii salim ve artirilmis tedavi etkinligi ile azaltilmis yan etkiler gibi avantajlar

getirmelerinden dolayr kanser tedavileri i¢in arastirilmaya ve kullanilmaya devam

edilmektedir (74).

2.4.1. Lipozomlar

Lipozomlar ilk olarak 1960'larda Ingiliz bilim insan1 Alec Bangham tarafindan
kesfedilen ve daha sonra en yaygin ila¢ tasima sistemlerinden biri haline gelen nano yapili
sistemlerdir (12). Lipozomlar, kolesterol ve amfifilik dogal ya da sentetik fosfolipitlerden

olusan, boyutlar1 20 nm ile 2,5 pm arasinda degisen ¢ift katmanli vezikiillerdir (Sekil 2.9).
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Amfifilik karakterleri sayesinde hem hidrofilik hem de hidrofobik bilesiklerin i¢lerine
yiikklenmesini miimkiin kilarlar. Lipozomlarin 6zellikleri, sentez yontemine, lipitlerin

tiirline, bilesimine ve oranina gore farklilik gosterebilmektedir (75).

Hidrofobik
bilayer

Kolesterol

Hidrofilik

cokirdek . Fosfolipitier

Sekil 2.9. Lipozom yapis1 (12).

Fosfolipid c¢ift katmanli yapilar1 nedeniyle ilag tasiyicilar1 olarak lipozomlar,
hedefli tasima, yiiksek biyouyumluluk, biyobozunurluk, kolay islevsellestirme, diisiik
toksisite ve immiinojenite gibi belirgin ozellikler gosterir. Bu 6zellikler nedeniyle
ilaglarin salim stirekliligini saglayabilir ve terapdtik indeksini biiyiik Olgiide artirabilir
(76).

Lipozomlarin temel yap1 taglar1 olan amfifilik karakterdeki fosfolipidlerin apolar
yag asidi zincirleri ve polar bag gruplari, sulu ortamda kendi kendilerine bir araya gelirler.
Polar fosfat gruplar1 sulu ortamdaki su molekiilleriyle etkilesime girdik¢e hidrofobik
kuyruklar birbirlerine dogru yonelmeye baglar. Bu yonelme ile lipozom olusumu
gerceklesir. Sonikasyon, homojenizasyon gibi yontemlerle termodinamik olarak enerji
girdisine ihtiya¢ duyulan lipozom olusumunda, lipitler, sulu ortamda kararli ve minimum
yiizey gerilimine sahip bu vezikiilleri olusturma egilimindedir (75),(76).

Fosfolipitler ve kolesterol, lipozomlar1 olusturan temel bilesenlerdir (77). En sik
kullanilan fosfolipit fosfatidilkolin olmakla birlikte fosfatidil etanolamin, fosfatidil serin,
fosfatidil inositol de kullanilabilmektedir (78). Bu fosfolipitler normal hiicrelerin zar
yapisinin bir bileseni oldugundan, esas olarak yumurta saris1 ve soya fasulyesinden elde

edilebilirler. Dogal fosfolipitlerdeki yag asidi bileseni, palmitik asit, stearik asit, oleik
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asit, linoleik asit ve arasidonik asit olabilir. Dogal fosfolipitlere ek olarak sentetik
fosfolipitler de lipozom sentezinde siklikla kullanilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak
1,2-distearoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin (DSPE), 1,2-distearoil-sn-glisero-3-
fosfokolin (DSPC) 1,2-dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfokolin (DPPC), 1,2-dipalmitoil-sn-
glisero-3-fosfoetanolamin (DPPE), 1,2-dioleoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin (DOPE),
1,2-dioleoil-3-trimetilamonyum-propan (DOTAP), 1,2-dioleoil-sn-glisero-3-fosfokolin
(DOPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glisero-3-fosfokolin (POPC) verilebilir (12),(75).
Kolesterol kullanimi, lipozom olusumunda fosfolipit paketlenmesini ve bilayer
olusumunu desteklemekte, membran akigskanligini azaltmakta, kan ve plazma gibi
biyolojik sivilarda bilayer kararliligini iyilestirmektedir (76).

Lipozomlar yapilarina gore kiiciik tek katmanli vezikiiller (SUV <100 nm), biiyiik
tek katmanli vezikiiller (LUV >100 nm), dev tek katmanli vezikiiller (GUV >1 pum), ¢cok
katmanli vezikil (MLV >0,5 um) ve cok vezikiillii vezikiiller (MVV >1 um) olarak
smiflandirilirlar  (Sekil 2.10). Lipozomlarin enkapsiilasyon verimliligi, lipozom
boyutuyla artmakla birlikte hidrofilik bilesikler i¢in ¢ift katman sayisina bagli olarak
azalir (12),(75). Lipozom nanoformiilasyonlarinin boyutu (biyomedikal uygulamalar i¢in
tercihen 50 ila 500 nm arasinda degisir) ilag iletim siireglerini etkilemektedir. 100-150
nm araligindaki caplara sahip lipozomlarin hiicre i¢ine alimi desteklenir ve hastaliga

sahip dokulardaki kan damarlarindan kagip tiimor i¢ine girebilirler (79).

hickenfibk taleper

Sekil 2.10. Yapilarina gore lipozom ¢esitleri. A) Cok katmanli vezikiiller (MLV), B) Cok vezikiillii vezikiiller
(MVYV), C) Dev tek katmanli vezikiiller (GUV), D) Biiyiik tek katmanl vezikiiller (LUV), E) Kiigiik tek katmanli
vezikiiller (SUV) (75).
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Lipozomlar, bilesimlerine ve uygulama bi¢imlerine gore; geleneksel lipozomlar,
yiiklii lipozomlar, gizli (“stealth”) lipozomlar, aktif olarak hedeflenen lipozomlar, uyartya
duyarl lipozomlar ve kabarcik lipozomlar olarak da siiflandirilabilir (12).

Geleneksel lipozomlar, gelistirilen ilk nesil lipozomlardir. Bunlar, katyonik,
anyonik ya da notr fosfolipitlerden ve kolesterolden olusan bir lipit ¢ift katmanindan
olusur. Lipozom kararliligin1 ve kanda dolasim siirelerini artirmak i¢in sterik olarak
kararli lipozomlar olusturulmustur. Gizli lipozomlar olarak adlandirilan bu lipozomlarin
elde edilmesinde hidrofilik bir polimer olan PEG’in en uygun se¢im oldugu gosterilmistir
(80),(81). Anyonik ve katyonik lipozomlari hazirlamak i¢in genellikle sirasiyla oleik asit
ve DOTAP kullanilir. Yiikli parcaciklarin birbirini itmesi nedeniyle kiimelenme
egilimlerinin azalmasindan dolayi yiiklii lipozomlarin saklanmalar1 sirasinda daha yiiksek
kararlilik gosterdigi belirtilmektedir (12). Lipozomlar da diger nanopartikiiller gibi 6zel
ligandlarla modifiye edilip aktif olarak hedeflendirilebilir, uyartya duyarl ya da i¢ine gaz
yiiklenerek kabarcik lipozomlar bigiminde tasarlanabilir (82),(83),(84).

Hiicre zar yapisina benzerligi ve kiiciik boyutlari, lipozomlari, hiicre igine ilag
iletiminde avantajl hale getirmektedir. Lipozomlar tasidiklar1 etken maddelerin iletimi
icin hiicrelerle dort ana mekanizma ile etkilesime girebilirler (sekil 2.11): (a) hiicre yiizeyi
bilesenleri ile 6zgiin etkilesimler, (b) fagositik hiicrelerce endositoz, (c) lipozomlardan
plazma membranina lipitlerin eklenmesiyle flizyon, ardindan lipozomal igerigin
sitoplazmaya salinmasi (d) lipozomlarin ¢ift katmanli bilesenlerinin hiicre membrani
bilesenleriyle degisimi. Bu mekanizmalardan birden fazlasi ayni1 anda gergeklesebilir.
Notr, anyonik ve uyariya duyarli lipozomlar genellikle endositoz yoluyla hiicrelere
almirlar. Ote yandan, katyonik lipozomlarin ilaglari hiicrelere iletmek igin membran
flizyonu ve endositozu kullandiklar1 bildirilmistir. PEG’lenmis lipozomlar igeriklerini
kontrollii olarak hiicre dis1 siviya birakir. Ardindan etken madde difiizyon ya da pinositoz
yoluyla hiicrelere girer. Son olarak, ligandla hedeflenmis lipozomlar, reseptor aracili

endositoz yoluyla hiicreye girer (85),(86).
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Sekil 2.11. Lipozom-hiicre etkilesimleri (85).

Ticari olarak kullanimda olan bir¢ok lipozomal iiriin bulunmaktadir ve daha
fazlas1 da klinik gelistirme asamasindadir. Doxil® (Caelyx®) 1995 yilinda Sequus
Pharmaceuticals tarafindan piyasaya sunulmustur. Doxil®, Kaposi sarkomunun tedavisi
i¢in tasarlanmis PEG kapli doksorubisin lipozomu olarak tasarlanmistir. LipoDox®, 2012
yilinda Sun Pharma tarafindan iiretilen DOX'u kapsiilleyen FDA onayli bir baska
PEG'lenmis lipozomal formiilasyondur. Daunorubisin, akut miyeloid 18semiyi (AML)
tedavi etmek ic¢in lipozomlara yliklenen ikinci antrasiklin antineoplastik ilag olarak
DaunoXome® adiyla yer almistir. Myocet®, daha kisa dolasim yar1 émrii ve daha az
kardiyak yan etki gosteren DOX iceren PEG'lenmemis bir lipozomal formiilasyondur.
CPX-351 olarak da bilinen Vyxeos®, sitarabin ve daunorubisin ilaglarim birlikte iceren
lipozomal formiilasyondur. Bu formiilasyon, artirilmis etkinlik saglamis, yan etkiler ise
azalmistir (12),(75),(76). Bunlarin yan1 sira antifungal etkinlik gosteren (amfoterisin B
iceren Ambisome®) ya da agr1 kesici olarak siirekli salima sahip (DepoFoam™ isimli

morfin formiilasyonu) lipozomal formiilasyonlar da bulunmaktadir (12).
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2.4.1.1. Lipozom Hazirlama Yontemleri
Lipozom nanoformiilasyonu olusturma yontemlerinin temel hedefi, tek boyutlu
(“monodisperse”) pargaciklarin (dar boyut dagilimina sahip) olusturulmasidir.

Geleneksel lipozom hazirlama yontemlerinin temel asamalar1 su sekilde siralanabilir:

e Lipitlerin organik bir ¢oziiciide ¢oziilmesi,

e Organik ¢oziicliyle elde edilen lipit ¢ézeltisinin kurutulmast,
e Lipitin sulu bir ortamla 1slatilmasi,

e Kiiciiltme ya da katmanlarda degisiklik,

¢ Olusum sonras1 saflastirma, sterilizasyon gibi islemler,

e Son nanoformiilasyon {iriiniiniin karakterizasyonu (79),(87).

Lipozom olusumunda cesitli teknikler kullanilmakla birlikte en sik kullanilan ve
bizim de tez ¢calismasinda kullandigimiz yontem ince film hidrasyon yontemidir. Bunun
disinda kullanilan geleneksel yontemler ters-faz evoporasyon, etanol-eter enjeksiyon,
deterjan uzaklastirma, dehidrasyon-rehidrasyon, dondurma-¢6zme, Fransiz basingli hiicre
presi yontemleridir (77),(79),(81). Geleneksel yontemlerin boyut ve katman kontroliinde
ek siireglere ihtiya¢ duyuyor olmasi nedeniyle mikroakiskan teknigi de lipozom eldesinde

kullanilabilmektedir (88).

Ince Film Hidrasyon Yéntemi
Ince film hidrasyon teknigi (Bangham yontemi olarak da adlandirilir.) MLV 'lerin

hazirlanmasinda kullanilan en eski, en yaygin ve en basit yontemdir. Homojen bir karisim
saglamak icin lipit bilesenleri bir organik ¢oziiciide (diklorometan, kloroform, etanol ya
da kloroform-metanol karigimi gibi) ¢oziiliir. Ardindan, 45-60 °C sicaklikta vakum
pompast altinda buharlastirma ile organik ¢6ziiclinlin uzaklastirilmasi saglanir. Organik
¢oziiciiniin uzaklastirilmasi kiiciik hacimlerde, nitrojen ya da argon gazi araciligiyla, daha
bliylik hacimlerde genellikle doner buharlastirici ile gergeklestirilir. Organik ¢dziiciinlin
uzaklastirilmasindan sonra, homojen, kuru, ince bir lipit film olusur. Son asamada lipit
film hidrasyonu, distile su ya da pH 7,4 PBS gibi uygun bir sulu ¢ozelti ile yapilir.
Hidrasyon islemi (Yaklasik 1-2 saat siirer.) genellikle 60-70 °C'lik sicakligin lizerinde bir
sonikator ya da homojenizator varliginda gergeklestirilir (Sekil 2.12) (79),(89).
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Hidrasyon igin kullanilan sulu
ortam ylklenecek hidrofllik etken
madddeler| Igerebllir,

buharlagtirma hidrasyon
S e o S
Lipitler organik ¢tzgende ¢ozllur. Ceperde ince lipit fitm olusur. Lipozom slspansiyonu

Cozelti, yiklenecek lipofilik etken
maddeleri icerebilir.

Sekil 2.12. ince film hidrasyon yontemi ile lipozom olusturulmasi (75).

Sonik prob kullanimi1 ve ekstriizyon islemi lipozomlarin boyut kiigiiltmesi i¢in en
stk kullanilan yontemlerdir. Ultrasonik dalgalarin frekansi ve islemin siiresi iiretilen
lipozomlarin boyut dagilimi {izerinde etkilidir. SUV iiretiminde sonikasyon, sentez
sonrast islemler arasinda kolay ve kullanish olmasina ragmen, ekstriizyonla iiretilenlere
kiyasla daha az homojen dagilima sahip lipozom eldesiyle sonuc¢lanir (13). Ekstriizyon
yonteminde biiylik boyutlardaki lipozomlar, polikarbonat membranlardan (50 nm’den 5
um’ye kadar gozenek capina sahip) ya da asimetrik seramik filtreden gegerek dar boyut
dagilimma sahip daha kii¢iik lipozomlar haline getirilirler. Bu sekilde MLV’lerden
LUV’lar ve SUV’lar elde edilebilir. Boyut kiicliltmenin potansiyel mekanizmasi,
MLV'lerin membran gézeneginin girisinde a¢ilmasi ve membran gecisi sirasinda yeniden
diizenlenmesidir. Lipozomal katmanlarin boyutu ve yapisi, polikarbonat membranin
gbzenek boyutu, gecis dongiisii sayisi, basing ve akis hizi gibi kritik parametrelerden
etkilenir (77). Ekstriizyon yontemleri ile lipozom boyutu kiicliltmenin yiiksek
tekrarlanabilirlige sahip olmasi avantajinin yaninda, baslica dezavantaji, biiylik olgekli
tiretimlerde {iriin kayiplarinin varligidir (79).

Etken maddeler lipozomlara pasif ya da aktif yiikleme yaklasimlariyla
yiiklenebilir. Pasif yiikleme yaklagiminda etken maddeler lipozomlara olusturulma

asamasinda yliklenir. Hidrofilik yapidaki bir ilag, lipozomun ortasindaki sulu boslukta

26



kapsiillenebilir ya da lipofilik yapidaki bir ilag, ila¢ molekiilleri ve lipitler arasindaki,
iyonik, elektrostatik, kovalent olmayan ya da sterik etkilesimler yoluyla lipozomlarin ¢ift
katmanina gomiilebilir. Aktif ylikleme yaklasimi ise bos lipozomlar iiretildikten sonra
etken maddenin ya da diger bir ifadeyle ilacin yiiklenmesidir. Bu yaklasimda pH ya da
iyon derisimi gradyani, ilacin lipozomlarin i¢ ¢ekirdegine dogru membrandan gegmesini
saglar (77).

Lipozomlara yiikklenemeyen etken maddelerin uzaklastirilmasinda kullanilan
baslica teknikler arasinda ultrafiltrasyon, ultrasantrifiijleme, diyaliz ve kromatografi

(boyut dislama, jel gecirgenligi veya iyon degisimi) yer almaktadir (79).

2.5. Nanopartikiiler ila¢ Hedefleme Stratejileri

Kanser tedavisindeki kisithiliklardan biri, normal dokularda ciddi yan etkilere yol
acan terapotiklerin yetersiz hedeflenmesi olarak kabul edilmektedir. Bu sorunun
asilmasinda bugiin icin pasif hedefleme, aktif hedefleme ve uyariya duyarli hedefleme

olmak iizere ii¢c temel hedefleme stratejisi kullanilmaktadir (Sekil 2.13) (90).

PASIF HEDEFLEME AKTIF HEDEFLEME UYARANA DUYARLI SALIM
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Sekil 2.13. Nanopartikiillerin hedefleme stratejileri (91).

2.5.1. Pasif Hedefleme

Pasif hedefleme, tlimor ortamina 6zgii, saglikli dokularda normalde bulunmayan
ayirt edici Ozellikler nedeniyle nanosistemlerin tiimér mikrogevresinde birikmesini
kolaylastirir. Pasif hedeflemede, nanopartikiiller de dahil olmak iizere makromolekiiller,

artan gegirgenlik ve tutulma (EPR) etkisi sonucunda neoplazik dokularda birikir. EPR
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etkisi, nanopartikiillerin boyut araligi, neoplazik dokularin sizdiran damar yapisi ve
bozulmus lenfatik drenajina dayanmaktadir (92).

Normal damarlarla karsilastirildiginda, tiimoér damarlar1 bazal membran
anormallikleri ve hizla ¢ogalan endotel hiicrelerini kaplayan perisit sayisinin azalmasi
nedeniyle sizdirir. Bu, nanopartikiiliin vaskiiler duvardan tiimor hiicrelerini gevreleyen
interstisyuma gecisi i¢in artirllmig bir gegirgenlikle sonuglanir (sekil 2.14). Timor
damarlarinin gozenek boyutu, tiimorlerin anatomik konumuna bagli olarak 100 nm'den 1
pum’ye kadar degisir; normal damarlarin siki endotel baglantilar1 ise 5-10 nm
boyutundadir.

Solid tiimorler ayn1 zamanda bozulmus bir lenf agiyla da karakterize edilir. Lenf
damarlar1 viicudun her tarafina yayilmis olup, baslica gorevleri hiicreler aras1 siviyr kan
dolasimina geri kazandirmaktir. Makromolekiiller normalde lenf sistemi yoluyla
dokulardan temizlenir. Ancak solid tiimorlerde lenfatik drenaj eksikliginden dolayi,
makromolekiillerin temizlenmesi azalir. Bu sayede nanopartikiillerin de tiimor

interstisyumunda daha uzun siire kalabildigi ifade edilmektedir (93).

Wiguk molekuller
\ o
o) )
o 4 o )
Endotel hicreleri 0 o o

Normal kan damarlar

Kuguk molekufier

Endotel hlcreler|

Tumor kan damarlan

Sekil 2.14. Artan gegirgenlik ve tutulma (EPR) etkisi (94) .

28



EPR etkisi, kusurlu bazal membrana, bradikinin ve NO gibi gegirgenligi artici
faktorlerin katkisiyla olugmus biiyiik hiicreler arasi bosluklara sahip endotel hiicrelerine,
yiiksek orandaki anjiyogeneze, yiiksek vaskiiler gecirgenlige ve diisiik lenfatik direnaj
sisteminin varligina baghdir. EPR etkisi, timoriin yeri ve tipi, antikanser ajanlarin fiziksel
ve kimyasal Ozellikleri, timor segiciligi, tiimorlerdeki kan perfiizyonu gibi gesitli
faktorlerden etkilenmektedir (14). Timor icinde ve farkli tiimor tipleri arasinda
damarlarin gegirgenligi ayni olmayabilir. Tiimdr damarlarinin gézenekliligi ve gozenek
boyutu, tiimor tipine, konak mikrogevresine, vaskiiler yapiya ve timoér olgunlugunun
derecesine gore degisir. Bu durum EPR etkisinin nanopartikiil hedeflemesinde
kullanimina kisitlamalar getirebilmektedir (93). Bununla birlikte pasif hedefleme, 6zgiil
ligand ve antikor kullanimini gerektirmemesi, daha az masrafli olmasi ve solid tiimorlere
kars1 yiiksek etkinlige sahip olmasi nedeniyle aktif hedeflemeye gore dnemli iistiinliikler

gosterir (14).

2.5.2. Aktif Hedefleme

Tiimor hiicrelerinin yiizeyinde cesitli reseptdrlerin varligi, nanopartikiillerin
onlara 6zel ligandlarla Ozellestirilerek elde edilmesi sayesinde gergeklesen 6zgiin
baglanmayla aktif hedefli ilag iletiminin gerceklestirilmesini olas1 kilabilir (95). Tiimor
dokusunda pasif hedefleme ile nanopartikiillerin birikimi sonrasi hiicre i¢ine alinmast,
nanopartikiillerin hedef hiicrelerde asir1 ifade edilen reseptorlere ya da diger yiizey
membran proteinlerine aktif olarak hedeflenmesiyle saglanabilir. Nanotastyicilarin
yiizeyindeki ligandlar ile tiimor hiicreleri lizerinde ifade edilen reseptorler arasindaki
ozgin etkilesimler, reseptor aracili endositozu tetikleyerek nanopartikiil alimim
kolaylastirir. Antikorlar, aptamerler, peptitler ve proteinler (6rnegin transferin) ve gesitli
reseptor ligandlart (6rnegin folik asit) dahil olmak iizere nanopartikiilleri aktif olarak

hedeflemek icin ¢ok sayida hedefleme ligand1 kullanilabilmektedir (Sekil 2.15) (96).
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Sekil 2.15. Aktif hedefleme i¢in nanopartikiillerin olas1 yiizey modifikasyonlari (95).

2.5.3. Uyariya Duyarh Hedefleme

Uyartya duyarli ilag tasima sistemleri, EPR etkisi ile tiimoér dokusunda
nanopartikiiliin birikmesi sonrasi timor i¢i ya da disindaki gesitli uyarict mekanizmalar
araciligiyla ilacin salinmasini ve tiimor hiicrelerine daha etkili bi¢imde niifuz etmesini
saglar. Uyartya duyarli hedefleme amaciyla hazirlanan nanopartikiiller, redoks, sicaklik,
pH degisimi, enzimler, manyetik alan, 151k, ultrason ya da elektriksel uyar1 gibi ¢esitli
i¢sel ya da digsal uyarilara yanit olarak yapisal degisikliklere ugrayabilmelidir (97),(98).

Tiimor mikrogevresinin asidik bir pH icerdigi bilinmektedir. pH'ye duyarl bir ilag
tagima sistemi, timor hiicrelerinin hafif asidik ortaminda ila¢ salimina yanit verecek
sekilde tasarlanabilir. Kanser hiicrelerinde matriks metalloproteinazlar, katepsin,
hiyaliironidaz, tripsin, trombin, proteinaz K gibi bazi enzimlerin ekspresyonunda artig
goriilebilir. Kanser hiicrelerinde bu enzim seviyelerinin artisgindan faydalanilarak
nanotastyicilardan etken maddelerin kontrollii salimi, nanotasiyicilarin fiziksel olarak
parcalanmas1 ya da tasiyici ile etken madde arasindaki baglarin kirilmasi saglanabilir
(99),(100). Ayrica manyetik alan gibi digsal bir uyan ile de etkili bir hedefleme
gerceklestirilebilir. Manyetik nanopartikiiller kullanilarak digardan uygulanan bir
manyetik alanla ilacin tiimor dokusunda birikimi artirilabilir. Uygulanan bu manyetik
alan sayesinde manyetik nanopartikiiller ila¢ birikiminin yani sira hipertermi olusumuyla

da tedavi etkinligi saglayabilir. Bununla birlikte i¢sel ve digsal uyarilarin beraberce
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kullanimiyla birden fazla uyarana duyarli ila¢ tagima sistemlerinin olusturulmasi da

olasidir (95).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gerecler

3.1.1. Cahisma Kapsaminda Kullanilan Cihazlar
Vorteks (Boeco)

Etiiv (Memmert)

Sonik prob (Bandelin)

Sonik banyo (Thermomac)

Mini ekstriider (Avanti Polar Lipits)

200 ve 400 nm capl1 polikarbonat membranlar (Whattman)
Su banyosu (Memmert)

Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)

Mikropipetler (Eppendorf)

Manyetik karistiricilar (ika)

pH metre (Hanna)

Biyogiivenlik kabini (Mikrotest MGK-120)

Inverted mikroskop (Olympus CKX41)

Isik mikroskobu

CO2’li inkiibator (Nuve EC 160)

Mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific Multiskan FC)
Akis sitometrisi cihazi (BD Accuri C6).

3.1.2. Caliyma Kapsaminda Kullanilan Kimyasal Maddeler
Lipoid P 75-3 (Lipoid)

Emiilmetik 930 (Lucas Meyer)

Kolesterol (Sigma)

Etanol

Sorafenib (CaymanChem)

Vismodegib (SantaCruz)

Azot gazi

NaCl (Sigma)
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KClI (Sigma)

Na,HPO4 (Sigma)

KH>PO4 (Sigma)

H3PO4 (Merck)

Asetonitril (Merck)

Diyaliz membran1 (MwCO 14000 Da)
Triton-X-100 (Merck)

Fetal s1g1ir serumu (FBS) (Hyclone)
Penisilin-streptomisin (ThermoScientific)
L-glutamin (Gibco)

RPMI besi ortam1 (Hyclone)

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Isolab)

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir) ayiraci
(AmBeed)

Tripsin-EDTA (Gibco)

Anneksin V-FITC/PI apoptoz kiti (Elabscience)

3.2. Yontemler

3.2.1. Bos Lipozom Eldesi, Optimizasyonu ve Karakterizasyonu

6 mg Lipoid P 75-3 (Fosfolipit 1 olarak ifade edilecektir.), 6 mg Emiilmetik 930
(Fosfolipit 2 olarak ifade edilecektir.), 1 mg kolesterol tartildi (101). 2 mL %96’lik
etanolde 70 °C su banyosunda arada vortekslenerek c¢oziildii. Lipozom olusturma
amaciyla ince lipit film hidrasyon yontemi (102) kullanilacagindan etanol, 70 °C’de azot
(N2) gaz1 gecirilerek uzaklastirildi. Etanol kalintilarinin uzaklastirilmasi amaciyla elde
edilen lipit filmler 50-60 °C de etiivde kurutuldu.

Elde edilen lipit filmlerden lipozom eldesi i¢in lipit filmler 2 mL pH 7,4 PBS
(“phosphate buffered saline”) ile 1slatildi. Sonik banyo ve sonik prob yardimiyla yaklagik
45 dakika siiresince hidrate edilerek lipozom olusumu saglandi.

Olusturulan lipozomlar Avanti Polar Lipits mini ekstriider sistemi (Sekil 3.1) ile
sirastyla 400 ve 200 nm gozenek capina sahip polikarbonat membranlar kullanilarak
ekstriide edildi. Ekstriizyon sayis1 denemeleri 5, 10 ve 15 kez olmak tizere 400 ve 200 nm

por capina sahip membranlarin her biri i¢in gerceklestirildi (103).
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Sekil 3.1. Mini ekstriider sistemi ile lipozomlarin ekstriizyonu.

Ekstriide edilmeyen ve edilen lipozomlarin hidrodinamik boyut Olgiimleri
(Malvern Panalytical Zetasizer Ultra) ile optimal hidrodinamik boyutlu bos lipozomun
zeta potansiyel Ol¢iimii (Malvern Panalytical Zetasizer Ultra) hizmet alimi ile Ege
Universitesi Ilag Gelistirme ve Farmakokinetik Arastrma - Uygulama Merkezi
(ARGEFAR)’nde ve C-TEM (Yiiksek Kontrastli Transmisyon Elektron Mikroskobu, FEI
Tecnai G2 Spirit BioTwin CTEM) gériintiilemesi de Orta Dogu Teknik Universitesi
Merkezi Laboratuvar (MERLAB)’da yapildi. Hidrodinamik boyut, polidispersite indeksi
(pdi), zeta potansiyel ve C-TEM analizi distile su ile 1000 kat seyreltilen orneklerde
gerceklestirildi. Lipozom olusumunda kullanilan her {i¢ lipit ve lipozom i¢in FTIR
(Fourier Doniisiimlii Kizilotesi) spektroskopisi (Perkin Elmer Spectrum Two) analizleri
Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma

Merkezi (MATAL) nde hizmet alim ile yapildi.

3.2.2. Sorafenib ve Vismodegib ilaclarimin Céziiniirliik, Spektrum Tarama
Calismalan

Sorafenib ve vismodegib ilaglarimin hidrofobik karakteri sebebiyle, ilaglar
lipozoma lipit film olusturma evresinde eklenecek olup bu nedenle ilaglarin da etanolde
¢Oziinlip ¢6ziinmedigi denendi. Sorafenib ve vismodegib ilaglar1 1 mg tartilarak 1 mL
etanolde ¢cozme denemesi yapildi. Sonik prob ve vorteks yardimiyla ilaglarin 1 mg/mL
olacak sekilde etanolde ¢oziildiigii belirlendi.

Sorafenib ve vismodegib ilaclarmin goriiniir bolge/ultraviyole spektrofotometresi
araciligiyla Ol¢liimii i¢in etanolde ¢Oziinmiis ilaclarin ayr1 ayri spektrum taramalari
gerceklestirildi. Bu amagla ilaglarin 800-200 nm dalga boylar1 araliginda verdigi

absorbanslarin dl¢timii gerceklestirildi.
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3.2.3. Sorafenib ve Vismodegib Ilaclarinin Yiiksek Performansh Sivi
Kromatografisi (HPLC) fle Ol¢iimii

Sorafenib ve vismodegib ilaglarinin 6l¢limii i¢in Pulusu V.S. ve Kommarajula
P.’nin (104) yontemi modifiye edildi. Her iki ila¢ da ayni1 yontem ile tespit edildi. Buna

gore ilaglarin analizi i¢in kullanilan yontem su sekildedir;

Cihaz : SHIMADZU LC-20AT (PDA)

Kolon : ACE 5 C18 (150x4,6 mm)

Mobil Faz : A: % 0,1 fosforik asit (%50)
B: Asetonitril (%50)

Akis Hiz1 : 1 mL/dakika

Kolon Sicaklig :30°C
Dalga Boyu : 264 nm
Enjeksiyon Hacmi : 10 uL

Kullanilan yontem i¢in validasyon c¢alismalar1 (segicilik, tespit ve kantitasyon alt
siir1, dogrusallik) yapildi. HPLC ile ilag analizleri Ege Universitesi ARGEFAR’da
hizmet alimi ile gergeklestirildi. Secicilik, tespit ve kantitasyon alt sinirlart ile

dogrusalliklar belirlendi.

3.2.4. Lipozomlara Sorafenib ve Vismodegib Ilaglarmin Yiiklenmesi, lac
Yiiklii Lipozomlarin Optimizasyon ve Karakterizasyon Calismalar:

Vismodegib ve sorafenib sulu fazda ¢6ziinmediklerinden, organik ¢6zgen fazinda
(etanol) ¢ozdiiriilerek lipozomlara lipit film olusturma asamasinda yiiklendi. Bu amagla
farkli ila¢ miktarlar1 ile calisilarak ilk olarak 6n denemeler gerceklestirildi, ardindan
optimizasyon yapildi.

Ilag yiikleme &n denemesi olarak ilaglardan 1 mg olacak sekilde ekleme yapildi.
Buna gore lipitler I mL etanolde ¢ozdiirtildiikten sonra 0,5 mL, 1 mg ilag igeren sorafenib
cozeltisi ve 0,5 mL, 1 mg ilag iceren vismodegib ¢ozeltisi eklenerek vortekslendi ve
organik faz azot gazi ile uzaklastirildi. Ardindan lipozom olusturmanin hidrasyon ve
ekstriizyon asamalar1 gergeklestirildi. Sonuclarda da bahsedilecegi iizere, istenilen

yapmin elde edilememesi sebebiyle ilag derisimlerinin azaltilmasi planlanarak ve
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yaklagik oral alim dozlar1 iizerinden diisiiniilerek (vismodegib i¢in 150 mg/giin, sorafenib
icin 400 mg/giinde iki kez (105),(106),(107),(108) sorafenib: vismodegib oran1 5:1 olacak
sekilde; 1 mg/0,5 mL sorafenib ve 0,2 mg/0,5 mL vismodegib ile deneme tekrarlandi.
Yine lipozom yapisinin elde edilememesi sebebiyle ila¢ derisimlerinin yiiksek geldigi
diistintilerek ve ileri literatiir taramasi yapilarak farkli oranlarda ila¢ derigimi
denemelerine geg¢ildi.

Li et al. (109), lipozomal sisteme vismodegib yiiklerken ilag: lipit oranini 1:30
(w/w) olacak sekilde tutmustur. Bunun yani sira, Calienni et al. (110) da yine lipozomal
vismodegib hazirlarken 40:7:1,4 (w/w/w) (soya fasiilyesi fostatidilkolini: sodyum kolat:
vismodegib) oraninit kullandiklarin1 belirtmistir. Xiao et al. (111) ise sorafenib
yiikledikleri lipozomlar1 hazirlarken 40:5:2 (w/w/w) (Lipoid E80:kolesterol: sorafenib)
oranini kullandiklarini ifade etmistir.

Bu dogrultuda optimizasyon c¢alismalart lipit: ilag oranlar1 20:1, 25:1, 30:1, 35:1
ve 40:1 (w/w) olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Buna gore; dual ila¢ yiikli lipozom hazirlanmasinda uygulanan adimlar su
sekildedir;

6 mg fosfolipit 1, 6 mg fosfolipit 2, 1 mg kolesterol tartildi. 1 mL %96’ lik
etanolde 70 °C su banyosunda arada vortekslenerek ¢oziildii. 0,5 mL vismodegib ve 0,5
mL sorafenib ¢ozeltisinden olmak iizere toplam 1 mL ilag ¢ozeltisi eklenerek su
banyosunda arada vortekslenerek lipit-ila¢ karisimlar1 hazirlandi. Hazirlanan ilag
¢ozeltilerinin baslangi¢ derisimleri oranlara gore su sekildedir: 0,6 mg/mL (20:1), 0,48
mg/mL (25:1), 0,4 mg/mL (30:1), 0,34 mg/mL (35:1) ve 0,3 mg/mL (40:1). Ardindan
lipit filmleri olusturmak {izere etanol 70 °C’de azot (N2) gaz1 gegirilerek uzaklastirildi.
[leri kurutma amaciyla elde edilen lipit filmler 50-60 °C de etiivde kurutuldu.

Elde edilen lipit filmlerden lipozom eldesi i¢in lipit filmler 2 mL pH 7,4 PBS ile
1slatildi. Sonik banyo ve sonik prob yardimiyla yaklasik 45 dakika siiresince hidrate

edilerek lipozom olusumu saglandi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2.1lag yiiklii lipozom olusumu agamalari.

Olusturulan lipozomlar sirasiyla 400 ve 200 nm goézenek capina sahip
polikarbonat membranlar kullanilarak 10’ar kez ekstriide edildi.

Lipozomlara yiiklenemeyen ilaglar1 uzaklastirmak ve bu sekilde yiikleme verimini
hesaplamak i¢in diyaliz islemi gerceklestirildi. Buna gore elde edilen lipozomlar PBS’e

kars1 oda sicakliginda diyalizlendi (Sekil 3.3)(112).
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Sekil 3.3. Yiiklenmeyen ilaglarin uzaklastirilmasi amaciyla gergeklestirilen diyaliz islemi.

Ardindan toplanan diyaliz sularinda HPLC ile ilaglarin tayini gerceklestirilerek,
lipozomal sistemlerin igerdikleri ila¢ miktarlar1 ve ylikleme verimi asagidaki formiil ile

her bir ilag i¢in hesaplandi:

baslangig ilag miktart (ug) — yiiklenmeyen ilag miktari(ug) 1
X

baslangig ilag miktar: (Lg) 00

%yiikleme verimi =

Her bir oran i¢in elde edilen lipozomlarda hidrodinamik boyut ve zeta potansiyel
Olctimii gergeklestirildi.

Optimum olarak elde edilen dual ila¢ yiiklii FTIR ve C-TEM analizi ile de
karakterize edildi.

3.2.5. In Vitro ila¢c Salim
Hazirlanan ilag yiiklii sistemin in vitro ilag salim profilini incelemek amaciyla,
baslangi¢ ila¢ miktarlar1 bilinen vismodegib ve sorafenib yiiklii lipozomlar diyaliz

membranlarina alind1 (sekil 3.4). 5 mL, 10 mM pH 5,5 asetat ve 7,4 fosfat tamponlarinda
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37 °C de salima birakildi (103), (113). 30. dakika, 1., 2., 3.,4.,6., 8., 12.,24.,32., 48. ve
56. saatlerde tamponlar alinip toplanarak yerine yenisi konuldu.

Ardindan toplanan tampon ¢ozeltilerinde HPLC ile ilag tayini gerceklestirilerek
asagidaki denklem yardimiyla kiimiilatif ila¢ salim grafigi olusturuldu.

e salinan ilag miktart
%kiumilatif salim = x 100

toplam ilag miktart

Sekil 3.4. Diyaliz membraninda salima birakilmak iizere hazirlanan diyaliz sistemi.

3.2.6. Stabilite Calismalar

Stabilite ¢aligmalar1 i¢in dual ilag yiiklii lipozomlar yukarida anlatildigr sekilde
hazirlanarak Ege Universitesi MATAL’da hizmet alimi ile liyofilize edildi. Liyofilize
edilen 6rnekler 4 °C ve 25 °C’ de 1, 2, 3 ve 6 ay saklandi. Ilgili aylarda hidrodinamik

boyut ve etken madde (sorafenib ve vismodegib) miktar1 analizleri gergeklestirildi.
3.2.7. Hemoliz Deneyi

Hazirlanan ilag tasiyici sistemin intravendz (iv) uygulamaya ve organizmaya

verilmek iizere uygunlugunun arastirilmasi i¢cin hemoliz deneyi gergeklestirildi.
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Eritrositler PBS ile yikandi. Ardindan %2 (v/v) eritrosit siispansiyonu (PBS’te)
hazirlandi. Bos ve dual ilag iceren lipozomlarin 500; 250; 100; 50 ve 25 pg/mL lik
derisimleri hazirlanarak 1:1 (v/v) eritrosit siispansiyonu ile karistirilarak 37 °C’de 2 saat
inkiibe edildi. Deneyde pozitif kontrol olarak %1 Triton-X-100 ¢ozeltisi kullanilirken,
negatif kontrol olarak PBS kullanildi. Siire sonunda 1200 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek
eritrositler ¢oktiiriildii. Ust faz 540 nm’de spektrofotometrik (Shimadzu UV-1601) olarak
okunarak asagidaki denklem yardimiyla %hemoliz miktar1 belirlendi (114),(115),(116).

O0Do6rnek — ODnegatifkontrol
ODpozitif kontrol — ODnegatif kontrol X

%Hemoliz = 100

3.2.8. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

HepG2 (hepatoseliiler karsinoma hiicre hatt1) ve normal insan hiicreleri igin
yaygin olarak kullanilan standartlardan biri olan (117),(118),(119),(120) HEK293 (insan
normal embriyonik bobrek hiicre hatti) hiicreleri %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin, 2
mM L-glutamin igeren RPMI ortaminda %5 CO: igeren, sicakligi 37 °C’ye ayarlanmis
inkiibatorde kiiltiire edildi. ~%80 doluluk oranina ulasan hiicreler tripsin-EDTA ile

kaldirilip pasajlanarak ¢ogaltma islemine devam edildi.

3.2.8.1. HepG2 Hiicre Hatt1 Proliferasyon Deneyi

Sitotoksisite deneylerinde kuyucuk basina ekilecek HepG2 hiicre sayisinin
bulunmasi amaciyla proliferasyon deneyi gerceklestirildi. Hiicrelerin canlilifini
belirlemek iizere Tim Mosmann (121) tarafindan gelistirilen MTT testi kullanildi. Pozitif
yiikii ve lipofilik yapist nedeniyle hiicre zarindan ve canli hiicrelerin mitokondriyal i¢
zarindan gecerek metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan formazan kristaline
indirgenebilen MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromidir), bir
mono-tetrazolyum tuzudur. (122). Bu 6zellikleri sayesinde hiicre canliligi kolorimetrik
olarak tayin edilebilmektedir. MTT aywract 5 mg/mL olacak sekilde hazirlanip
sterilizasyon amaciyla 0,22 mikronluk filtreden gecirildi ve ana stok ¢ozelti olarak
saklandi. Canlilik deneyi oncesi MTT ¢ozeltisi 1:10 (v/v) oraninda serum icgeren besi
ortami ile seyreltilerek calisma ¢ozeltisi hazirlandi. Tripan mavisi ile 151k mikroskobu
aracilifiyla sayimi yapilan hiicreler, 96 kuyucuklu plakalara her hiicre sayis1 grubu 3
tekrar olmak iizere kuyucuk basina 1x10° hiicreden baslanarak seri diliisyonlarla 100 uL

besi ortami igerisinde ekildi. 96 saat siire ile hiicreler inkiibatérde inkiibe edildi. 96 saat
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sonunda kuyucuklardaki besi ortami uzaklastirilarak ve kuyucuk bagina 100 puL olacak
sekilde MTT ¢alisma ¢ozeltisi eklendi. 4 saat karanlik ortamda inkiibe edildi. inkiibasyon
siiresi tamamlandiktan sonra, siipernatant dikkatlice uzaklastirilarak ve her kuyucuga,
formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla 100 pL DMSO eklendi. Plakalar, kristallerin
tamamen ¢oziinmesi i¢in etiivde 10 dakika bekletildikten sonra, mikro plaka okuyucuda
(Thermo Scientific Multiskan FC) 595 nm dalga boyunda optik dansite (OD, absorbans)

degerleri Olciildii.

3.2.8.2. Sitotoksisite Deneyleri

Sitotoksisite deneyleri i¢in tripan mavisi ile sayimi yapilan HepG2 ve HEK293
hiicreleri, 96 kuyucuklu plakalara 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 100 uL besi ortam1
icerisinde ekildi (123),(124). 24 saat boyunca kuyucuklara tutunmasi i¢in inkiibe edildi.
Siire sonunda besi ortamlar1 uzaklastirilarak, hiicrelere besi ortami ile seyreltilen farkl
derisimlerde ornekler (Cizelge 3.1 ve 3.2°de detayli olarak verilmektedir.) uygulandi. 24,
48 ve 72 saat inkiibe edildi. Ilaclarin tek tek, beraber ve tasima sisteme yiiklendiginde
gosterdigi sitotoksik etkilerin belirlenmesi i¢in belirtilen gruplara uygulanan derisimler
literatiir {izerinden degerlendirilerek denendi (113),(123),(125),(126). Ornekler ilgili
derisimlere, serum iceren besi ortamlari ile seyreltilerek hazirlandi. Kontrol grubu olarak
herhangi bir etken madde icermeyen besi ortama ile inkiibe edilen hiicreler kullanildi.

Siireler sonunda Ornekler uzaklastirilarak 3.2.8.1.°de anlatilan MTT testi ile
canlilik analizleri gerceklestirildi. %canlilik degerleri excel kullanilarak, hiicrelerin
%50’sin1 oldiiren inhibitdr derigimi (ICso, “half-maximal inhibitory concentration”, yar1

maksimal inhibitor derisimi) Graphpad Prism 8.0 yazilimi1 kullanilarak hesaplandi.
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Cizelge 3.1. HepG2 hiicre hatlarina uygulanan Srnekler.

HepG2 hiicre hatt1 gruplan

Derisim

Serbest sorafenib

30; 20; 15; 10; 7,5; 5 ve 2,5 pg/mL

Serbest vismodegib

100; 80; 75; 50; 40; 30; 15 pg/mL

Serbest birlesim

(sorafenib+vismodegib)

30;20; 15;10; 7,5; 5 ve 2,5 pg/mL sorafenib ve 30;
20; 15; 10; 7,5; 5 ve 2,5 pg/mL vismodegib

Bos lipozom

En yiiksek lipit derisimine sahip grup olan Vis-Lip

ile ayn1 oranlarda seyreltilerek hazirlandi.

Sorafenib yiiklii lipozom (Sor-
Lip)

33,3; 21,1; 16,6; 11,1; 5,5; 2,76; 1,38 pg/mL

sorafenib

Vismodegib Yikli Lipozom
(Vis-Lip)

48,8; 24.4; 12,2; 6,1; 3,05; 1,5; 0,75 pg/mL

vismodegib

Dual ilag Yiiklii Lipozom (Dual-
Lip)

19,5; 9,75; 4,88; 2,44; 1,22; 0,31; 0,3 pg/mL
vismodegib ve 23,2; 11,6; 5,8; 2,9; 1,45;0,72;0,36
pg/mL sorafenib

Cizelge 3.2. HEK293 hiicre hatlarina uygulanan 6rnekler.

HEK?293 hiicre hatti gruplarn

Derisim

Serbest sorafenib

30; 20; 15; 10; 7,5; 5 ve 2,5 pg/mL

Serbes vismodegib

100; 80; 75; 50; 40; 30; 15 pg/mL

Serbest birlesim

(sorafenib+vismodegib)

30; 20; 15; 10; 7,5; 5 ve 2,5 pug/mL sorafenib ve 30;
20; 15; 10; 7,5; 5 ve 2,5 pg/mL vismodegib

Dual ilag Yiiklii Lipozom (Dual-
Lip)

29,2; 14,8; 7.4; 3,7; 1,8; 0,92; 0,46 pg/mL
vismodegib ve 33,3; 16,6; 8,3; 4,2; 2,1; 1,04; 0,52
pg/mL sorafenib

3.2.9. Apoptoz Deneyi

Sitotoksisite deneyleri sonucunda hesaplanan ICso degerlerine gore, serbest ilag

birlesiminin ve dual ila¢ yiiklii lipozomun HepG2 hiicreleri lizerindeki apoptotik etkisi,

Anneksin V/FITC-PI apoptoz kiti (Elabscience) (127) kullanilarak akis sitometresi (BD

Accuri C6) ile incelendi. Anneksin V, kalsiyuma bagimli bir sekilde fosfatidilserine
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baglanan anneksin ailesinin bir {iyesidir. FITC (Floresan izotiyosiyanat) ile konjuge hali
olan Anneksin V-FITC, apoptotik hiicre zarimin dis kismindaki fosfotidilserine 6zgiil
olarak baglanir ve akis sitometrisi veya floresan mikroskobu ile tespit edilebilir.
Membranin biitiinliigliniin kaybolmasi nedeniyle PI (propidyum iyodiir), DNA'y1
boyamak lizere ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicrelere girebilir. Bu sekilde farkli apoptotik
asamalardaki hiicreler Anneksin V ve PI kullanilarak ayirt edilebilir. Anneksin V-FITC
pozitif hiicreler erken apoptotik, Anneksin V-FITC ve PI ¢ift pozitif hiicreler nekrotik
veya gec apoptotik hiicreler ve PI pozitif hiicreler ise nekrotik hiicreler olarak tespit
edilebilmektedir (127),(128),(129).

Bu amagla 6 kuyucuklu mikroplakalara 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 3 mL
besi ortami1 i¢inde HepG2 hiicreleri ekildi ve 24 saat boyunca tutunmalari i¢in inkiibatérde
inkiibe edildi. Etken maddeler 48. ve 72. saatteki ICso derisimlerinde (48. saat igin; 3,81
ng/mL sorafenib ve 3,37 ug/mL vismodegib igeren dual lipozom ve 6,11 pg/mL sorafenib
ve vismodegib iceren serbest ilag birlesimi, 72. saat i¢in; 3,22 pg/mL sorafenib ve 2,87
pg/mL vismodegib iceren dual lipozom ve 4,41 pg/mL sorafenib ve vismodegib iceren
serbest ilag¢ birlesimi) RPMI ortamui ile seyreltilerek (son hacim 3 mL olacak sekilde)
hazirland1 ve ilgili siireler boyunca HepG2 hiicrelerine uygulandi. Kontrol hiicrelerine
herhangi bir etken madde uygulanmadi. Siire sonunda etken maddeler uzaklastirilarak
hiicreler PBS ile yikandi. Ardindan tripsin-EDTA ile mikroplaka yiizeyinden kaldirildi.
Kit protokolii dogrultusunda; 250 pL 1X Anneksin V-baglanma tamponu ornek
gruplarina eklendi. Ardindan 2,5 uL Anneksin V-FITC ve 2,5 pL Pl ilave edilerek 15-20
dakika karanlikta oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda akis sitometresinde

Ornekler analiz edildi (127),(130),(131),(132).

3.2.10. istatistiksel Hesaplamalar

Elde edilen veriler i¢in tanimlayici istatistikler hesaplandi (ortalama + standart
sapma). Gruplar arasinda normal dagilim varsayimi saglandig i¢in bagimsiz gruplarda T
testi kullamilds. ikiden fazla grubun genel karsilastiriimasinda normal dagilim varsayimi
saglandigr i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi kullanildi. Bu karsilagtirmalarda anlaml
bulunan durumlar i¢in gruplarin ikili karsilastirilmalarinda grup i¢i varyanslar homojen
oldugu icin Tukey testi kullanildi. p <0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
[statistiksel analizler IBM SPSS Statistics 20 yazilimi kullanilarak gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda gergeklestirilen bos lipozom eldesi ve karakterizasyon
calismalari, vismodegib ve sorafenib ilaclarinin lipozomal sisteme yliklenmesi ve elde
edilen ilag tasima sisteminin karakterizasyon calismalarina ait deney sonuglari ile tasima
sisteminin in vitro ila¢ salim caligmalari, hemoliz deneyi ve stabilite deneylerine ait
bulgular detayli olarak anlatilacaktir. Bunun yani sira hazirlanan lipozomal ila¢ tagima
sisteminin in vitro sitotoksisite deney verileri ile apoptoz deneyi sonuglar1 da bu bashk

altinda verilecektir.

4.1. Bos Lipozom Eldesi, Optimizasyonu ve Karakterizasyonu
Organik ¢6zgenin (etanol) uzaklastirilmasiyla elde edilen, vismodegib ve
sorafenib ilaglarimi iceren lipit filmler sekil 4.1°de goriildiigli ilizere tiip ¢eperinde

gozlenmektedir.

= SimiRbed 4

= =

t mmmiir

e ——

A -

Sekil 4.1. Lipit filmler.
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Fosfolipit 1’in erime sicaklifit 70 °C olmas1 sebebiyle, ¢dzgen uzaklastirma
asamasinda sicakligin 70 °C’nin altina diismesi durumunda lipit film olusumunun
saglanamadig1 belirlendi.

Lipit filmler basarili bir sekilde elde edildikten sonra PBS ile 1slatilarak sonik prob

ve sonik banyo yardimiyla elde edilen ilk lipozom yapisi sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.2. Hidrasyon sonucu elde edilen lipozom yapist.

Farkl1 ekstriizyon sayilarina gore elde edilen lipozomlarin hidrodinamik boyutlar:
cizelge 3’te ve hidrodinamik boyut grafikleri ise sekil 4,3°te verilmistir. Buna gore 5’er,
10’ar ve 15’er kez 400 ve 200 nm gozenek capina sahip membranlardan ekstriizyon
sonrasi elde edilen son lipozomlarin boyutlar1 10 ve 15 kez ektriide edilenler i¢in sirastyla
124,8 £ 4,5 nm ve 124,2 + 1,0 nm olmas1 sebebiyle optimum olarak sirasiyla 400 ve 200
nm gbézenek capina sahip membranlardan 10°ar kez ektriide edilmesi se¢ilmistir (¢izelge
4.1). Ekstriide edilmeyen lipozom, 400 nm membrandan 10 kez ekstriide edilen ve 200
nm membrandan 10 kez ekstriide edilen lipozomlara ait hidrodinamik boyut grafikleri
sekil 4.3’de goriilmektedir. Ayrica lipozomlarin polidispersite indekslerinin 0,3’ten
kiigiik olmas1 nedeniyle lipozom boyutlarinin homojen dagildigini1 séylenebilmektedir

(133).
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Cizelge 4.1. Farkl ekstriizyon sayilarina gore elde edilen lipozomlarin hidrodinamik boyutlari (n=3).

Hidrodinamik Polidispersite

Boyut (nm) Indeksi (pdi)

X+ SD X+ SD
Direkt lipozom 145,9 £ 4,5 0,382 £ 0,07
400 nm (5 kez) 137,7+2,7 0,316 £ 0,027
400 nm (10 kez) 134,77+ 9,1 0,266 + 0,016
400 nm (15 kez) 131,6 £ 0,3 0,283 + 0,03
200 nm (5 kez) 136,0 £ 6,7 0,263 £ 0,038
200 nm (10 kez) 1248 £4,5 0,241 + 0,026
200 nm (15 kez) 1242+1,0 0,247 £ 0,056
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Sekil 4.3. Bos lipozoma ait hidrodinamik boyut grafikleri A) Ekstriide edilmeyen lipozom, B) 400 nm membrandan
10 kez ekstriide edilen lipozom C) 200 nm membrandan 10 kez ekstriide edilen lipozom.
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Elde edilen bos lipozomlara ait zeta potansiyeli —21,9 + 2,2 mV’dir (Sekil 4.4).
Zeta potansiyeli —10 ile +10 mV arasinda olan nanopartikiiller yaklagik olarak notr olarak
kabul edilirken, zeta potansiyeli +30 mV'den biiyilk veya —30 mV'den az olan
nanopartikiiller sirasiyla kuvvetli katyonik ve anyonik olarak kabul edilir. Elde edilen

lipozomlar anyonik karakterdedir (134).

Zeta Potential Distribution

3e+05
2,56+05 - ﬂ
2e+05

1,5e+05 —

Total Counts

Te+05 =

5e+04 -

) \

0 1 1 L} 1
-200 -100 0 100 200

Zeta Potential (mV)

Sekil 4.4. Bos lipozoma ait zeta potansiyel grafigi.

Sekil 4.5. Bos lipozomlara ait C-TEM goriintiisii. A) 200 nm 6lgekli, B) 100 nm 6lgekli .
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Bos lipozomlara ait C-TEM goriintiisii sekil 4.5’te verilmektedir. C-TEM
analizine gore sentezlenen lipozomlarin kiiresel sekilli ve capinin da yaklasik 100-130

nm civarinda oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.6. Lipozomu olusturan lipit tiirevlerine ait FTIR spektrumu, A) fosfolipit 1 (Lipoid P 75-3). B) fosfolipit 2
(Emiilmetik 930 Lucas Meyer). C) kolesterol (sigma).
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Sekil 4.7. Bos lipozomlara ait FTIR spektrumu.

Sekil 4.6 ve sekil 4.7°de sirasiyla lipozomu olusturan lipit tlirevlerinin ve bos
lipozomlarin FTIR spektrumu goriilmektedir. Bos lipozoma dair FTIR spektrumundaki
2900 ve 2848 cm™’de gdzlenen pikler lipit acil-CH3 ve -CH, gruplarmin asimetrik ve
simetrik gerilme titresim pikleri ve 1470 ve 1380 cm™! pikleri ise ayn1 gruplarin egilme
titresimlerine ait piklerdir. 1735 cm™ de gdzlenen C=0 ester gerilim titresim piki lipit
esterlerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica 1230 ve 1060 cm™ pikleri ise fosfolipitlerin
yapisinda bulunan P=0O gerilim titresimini gostermektedir (135),(136),(137). 1735 cm-
1’deki gerilim pikinin hafifledigi gézlenir. Bu kolesterol yapisinin C=O gerilimine kars1
koydugu sterik engelden kaynaklanmaktadir (138). Bu bilgiler dogrultusunda FTIR

analizi lipozom yapisinin basgari ile elde edildigini dogrular niteliktedir.

4.2. Sorafenib ve Vismodegib ilaclarimin Coziiniirliik, Spektrum Tarama
Cahismalan

Hidrofobik karakteri sebebiyle lipozoma lipit film olusturma asamasinda
eklenecek olan sorafenib ve vismodegib ilaglarinin lipitlerin ¢oziildiigii ve organik fazi
olusturmayi saglayan etanolde sonik prob ve vorteks yardimiyla 1 mg/mL olacak sekilde

¢oziildiigii belirlendi.
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Sorafenib ve vismodegib ilaclarmin 800-200 nm dalga boylar1 araliginda
absorbans taramas1 yapildi. Buna gore sorafenib ilacinin 265 nm dalga boyunda sogurum
yaptig1 belirlendi (Sekil 4.8-A). Vismodegib ilacina dair net bir pik alinamamis olmakla
birlikte (Sekil 4.8-B) sorafenible ayni dalga boyunda sogurum yaptig1 gozlendi. Bu
nedenle iki ila¢ lipozoma aynmi anda yiiklendiginde ilaclarin birlikte tespit edilmesi
birbirlerine yapacaklar1 sogurum girisiminden dolayr miimkiin olamayacaktir. flaclarin
spektrofotometrik olarak tespiti miimkiin olmadigindan, HPLC ile 6l¢lilmesine karar

verildi.
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Sekil 4.8. A) Sorafenibin spektrofotometrik sogurum tarama grafigi B) Vismodegibin spektrofotometrik sogurum
tarama grafigi.

4.3.

4.3.1. Secicilik

Koér numune ile mobil faz ortaminda ¢oziinmiis vismodegib ve ayni sekilde
sorafenib standardina ait kromatogramlar karsilastirildi. Vismodegib ve sorafenibe ait

alikonma zamaninda diger ilacin herhangi bir sinyal vermedigi gozlendi.

Sorafenib ve Vismodegib Ilaclarimin Yiiksek Performansh Sivi
Kromatografisi (HPLC) ile Ol¢iimii
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4.3.2. Tespit ve Kantitasyon Alt Simirlar

Vismodegib

Tespit sinir1 (“Limit of Detection” LOD) ve kantitasyon siir1 (“Limit of
Quantitation” LOQ) degerleri sinyal/gliriiltii (S/N) oranlar1 esas alinarak hesaplandi. LOD
degeri 0,017 pg/mL, LOQ degeri ise 0,056 pg/mL olarak belirlendi.

Sorafenib

LOD ve LOQ degerleri sinyal/giiriiltii (S/N) oranlar1 esas alinarak hesaplandi.
LOD degeri 0,019 pg/mL, LOQ degeri ise 0,065 pg/mL olarak belirlendi.

4.3.3. Dogrusalhik

Vismodegib
Kalibrasyon egrisi, 0,1 ile 120 pg/mL arasinda secilen farkli derisimlerdeki

standart ¢ozeltilerin, pik alan degerlerinin derisim degerlerine kars1 grafige gecirilmesiyle
olusturuldu. Ornek olarak 40 pg/mL vismodegib i¢in alinan kromatogram sekil 4.9°da
verilmistir. Egri icin regresyon parametrelerinin degerleri y = ax + b denklemi ile

hesaplandi, degerler a = 23032, b = 5525,8 ve R?=0,9998 seklindedir (sekil 4.10).

Sekil 4.9. 40 pg/mL vismodegibe ait HPLC kromatogrami.
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Vismodegib y =23032x + 5525.8

R2=0,9998
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Sekil 4.10. Vismodegibe ait HPLC standart grafigi.
Sorafenib

Kalibrasyon egrisi, 0,1 ile 120 pg/mL arasinda secilen farkli derisimlerdeki
standart ¢ozeltilerin, pik alan degerlerinin derisim degerlerine kars1 grafige gecirilmesiyle
olusturuldu. Ornek olarak 40 pg/mL sorafenib igin alman kromatogram sekil 4.11°de
verilmistir. Egri i¢in regresyon parametrelerinin degerleri y = ax + b denklemi ile

hesaplandi, degerler a = 30291, b =311,06 ve R?= 1 seklindedir (sekil 4.12).

.
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Sekil 4.11. 40 pg/mL sorafenibe ait HPLC kromatogrami.
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Sekil 4.12. Sorafenibe ait HPLC standart grafigi.

4.4. Lipozomlara Sorafenib ve Vismodegib Ilaclarimn Yiiklenmesi, ila¢ Yiiklii
Lipozomlarin Optimizasyon ve Karakterizasyon Calismalar

Ilag yiikleme 6n denemelerinde her iki ilagtan 1 mg/0,5 mL olacak sekilde ilave
edilmesi sonucu uygun lipit film yapis1 elde edilemedi. Bu nedenle lipit film olusumu
yaklasik oral alim dozu diisiiniilerek 1 mg/0,5 mL sorafenib ve 0,2 mg/0,5 mL vismodegib
ilave edilerek denendi. Her iki durumda da hazirlanan lipit filmlerin homojen bir sekilde
tiip ¢eperinde olusmadigi, lipit tabakasinin tiipiin dibine ¢okme egiliminde bulundugu
(sekil 4.13) hazirlanan lipozom yapisinin da topaklanma egiliminde oldugu goézlendi.
Lipofilik karakterdeki ilaglarin yiliksek derisimlerinin, fosfolipitlerin yan zincirlerini
bozarak molekiiller arasi etkilesimi azaltmasindan dolayr (110), (139) lipit film ve

lipozom yapisinin uygun bir sekilde elde edilemedigi sonucuna ulasildi.
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Sekil 4.13. A) Bos lipozom i¢in elde edilen lipit film, B) 1:1 (w:w) vismodegib: sorafenib eklenerek elde edilen lipit
film, C) 1:5 (w:w) vismodegib: sorafenib eklenerek elde edilen lipit film.

Basglik 3.2.4’te detayli olarak anlatilan 20:1, 25:1, 30:1, 35:1 ve 40:1 lipit: ilag
oranlar1 olacak sekilde hazirlanan lipozomlar sekil 4.14’te goriilmektedir.
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Sekil 4.14. Ekstriizyon 6ncesi ilag optimizasyon ¢alismasi sonucu elde edilen lipozom goriintiileri A) 20:1 B) 25:1 C)
35:1 D) 30:1 E) 40:1 oran1 ve F) bos lipozom.

Hazirlanan lipozom yapilart HPLC ile etken madde miktari, hidrodinamik boyut ve
zeta potansiyel yoniinden karakterize edilmistir. Buna gore elde edilen veriler ¢izelge 4.2
ve ¢izelge 4.3’de goriilmektedir. Her iki ilag¢ i¢in de en yliksek ila¢ miktarlarinin
yiiklenebildigi 25:1 orani yiikleme verimlerinin de yiiksek olmasi sebebiyle ve uygun
hidrodinamik boyut ve zeta potansiyel verilerine sahip olmasi nedeniyle optimum kabul

edildi.
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Cizelge 4.2. Farkli ila¢ miktarlarina gore elde edilen ilag yilikleme miktarlari ve verimleri.

Lipit:  Ilac¢ Yiiklenen % yiikleme | Yiiklenen % yiikleme

(w:w) Ila¢ Miktar | verimi Ila¢ Miktar | verimi
(sorafenib (sorafenib) (vismodegib | (vismodegib)
ng) ng)

20:1 Lipozom yapisinda topaklanmalar goézlendigi icin lipozom
yapisinin diizgiin elde edilemedigi diisiiniilerek ileri analiz
yapilmamustir.

25:1 221,8 92,4 195 81,3

30:1 174,4 87,2 141,8 70,9

35:1 159,9 94,0 136,1 80,0

40:1 121,7 81,1 96,9 64,6

Cizelge 4.3. Farkli ila¢ miktarlarina gore elde edilen hidrodinamik boyutlar ve zeta potansiyelleri (n=3).

Lipit: Ila¢ (w:w) | Hidrodinamik pdi Zeta Potansiyel
boyut (nm) X+ SD (mV)
X £+ SD X £+ SD

bos lipozom 124,8 £ 4,5 0,24 +£ 0,02 -219+22

20:1 307,2+ 1514 0,55 +£0,27 —94+4,6

25:1 158,3 £ 8,0 0,25 £ 0,08 —18,8 £ 3,07

30:1 326,2+ 31,9 0,51 +£0,03 -20,0+£ 1,5

35:1 192,2 +£ 83,1 0,36 + 0,1 -205+14

40:1 1372 +44 0,19 +£ 0,02 —21,1+£3,5

Optimum olarak kabul

edilen dual

ilag  yikli

lipozomun (Dual-Lip)

karakterizasyon ¢alisma sonuglarina gore; ilag yiikleme verimleri sorafenib i¢in %92,4 ve

vismodegib i¢in %81,3 olup icerdigi etken madde miktart siras1 ile 221,8 pg ve 195
pg’dir. Dual-Lip’in hidrodinamik boyutu 158,3 + 8,0 nm (pdi: 0,25 £+ 0,08) (sekil 4.15)
ve zeta potansiyel degeri de —18,8 £ 3,07 mV’ dur (sekil 4.16).
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Type: Size Result Source: Instrument

Cell Name: DTSOM2 Temperature ("C): 25
Material Name: Liposomes Dispersant Name: Water
Material RI: 145 Dispersant RI: 133
Material Absorption: 0.001 Dispersant Viscosity (cP): 0887

Dispersant Dielectric Constant: /85

20

10«

Intensay (Percent)

o0 1 10 100 1e+03 Tesid

Size (d.nm)

Sekil 4.15. Optimum kabul edilen 25:1 oranli dual ilag yiiklii lipozoma ait hidrodinamik boyut grafigi.
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Sekil 4.16. Dual ilag yiiklii lipozoma ait zeta potansiyel grafigi.

Dual-Lip’e ait C-TEM goriintiisii sekil 4.17°de verilmektedir. C-TEM analizine
gore Dual-Lip yapist kiiresel sekilli ve yaklasik 160 nm boyutludur.
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4.17. Dual ilag yiiklii lipozomlara ait C-TEM goriintiisii.
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Sekil 4.18. A) Sorafenib ilacina ait FTIR spektrumu, B) Vismodegib ilacina ait FTIR spektrumu, C) Bos ve dual
lipozomlara ait FTIR spektrumlari.
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Sekil 4.18’de verilen FTIR spektrumlarma bakildiginda, vismodegib ilacinin
yapisindaki S=O grubuna ait 1170 cm™’deki gerilme piki Dual-Lip’e ait FTIR
spektrumunda goriilmektedir (140). Sorafenib ilacina ait flor halojeninden kaynaklanan
C-F titresim piki ise yine Dual-Lip’e ait FTIR spektrumunda 1400 cm™’de yer almaktadir
(141). Ayrica Dual-Lip’e ait FTIR spektrumunda gdzlenen 1540 cm™’deki N-H biikiilme
piki de ilaglardaki —N-H yapisindan kaynaklanmaktadir (140),(141),(142). Buna gore

ilaglarin lipozomal sisteme basari ile yiiklendigi FTIR analizi ile dogrulanmaktadir.

4.5. In Vitro Tla¢ Salim

In vitro ilag salimi tastyic1 sistemin ilaci fizyolojik kosullarda ve timor
mikrocevresini taklit eden asidik pH’de ne kadar saldiginin belirlenmesi agisindan 6nem
tagimaktadir. Tiim6r mikrogevresinin pH degerlerinin 5,5-7,0 araliginda oldugu ifade
edilmektedir (143),(144). Bu nedenle tiimor mikrogevresini taklit etmek amaciyla pH 5,5
ve fizyolojik kosullar1 taklit etmek i¢in de pH 7,4 tampon ortaminda lipozomal sisteme
yiiklenen ilaglarin salim ylizdeleri incelendi. Dual-Lip yapisindan sorafenib ve
vismodegib ilaglarinin saliminin incelenmesi amaciyla gerceklestirilen in vitro ilag salim
deneyinin sonuglar1 sekil 4.19°da goriilmektedir. Elde edilen verilere gore sorafenibin
lipozomal sistemden salimi her ii¢ pH i¢cin de vismodegibe gore daha yavas
gerceklesmektedir. Ik 4 saat icinde vismodegibin pH 5,5’te %65,8 = 0,3’ii ve pH 7,4 te
ise 41,8 + 0,41 salinirken, sorafenibin ise pH 5,5’te %26,3 £ 0,3’ii ve pH 7,4’te ise 22 +
0,031 salinmustir. Bu degerler 12. saate ulasildiginda vismodegib i¢in; pH 5,5’te %89,3
+ 0,6’ya ve pH 7,4°te 53,6 = 0,4’e ulasirken, sorafenib i¢in ise; pH 5,5’te %34,4 + 0,5’
ve pH 7,4’te 29,4 £+ 0,2°ye ulagmistir. Vismodegib asidik ortamda daha hizli salinmasina
karsin, 32. saatin sonunda her iki pH i¢in de tiim ilacin Dual-Lip yapisindan salindig:
tespit edildi. Bununla birlikte sorafenibin, 56. saatin sonunda pH 5,5’te %66,9 + 0,6’s1 ve
pH 7,4°te ise 60,7 £ 0,31 salinmustir.
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Sekil 4.19. Dual-Lip yapisindan sorafenib ve vismodegib ilaglarinin zamana bagl kiimiilatif salimi: A) pH 5,5, B) pH
74.

4.6. Stabilite Calismalar:

Dual-Lip yapisinin 4 °C ve 25 °C’de ne kadar stabil kaldiginin belirlenmesi igin
6 ay siireyle gerceklestirilen stabilite calismalar1 kapsaminda yapinin hidrodinamik boyut
ve etken madde icerikleri incelendi. Sekil 4.20°de siireye bagli olarak hidrodinamik
boyutlarindaki degisiklikler verildi. Buna gore liyofilize edildikten sonra (0. zaman) PBS
ortaminda disperse edilerek hidrodinamik boyutu 6l¢iilen Dual-Lip’in 131,6 = 1,9 nm
(pdi degeri: 0,21) olarak 6l¢iildii. Dual-Lip yapisinin 4 °C’de 3. aya kadar hidrodinamik
boyutunda degisiklik belirlenmedi. 6. ayda ise boyutun 188,4 + 103,4 nm (pdi
degeri:0,41) oldugu belirlendi. Dual-Lip yapisinin 4°C’de 6. ayda bozulmaya basladig1
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sOylenebilir. 25 °C’de ise hidrodinamik boyut sonuglarina goére, yapinin 3. ayda 281 +
13,99 nm (pdi:0,35), 6. ayda ise 300,4 £ 29,1 nm (pdi:0,54) boyutlu oldugu saptandi.
Buna gore, Dual-Lip yapis1 3. ayda 4 °C’de daha iyi korunmus oldugu sdylenebilir. 6.
ayda ise 25 °C’de boyutlardaki degisikligin daha belirgin hale geldigi gézlendi.

350
.
_ 300 T ¢
£ I
£ 250
=
2
2 200
= )
£ 150 T f —o—4°C
s -
S 1 25°C
2 100
=]
=
50
0
0 1 2 3 4 5 6 7
Zaman (ay)

Sekil 4.20. 4 °C ve 25 °C’de saklanan Dual-Lip yapisina ait zamana bagli hidrodinamik boyut degisimi grafigi.

Etken madde miktar1 tayini HPLC’de yapilmis olup, belirtilen aylarda HPLC ile

lipozomdan salinan etken madde tespiti ger¢eklestirilemedi.
4.7. Hemoliz Deneyi

Bos ve dual ilag¢ igeren lipozomlarin 500; 250; 100; 50 ve 25 pg/mL’lik

derisimlerine ait %hemoliz degerleri ¢izelge 4.4’de goriilmektedir.
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Cizelge 4.4. Dual-Lip ve Bos-Lip’e ait %hemoliz degerleri.

% Hemoliz
Derisim (ug/mL) Dual-Lip Bos-Lip
500 <5 <5
250 <5 <5
100 <5 Hemoliz yok
50 <5 Hemoliz yok
25 <5 Hemoliz yok

%10’dan diisik hemolitik aktivite materyalin intravenéz uygulamaya
uygunlugunu gostermektedir. Bunun yani sira, %10’dan diisiik hemoliz degeri materyalin
hemolitik olmadigini gosterirken %5 ten diigiik hemoliz degeri, hemoliz yok olarak kabul
edilir (145),(146),(147). Bu nedenle hazirlanan dual ila¢ yiikli lipozomal sistemin
intravendz uygulamaya uygun biyouyumlu bir formiilasyon oldugu ifade edilebilir (Sekil
4.21).

Sekil 4.21. Dual-Lip hemoliz deneyi; sirastyla negatif kontrol (PBS), pozitif kontrol (Triton-x-100), 500; 250; 100;
50 ve 25 pg/mL Dual-Lip.
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4.8. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

4.8.1. HepG2 Hiicre Hatti1 Proliferasyon Deneyi
HepG2 hiicre hattina dair gergeklestirilen proliferasyon deneyi sonucu

sitotoksisite deneylerinde kullanilacak hiicre sayisi kuyucuk basma 10* hiicre olacak

sekilde belirlendi (Sekil 4.22).

HepG?2 Proliferasyon Egrisi

1,2

0,8

0,4

0,2

100000 50000 25000 12500 6250 3125 1563 781

Hiicre Sayis1

Sekil 4.22. HepG2 hiicre hatt1 proliferasyon egrisi.

Seri seyreltmeler ile kuyucuklara ekilen hiicre sayisina bagl olarak MTT testi
sonucu elde edilen optik dansite (OD, absorbans) degerleri sekil 4.22°de goriilmektedir.
Buna gore hiicre sayis1 12500 iken hiicre canlilig1 pik (OD degeri: 1,1033) yapmaktadir.
Daha yiiksek ve daha diisiik hiicre sayilarinda hiicre canliligi daha azdir. Bu durum,
10000-780 araliginda hiicre bulunan kuyucuklarda hiicre sayisinin azligindan, 12500
hiicre sayisinin iistiinde ise ¢esitli nedenlerle hiicre dliimlerinin gerceklesmesine bagl
hiicre sayisinin azalmasindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle hiicre sayisinin pik yaptigi

12500 degeri ile en yakin OD degeri olan 6250 hiicre sayis1 (OD degeri: 1,0837) ortasinda
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olacak sekilde bir deger alinarak, kuyucuk basina diisen hiicre sayist1 10000 olarak
belirlendi. Kuyucuk basina hiicre sayisi belirlemede hiicre sayisina bagli dlgiilen OD

degerinin 0,75-1,25 araliginda olmas1 gerekmektedir (148),(149).

4.8.2. Sitotoksisite Deneyleri

Sorafenib ve vismodegib ilaclariin hepatoseliiler karsinom (HepG2) hiicre hatt
ve insan normal embriyonik bobrek (HEK293) hiicre hatt1 iizerinde tek tek ve beraber
olusturduklart sitotoksik etki incelenmis olup bu ilaglarin tasiyici sisteme yiiklenmesi
durumunda meydana getirdikleri sitotoksisite de 24, 48 ve 72 saat siirelerde MTT canlilik

testi ile belirlendi. MTT testi sonras1 mikroplaka goriinimii Sekil 4.23’te goriilmektedir.
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Sekil 4.23. MTT canlilik testi sonrasi formazon kristallerinin DMSO ile ¢oziilmesiyle olusan rengin
mikroplakalardaki gorseli.

Serbest halde (tasiyici sisteme yliklenmeden) sorafenib ilacinin HepG2 hiicre hatti
izerinde sitotoksik etkinliginin serbest haldeki vismodegibe gore daha fazla oldugu ve

zamana bagli olarak her iki ilacin da sitotoksisitesinin arttig1 gozlendi. Bununla birlikte,
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iki ilacin birlesimi halinde tek tek yarattiklar sitotoksik etkiden daha fazla sitotoksisite

meydana getirdikleri saptandi (Sekil 4.24-4.32).

HepG2 Serbest Sorafenib 24 saat
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20 '
. om W
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sorafenib derisimi (ug/mL)

% canlilik

Sekil 4.24. Sorafenibin HepG2 hiicrelerine 24 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.

HepG2 Serbest Vismodegib 24 saat
100

80

60
4
2 I
100 80 75 50 40 30 15

vismodegib derigimi (ng/mL)

%canlilik

=] (=]

(=]

Sekil 4.25. Vismodegibin HepG2 hiicrelerine 24 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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Sekil 4.26. Serbest ilag birlesiminin HepG2 hiicrelerine 24 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik
grafigi.

HepG2 Serbest Sorafenib 48 saat
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Sekil 4.27. Sorafenibin HepG2 hiicrelerine 48 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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HepG2 Serbest Vismodegib 48 saat
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Sekil 4.28. Vismodegibin HepG2 hiicrelerine 48 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.

HepG2 Serbest Birlesim 48 saat
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Sekil 4.29. Serbest ilag birlesiminin HepG2 hiicrelerine 48 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik
grafigi.
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HepG2 Serbest Sorafenib 72 saat
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Sekil 4.30. Sorafenibin HepG2 hiicrelerine 72 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.

HepG2 Serbest Vismodegib 72 saat
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Sekil 4.31. Vismodegibin HepG2 hiicrelerine 72 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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Sekil 4.32. Serbest ilag birlesiminin HepG2 hiicrelerine 72 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik

Sitotoksisite analizleri sonrasinda HepG?2 hiicre hatt1 iizerinde, serbest ilaglar i¢in
hesaplanan ICso degerleri cizelge 4.5 te goriilmektedir. Buna gore vismodegibin 1Cso
degeri tek basina uygulandiginda 24., 48. ve 72. saatler i¢in sirastyla 73,7 £ 15,7; 39,4 +
2,7 ve 38,3 £ 1,5 pg/mL’dir. Sorafenibin tek basina uygulandiginda ICso degeri ise 24.,
48. ve 72. saatler i¢in sirasiyla 9,99 + 0,87; 6,72 £ 0,29 ve 5,47 + 0,22 pg/mL’dir. Birlesim
halinde ilaglarin ICso degerleri 8,08 + 0,35; 6,12+ 0,10 ve 4,41 £ 0,15 pg/mL’dir. Ilaglarin
tek tek ve birlesim halindeki ICso degerinde zamana bagl olarak diisiis oldugu belirlendi
(p <0,05). Aymi zamanda hem vismodegibin hem de sorafenibin ICso degerleri

birbirleriyle kombine edildiginde belirgin 6l¢iide azalmaktadir (p <0,05). Bu durum

%canlilik
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HepG2 Serbest Birlesim 72 saat

30+30

20+20 15+15 10+10
sorafenib + vismodegib (pg/mL)

grafigi.

5+5 2,5+2,5

ilaclarin HepG2 hiicre hatti lizerindeki sinerjik etkisini gézler 6niine sermektedir.

Cizelge 4.5. HepG?2 hiicre hatt1 serbest ilaglara dair ICso (ug/mL) degerleri (n = 3).

Sorafenib Vismodegib Serbest Birlesim
X+ SD X+ SD (sorafenib ve
vismodegib)
X+ SD
24. saat 9,99 + 0,87 73,7+ 15,7 8,08 £0,35
48. saat 6,72+ 0,29 39,4+27 6,12+0,10
72. saat 5,47+0,22 383+ 1,5 4,41 +0,15
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Lipozomal tasiyict sisteme yonelik sitotoksisite deneylerine gore, bos lipozom
yapis1 HepG2 hiicre hatt: iizerinde sitotoksik etki gdstermedi. Ilaglar tasiyici sisteme tek
tek ve beraber yiiklendiklerinde HepG2 hiicre hatt1 {izerinde meydana getirdikleri
sitotoksik etkiye dair canlilik grafikleri Sekil 4.33-4.44°te goriilmektedir. Sorafenibin
tasiyict sisteme yiiklendiginde HepG2 hiicre hatt1 {izerinde sitotoksik etkinliginin yine
lipozoma yiiklii vismodegibe gore daha fazla oldugu belirlendi. Vismodegibin sitotoksik
etkinliginin lipozomal sisteme yiiklenmesiyle artis gdstermedigi gézlendi. Ancak, bu iki
ilag beraber lipozomal sisteme yiiklendiginde tek tek lipozoma yiiklii hallerinden daha
fazla sitotoksisiteye neden olmaktadir. Bunun yani sira bu ilaglarin kombine halde tasiyici
sisteme yliklenmesiyle meydana getirdikleri sitotoksisite serbest halde kombine
edildiklerinden daha fazladir. Sor-Lip ve Dual-Lip yapisinin zamana bagli olarak
sitotoksik etkisinin arttig1 da belirlendi. Sonug olarak, iki ilacin hem sinerjik etkiye sahip
oldugu hem de tasiyici sisteme yiiklendiklerinde daha fazla sitotoksik etkiye neden
oldugu saptandi.
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Sekil 4.33. Bos-Lip’in HepG2 hiicrelerine 24 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.

74



HepG2 Sor-Lip 24. saat
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Sekil 4.34. Sor-Lip’in HepG2 hiicrelerine 24 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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Sekil 4.35. Vis-Lip’in HepG2 hiicrelerine 24 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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HepG2 Dual-Lip 24. saat
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Sekil 4.36. Dual-Lip’in HepG2 hiicrelerine 24 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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Sekil 4.37. Bos-Lip’in HepG2 hiicrelerine 48 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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HepG2 Sor-Lip 48. saat
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Sekil 4.38. Sor-Lip’in HepG2 hiicrelerine 48 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.

HepG?2 Vis-Lip 48. saat

12,2 3,05
vismodegib densnm (pg/mL)

120

10

(=)

8

(=]

6

%canlilik
(e}

4

(=]

2

S

(=]

Sekil 4.39. Vis-Lip’in HepG2 hiicrelerine 48 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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HepG2 Dual-Lip 48. saat
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Sekil 4.40. Dual-Lip’in HepG2 hiicrelerine 48 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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Sekil 4.41. Bos-Lip’in HepG2 hiicrelerine 72 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.

78



HepG2 Sor-Lip 72. saat
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Sekil 4.42. Sor-Lip’in HepG2 hiicrelerine 72 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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Sekil 4.43. Vis-Lip’in HepG2 hiicrelerine 72 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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Sekil 4.44. Dual-Lip’in HepG2 hiicrelerine 72 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.

Sitotoksisite analizleri sonrasinda lipozomal sistemler i¢in hesaplanan ICso
degerleri cizelge 4.6’da goriilmektedir. Buna goére Sor-Lip’in ICso degeri tek basina
uygulandiginda 24., 48. ve 72. saatler i¢in sirasiyla 18,24 +1,32; 4,2 + 0,17 ve 4,07 £ 0,5
png/mL’dir. Vis-Lip’in ICso degeri ise her {i¢ saat i¢in de 48 pg/mL’den biiyiiktiir. Dual-
Lip yapisinin 24., 48. ve 72. saat ICso degerleri ise sirasiyla, sorafenib i¢in; 6,34 = 1,54;
3,81 0,11 ve 3,22 +£ 0,52 pg/mL iken, vismodegib i¢in; 5,61 + 1,33; 3,37 £ 0,1 ve 2,87
+ 0,45 pg/mL’dir. Ilaglarin lipozomal sisteme dual olarak yiiklenmesi ile elde edilen ICso
degerleri serbest birlesim halinde uygulanmalarindan daha diisiiktiir (p <0,05). Ancak
Dual-Lip yapisinin 24. saatteki 1Cso degeri, 48. ve 72. saatlerdeki ICso degerinden
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek iken (p <0,05), 48. ve 72. saatlerdeki degerler
istatistiksel olarak farkli bulunmadi (p >0,05). Hem vismodegibin hem de sorafenibin
ICso degerlert, birbirleriyle kombine edilip lipozomal sisteme yiiklendiginde azalmaktadir

(p <0,05). Ancak bu durum vismodegib i¢in daha belirgindir.
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Cizelge 4.6. HepG2 hiicre hatt1 li

pozomal sistemlere dair ICso (ug/mL) degerleri (n = 3).
Sor-Lip Vis-Lip Dual-Lip Dual-Lip
X+ SD X+ SD (sorafenib) (vismodegib)
X+ SD X+ SD
24, saat 18,24 £ 1,32 > 48,8 6,34 + 1,54 5,61 +£1,33
48. saat 42 +0,17 > 48,8 3,81+0,11 3,37+0,1
72. saat 4,07 +0,5 > 48,8 3,22+0,52 2,87+0,45

Serbest halde (tasiyict sisteme yiiklenmeden) sorafenib ilacinin HEK293 hiicre
hatt1 iizerinde, HepG2 hiicre hattindaki sonuglara benzer sekilde, sitotoksik etkinliginin
serbest haldeki vismodegibe gore daha fazla oldugu ve zamana bagli olarak gdzlendi. iki
ilacin birlesimi halinde tek tek yarattiklar sitotoksik etkiden cok daha fazla sitotoksisite
meydana getirdikleri, hatta bu sitotoksik etkinin HepG2 hiicre hattindan daha fazla oldugu
saptand1 (Sekil 4.45-4.53). Bu sonuglara gore, serbest haldeki ilaglar, saglikli insan

hiicreleri tizerinde belirgin bir sitotoksisiteye sahip oldugu belirlendi.

HEK?293 Serbest Sorafenib 24. saat
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Sekil 4.45. Sorafenibin HEK293 hiicrelerine 24 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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HEK?293 Serbest Vismodegib 24. saat
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Sekil 4.46. Vismodegibin HEK293 hiicrelerine 24 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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Sekil 4.47. Serbest ilag birlesiminin HEK293 hiicrelerine 24 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik
grafigi.
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HEK?293 Serbest Sorafenib 48. saat
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Sekil 4.48. Sorafenibin HEK293 hiicrelerine 48 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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Sekil 4.49. Vismodegibin HEK293 hiicrelerine 48 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi
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HEK?293 Serbest Birlesim 48. saat
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Sekil 4.50. Serbest ilag birlesiminin HEK293 hiicrelerine 48 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik
grafigi.
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Sekil 4.51. Sorafenibin HEK293 hiicrelerine 72 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.

84



HEK?293 Serbest Vismodegib 72. saat
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Sekil 4.52. Vismodegibin HEK293 hiicrelerine 72 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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Sekil 4.53. Serbest ilag birlesiminin HEK293 hiicrelerine 72 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik
grafigi.

Sitotoksisite analizleri sonrasinda HEK293 hiicre hatt1 iizerinde serbest ilaglar i¢in
hesaplanan ICso degerleri cizelge 4.7°de goriilmektedir. Buna gére vismodegibin 1Cso
degeri tek basina uygulandiginda 24., 48. ve 72. saatler i¢in sirastyla 96,2 + 7,3; 90,7 +
14,7 ve >100 pg/mL’dir. Sorafenibin tek basina uygulandiginda ICso degeri ise 24., 48.
ve 72. saatler i¢in sirasiyla 8,39 + 1,55; 3,7 £ 0,72 ve 3,48 + 0,69 pg/mL’dir. Birlesim
halinde ilaglarm ICso degerleri 6,33+ 0,11;2,31 £ 0,09 ve 0,26 + 0,07 ug/mL’dir. ilaglarin
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saglikli hiicreler iizerindeki oOldiirlicii etkisi sitotoksisite analizleri sonucu ortaya
konmustur. Hatta sorafenib ilacinin tek basina saglikli insan hiicrelerine olan dldiiriicii
etkisinin, karaciger kanseri hiicrelerine olan etkisinden 48. saat i¢in 1,8 kat; 72. saat i¢in
1,6 kat ve vismodegible birlesim halinde ise 48 saat icin 2,6 kat; 72 saat icin 17 kat

fazladir.

Cizelge 4.7. HEK293 hiicre hatt1 serbest ilaglara dair ICso (ng/mL) degerleri (n = 3).

Sorafenib Vismodegib Serbest Birlesim
X+ SD X+ SD (sorafenib ve
vismodegib)
X+ SD
24. saat 8,39+ 1,55 96,2 +7,3 6,33 +0,11
48. saat 3,7+0,72 90,7 + 14,7 2,31 +£0,09
72. saat 3,48 £ 0,69 >100 0,26 + 0,07

Ilaglarin tedavi etkinliginin artirilmasimin yani sira saglikli hiicreler iizerindeki
toksik etkilerinin azaltilmasi ila¢ tasima sistemlerinin ana amaglarindandir. Serbest
ilaglarin lipozomal tagima sistemine yliklenmesi sonrast HEK293 saglikli insan hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkilerini gosteren grafikler sekil 4.54-4.56’da verilmistir. Buna
gore Dual-Lip yapisinin HEK293 hiicrelerinde sitotoksik etki gostermedigi, hatta HepG2
hiicrelerine uygulanandan daha yiiksek dozda bile herhangi bir toksik etki yaratmadigi
belirlendi. Sitotoksisite analizleri sonrasinda HEK293 hiicre hatt1 iizerinde Dual-Lip
lipozomal sisteme yiiklenmis ilaclar i¢in ICso degerleri her {i¢ saatte de sorafenib igin;

>33,3 pg/mL iken vismodegib i¢in; >29,2 ng/ mL’dir.
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HEK?293 Dual-Lip 24. saat
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Sekil 4.54. Dual-Lip’in HEK293 hiicrelerine 24 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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Sekil 4.55. Dual-Lip’in HEK293 hiicrelerine 48 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.
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HEK?293 Dual-Lip 72. saat
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Sekil 4.56. Dual-Lip’in HEK293 hiicrelerine 72 saat uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi.

HepG2 ve HEK293 hiicre hatlar1 {izerinde serbest ilaglar, birlesimleri ve
lipozomal sisteme yiliklenmis ilaglar ile tezin hipotezini olusturan Dual-Lip yapisinin
sitotoksisite deneyi sonuglar1 degerlendirildiginde, karaciger kanseri tedavisinde
kullanilan sorafenib ilacinin, “Hedgehog” yolagi inhibitorii olan vismodegib ile sinerjik
etki olusturdugu ve bu nedenle karaciger kanseri tedavisinde kombine halde kullaniminin
miimkiin oldugu tespit edildi. Bununla birlikte bu ilaglarin beraber lipozomal sisteme
yiiklenmesi sonucu karaciger kanseri tedavisi i¢in daha etkin bir hal aldig1 belirlendi.
Bunun yani sira serbest ilaglarin saglikli insan hiicreleri tizerinde gii¢lii 6ldiiriicti etkileri
s0z konusu iken, hazirlanan tagima sisteminin saglikli hiicrelerde toksisite yaratmadigi
goriildii. Buna gore Dual-Lip yapisinin karaciger kanseri tedavisinde kullanilmak tizere,
sorafenib ve vismodegib ilaglarin1 beraber tasimak suretiyle sinerjik etkili, artirilmis ilag

etkinligine sahip, saglikli dokulara zarar vermeyen bir formiilasyon oldugu sdylenebilir.

4.9. Apoptoz Deneyi
Serbest ila¢ birlesiminin ve Dual-Lip yapisinin apoptotik etkisi anneksin
V-FITC/PI kiti ile 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasi akis sitometresinde incelendi.

Hiicrelerin canlilik ile erken apoptoz/ge¢ apoptoz/nekroz evrelerindeki yiizdesel

miktarlar1 belirlendi.
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Sekil 4.57. 48 saat ilag bilesimi uygulanan HepG2 hiicrelerinin “inverted” mikroskop altindaki goriintiileri. A) serbest
ilag birlesimi uygulanan hiicreler, B) Dual-Lip uygulanan hiicreler.
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Sekil 4.58. HepG2 hiicrelerine ait 48. saat apoptoz deneyi akis sitometrisi analiz sonuglar1. A) kontrol grubu B)
serbest ilag birlesimi grubu C) Dual-Lip grubu.
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48. saat i¢in; 3,812 pg/mL sorafenib ve 3,366 pg/mL vismodegib iceren dual
lipozom ve 6,108 pg/mL sorafenib ve vismodegib igeren serbest ilag¢ birlesimi uygulanan
HepG?2 hiicrelerinin “inverted” mikroskobu altindaki goriintiileri sekil 4.57°de, apoptoz
deneyi sonrasi akis sitometrisi analiz sonuglar1 ise sekil 4.58’de goriilmektedir. Buna
gore, kontrol grubunda hiicrelerin %92’sinin canli, %3,9’unun proapoptotik, %2,4 {iniin
gec apoptozda oldugu ve %1,7’sinin de nekrotik oldugu tespit edildi. Serbest ilag
birlesimi uygulanan hiicrelerin %93,5’inin canli, %3,5’inin proapoptotik, %2,6’sinin ge¢
apoptozda oldugu ve %0,4 linlin de nekrotik oldugu goriildii. Buna karsin Dual-Lip’in
hiicreler iizerindeki etkisinin arttig1 gozlendi. Analiz sonuglarima goére Dual-Lip
uygulanan hiicrelerin %46,3’{iniin canli, %20,3’iiniin proapoptotik, %33,2’sinin ge¢

apoptozda oldugu ve %0,2’sinin de nekrotik oldugu belirlendi.
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Sekil 4.59. HepG2 hiicrelerine ait 72. saat apoptoz deneyi akis sitometrisi analiz sonuglari. A) kontrol grubu B)
serbest ilag birlesimi grubu C) Dual-Lip grubu.
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72. saat icin; 3,215 pg/mL sorafenib ve 2,867 ug/mL vismodegib iceren dual
lipozom ve 4,414 pg/mL sorafenib ve vismodegib iceren serbest ilag birlesimi uygulanan
HepG2 hiicrelerinde gergeklestirilen apoptoz deneyi sonuglar1 sekil 4.59°da
goriilmektedir. Buna gore, kontrol grubunda hiicrelerin %85,1’inin canli, %7,6’sinin
proapoptotik, %6,2’sinin ge¢ apoptozda oldugu ve %]1,1’inin de nekrotik oldugu tespit
edildi. Serbest ilag¢ birlesimi uygulanan hiicrelerin 48. saatten farkli olarak %70,5’inin
canli, %11,1’inin proapoptotik, %11,4’linlin ge¢ apoptozda oldugu ve %7,0’sinin de
nekrotik oldugu goriildii. Buna karsin Dual-Lip’in hiicreler lizerindeki apoptotik etkisinin
serbest ilag birlesimine gore daha fazla oldugu ve siireye bagl olarak da arttig1 gézlendi.
Analiz sonuglarina goére Dual-Lip uygulanan hiicrelerin %7,0’sinin canli, %15,9’unun
proapoptotik, %70,0’inin ge¢ apoptozda oldugu ve %7,1’inin de nekrotik oldugu
belirlendi.

Akis sitometri analizi grafiklerinde sol alt kadran canli hiicreleri (anneksin V—, PI
—), sag alt kadran erken apoptotik hiicreleri (anneksin V +, PI —), sag list kadran geg
apoptotik hiicreleri (anneksin V +, PI1 +) ve sol {ist kadran ise (anneksin V —, PI +) nekrotik
hiicreleri gostermektedir (150). Dual-Lip’in, serbest ila¢ birlesimine goére HepG2 hiicre
hatt1 tizerindeki apoptotik etkisinin daha fazla oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte
stireye bagli olarak hem ilag¢ birlesiminin hem de Dual-Lip yapisinin hiicreler iizerindeki
apoptotik etkisinde artis goriilmektedir. Ancak Dual-Lip yapisinin hiicreleri apoptoza
stirlikleme orani serbest ilag birlesimine gore belirgin bir sekilde daha fazla olarak goze

carpmaktadir.
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5. TARTISMA

Karaciger kanseri diinya ¢apinda en sik teshis edilen altinci kanser tiirii olup
kansere bagli 6liimlerde tigiincii siradadir. Tedavide kullanilan antikanser ajanlarin doku
secimliliginin diisiik olmasi1 sebebiyle meydana gelen yan etkiler hastanin yasam
kalitesini diistirmektedir. Ayn1 zamanda etkin dozun kanserli dokuya ulasmasi olasi
olmamaktadir. Antikanser ajanlarin birlesimi, ilag dozunun azaltilmasina olanak
tanimasinin yaninda birden fazla antikanser hedefi tizerindeki etkinlik i¢in potansiyel bir
platform saglayabilmektedir. Ancak kullanilan pek c¢ok antikanser ilacin
hidrofobisitesinden kaynakli diisiik ¢oziiniirliige sahip olmasi da uygulama agisindan
kisitlilik yaratmaktadir. Yeni bir ilag molekiiliiniin gelistirilmesi pahali ve zaman alicidir.
flag tedavisinin bireysellestirilmesi, doz titrasyonu ve terapotik ilag takibi gibi farkl
yontemler kullamilarak “eski” ilaglarin giivenlik-etkinlik oranmin iyilestirilmesi
denenmektedir. Bunun yani sira ilacin kontrollii hizda verilmesi, yavas tasinimi, hedefli
taginimi1 oldukca ¢ekici yontemler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu amagla gelistirilen
ilag tagima sistemleri, antikanser ajanlar i¢in arttirtlmis etkinlik ve azaltilmis yan etki
saglayabilmektedir. Nanoteknolojinin tipta kullanimi hizla yayilmaktadir. Bu amagla
nanopartikiiler ila¢ tasima sistemleri gelistirilmeye devam edilmektedir. Serbest ilaglarin
dogrudan uygulanmasi ile karsilastirildiginda, ilaglarin nanotasiyicilar ile tasinmasi,
yiiksek hidrofobisiteye sahip ilaclarin ¢Oziiniirliigiiniin  artirilmasi, iyilestirilmis
farmakokinetik 6zellikler, uzun dolagim siiresi, en aza indirilmis yan etkiler ile siirekli ve
kontrollii ilag salimi gibi belirgin avantajlar saglayabilmektedir. Bu amagla ¢alisma
kapsaminda karaciger kanseri tedavisinde kullanilmak tizere dual ilag¢ yiiklii nano boyutlu
lipozomal ilag tagima sistemi gelistirildi.

Karaciger kanseri tedavisinde kullanilmak {izere hazirlanan dual ila¢ yiikli
lipozomal tasima sistemi ince lipit film hidrasyon yontemi ile sentezlenmis olup,
optimizasyon ve karakterizasyon ¢aligmalar1 gerceklestirildi. Elde edilen formiilasyonun
ilag salim ve hemoliz ¢alismalari ile ve in vitro sitotoksisite ve apoptoz deneyleri yapildi.
Buna gore; bos lipozomlar 124,8 + 4,5 nm boyutlu ve —21,9 £ 2,2 mV zeta potansiyele
sahip olarak elde edildi. Cannito et al. (151), karaciger kanserini hedeflemek iizere ince

lipit film hidrasyon ve ekstriizyon yontemi ile sentezledikleri, hyaluronik asit ve PEG ile
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yiizeyini modifiye ettikleri cesitli lipozom yapilarinin 165-225 nm boyut araliginda
oldugunu ifade etmektedir. Zhang et al. (152) da benzer sekilde farkli lipit tiirevleri ile
ince lipit film hidrasyon ve ekstriizyon yontemi ile hazirladiklar1 lipozomlarin 100-200
nm araliginda boyuta sahip oldugunu ifade etmektedir. Bununla birlikte ¢alismada bizim
yapimiza benzer sekilde; fosfotidilkolin ve kolesterol ile hazirlanan lipozomlarin yaklasik
160 nm boyutlu oldugu goriildii. Verilerimiz literatiirle uyumlu olmakla birlikte s6z
konusu boyut degiskenliginin kullanilan lipit kaynaklar1 ya da miktarlarindaki
farkliliklardan kaynaklanabilecegi diisiiniildii (153),(154).

Hazirlanan dual ilag yiiklii lipozom yapisinin hidrodinamik boyutu 158,3 + 8,0 nm
ve zeta potansiyel degeri de —18,8 + 3,07 mV’dur. Sorafenib ilac1 yapiya %92,4 verimle
yiiklenirken, vismodegib ilac1 da %81,3 verimle yiiklendi.

Anyonik lipozomlar, katyonik lipozomlara gore daha yavas klirens kinetigine
sahiptir, makrofajlarca gerceklestirilen fagositozlar1 daha azdir (51). Negatif yiikli
lipozomlar, aralarindaki giiclii itici coulomb kuvvetleri nedeniyle lipozomal
formiilasyonun kiimelesmesini engelleme agisindan avantajlidir. Giiglii pozitif yiizey
yiikiine sahip lipozomlar ise hiicre zarlariyla etkilesime girerek toksisiteye neden olabilir,
bu da hiicre biitiinliglinli bozarak hiicresel hasara yol agabilir (52). Calismamizda elde
edilen Dual-Lip yapis1 anyonik karakterliydi. Buna gore tartismanin ileriki boliimlerinde
de cesitli orneklerle ifade edilecegi iizere Dual-Lip yapisinin zeta potansiyel degeri
acisindan ilag tagima sistemi olarak kullanima uygun oldugu sonucuna varildi.

Doku diizeyinde bakildiginda EPR etkisinden faydalanilarak yapilacak pasif
hedeflemelerde nanotasiyici sistem genel olarak 20-200 nm boyutlu olarak tasarlanir;
ancak 400 nm ye kadar olan boyutlardaki tastyicilarin da tiimor bolgesinde biriktigi
belirtilmektedir (155),(156). Buna goére hazirlanan dual ilag¢ yiiklii lipozomal sistemin
pasif hedeflemeye uygun bir boyutta elde edildigi sOylenebilir.

Sachaniya et al., (157) ince lipit film hidrasyon yontemiyle hazirladiklar1 ve
lipofilik karakterdeki A vitaminini yiikledikleri lipozomlarin boyutlarini1 ¢alismamizda
elde ettigimiz lipozom boyutlarina benzer sekilde 151,2 nm olarak ifade etmistir. Wei et
al.’m (158) hepatoseliiler karsinomaya hedeflemek {iizere tasarladiklart PEG ve
laktoferrin ile tiirevlendirdikleri lipozomlarin, yine ¢alismamiza benzer sekilde, 127-159
nm boyut araliginda ve <0,3 pdi degerinde oldugunu belirtmislerdir. Lipit film olusturma

asamasinda  ekleyerek enkapsiile ettikleri kumarin-6 ve DiR’in  (1,10-
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dioktadesiltetrametil indotrikarbosiyanin iodit) enkapsiilasyon veriminin de %85-87
araliginda oldugunu ifade etmislerdir. Frias et al. (63), vismodegib yiikledikleri ve
fosfatidilkolinden meydana getirdikleri lipozomlarin zeta potansiyel degerini —17,6 = 0,2
mV olarak belirtmistir. Li et al. (109), ise karaciger fibrozunu tedavi etmek amaciyla
hepatik satellit hiicrelerine integrin ile aktif olarak hedeflendirdikleri vismodegib yiiklii
lipozomlarin, yaklagitk 80 nm boyutlu (pdi:0,25) oldugunu, —21,8 + 0,2 mV zeta
potansiyele ve %98,5 enkapsiilasyon verimine sahip oldugunu belirtmektedir. Bir bagka
calismada, hepatoseliiler karsinom i¢in sorafenib ve dosetakselin dual olarak yiiklendigi,
folat ve kondrotin siilfatla tiirevlendirilmis lipozom yapisinin boyutlari 165,95 + 2,06 nm,
zeta potansiyel degeri —20,73 £ 1,37 mV, sorafenib enkapsiilasyon verimi %90,27 + 0,63
ve dosetaksel enkapsiilasyon verimi %86,55 £ 1,90 olarak belirtilmistir (113). Yukarida
belirttigim ila¢ yiikleme verimleri, hidrodinamik boyut, pdi degeri ve zeta potansiyel
verileri agisindan degerlendirildiginde karaciger kanseri i¢in hazirlanan dual ilag yiiklii
lipozom formiilasyonunun 6zelliklerinin literatiirle uyumlu oldugu sonucuna varildi.

Tiimor mikrogevresinin pH’si, yiiksek miktarda glukoz tiiketiminin varlig1 ancak
oksidatif fosforilasyonun azlig1 sebebiyle iiretilen laktat dolayisiyla asidiktir (159). Bu
nedenle, hazirlanan Dual-Lip yapisinin asidik pH’lerde ve fizyolojik pH’de ilaglar1 ne
oranda salacaginin tespiti i¢in ilag salim deneyleri gergeklestirildi. Asidik mikrocevreyi
taklit etmek amaciyla pH 5,5 ve fizyolojik kosullar taklit etmek amaciyla ise pH 7.4
tampon sistemleri kullanilarak diyaliz metodu ile kiimiilatif ilag salim miktarlart
belirlendi. Buna gore; Dual-Lip yapisinin vismodegib ilacin1 sorafenibten daha hizli
saldig1 tespit edildi. Vismodegib ilact 32. saatin sonunda her iki pH’de de tamamen
salinirken sorafenib ilacinin 56. saatin sonunda sonunda pH 5,5’ta %66,9 + 0,6’s1 ve pH
7.4te ise 60,7 £ 0,3’li salindigr saptandi. Sorafenibin sulu ortamda c¢oziiniirliigi
vismodegibden daha azdir. Yiiksek hidrofobiklige sahip ilaglarin lipozomlarin iginde
kalma egilimi hidrofilik olanlara gére daha fazladir (160),(161). Bu nedenle vismodegibin
sorafenibden daha hizli salinmasi beklenen bir durumdur.

Xiao et al. (111), gadolinyum ile beraber lipozomlara yiikledikleri sorafenib i¢in
pH 7,4°te in vitro salim1 izlemislerdir. Buna gore sorafenib ilacinin pH 7,4 te ¢alismamiza
benzer sekilde ilk dort saat icinde yaklasik %20 sinin salindigi, 60 saatin sonunda ise
yaklasik %50’sinin salindig1 goriilmekte olup yavas ve siirekli bir salimin varlig: ile

nispeten uzun bir siire boyunca sabit bir ila¢ derisiminin korundugu ifade edilmektedir.
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Yao et al. (113), sorafenib ve dosetakselin lipit bilayerin arasina dual olarak yiiklendigi,
folat ve kondrotin siilfatla tiirevlendirilmis katyonik lipozomlardan pH 7,4 ve kondrotin
siilfat yapisini1 parcalamak tlizere lizozomal bir enzim olan hiyaliironidaz ilave ettikleri pH
5,5 ortaminda ilaglarin salimini incelemistir. 24 saatte pH 7,4’te sorafenibin % 27,5 unun
salindigini, pH 5,5’ta hiyaliironidaz aktivitesi sonrasi ise %58,7’sinin salindigin1 ifade
etmislerdir. Buna gore bizim ¢aligmamizda hazirlanan lipozomal sistem, sorafenib ilacini
pH 5,5 de bu calismaya gore daha yavas salmaktadir. Vismodegibin karaciger kanseri
tedavisinde serbest formda kullanimi heniiz yeni calisilmakta ve nanotasiyicilarla
kullanimina ise heniiz rastlanmamaktadir. Bu nedenle farkli kanser tiirleri i¢in hazirlanan
sistemler ile kiyaslandiginda; Salem et al.’in (162), deri kanseri i¢in jel formiilasyon
yapmak tiizere pH 5,5 izotonik fosfat tamponunda hazirladiklar1 lipozomlardan
vismodegib salimini, yine pH 5,5 izotonik fosfat tamponu igerisinde izledikleri
goriilmektedir. 258,67 + 9,00 nm boyutlu, —7,72 £+ 1,53 mV yiike sahip bu lipozomlardan
vismodegib salimi 24 saat sonunda yaklasik %60 olarak verilmistir. Hidrokarbon
zincirlerinin uzunlugu, simetrisi, molekiiller aras1 ve molekiil i¢i etkilesimleri, dallanma
ve doymamishik derecesi, ¢ift tabakanin kalinligin1 ve akiskanligini, lipozom yiikii ve
boyutlart ilag salim hizim1 belirlemektedir (77),(163),(164). Bu nedenle bahsedilen
caligmalardaki ila¢g salim miktarlarindaki farkliliklar lipozomlarin yiik, boyut,
hidrokarbon zincirlerinin 6zelliklerinin farkliligindan kaynaklandigi distiniilmektedir.
Sorafenibin lipozomal sistemlerden farkli nanotasiyicilardan salimina yonelik literatiir
incelendiginde; hepatoseliiler karsinom tedavisinde kullanilmak {izere sorafenib
etkinliginin artirilmas1 amaciyla hazirlanan sorafenib yiiklii kitosan nanopartikiillerden
pH 7.4 ve pH 4,5ta gergeklestirilen salim c¢alismasina gore; sorafenibin lipozomal
sistemler disindaki tasiyici sistemlerle de benzer salim grafiklerinin elde edildigi
goriilmektedir (124). Baska bir ¢alismada sorafenibin kati lipid nanopartikiillerden pH
7,4°te salim1 izlenmis olup, 50 saatte yaklasik %80’inin salindig1 ve siirekli bir ilag
salimina sahip oldugu ifade edilmektedir (165).

Tiimdr mikrogevresinin Warburg etkisi, zayif lenfatik drenaj ve yetersiz kanlanma
gibi nedenlerle diisiik pH’ye sahip oldugu ifade edilemektedir (159). ilaglarin tiimor
mikrogevresini taklit eden pH 5,5’ta, fizyolojik pH’yi taklit eden pH 7,4’ten fazla
saliniyor olusu tastyici sistemin avantajlarindan birini daha olusturmaktadir. Bu sayede

ilag tagima sistemi ilaclar1 dolasimda daha az salarken kanserli dokuda daha fazla
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salabilecektir. Literatiir verileriyle de kiyaslandiginda elde ettigimiz Dual-Lip yapisinin
ila¢ salim Ozellikleri agisindan uygun oldugu gozlendi.

Stabilite ticari bir {iriin iiretiminde dikkate alinmasi gereken noktalardan biridir.
Sabilite hazirlanan tasiyic1 sistemin belirli bir siire boyunca kimyasal ve fiziksel
biitiinliiglinii korumasinin bir Ol¢iisiidiir. Lipozomlarin stabilitesinde, hazirlama, lipit
secimi, depolama kosullar1 etkilidir (166). Calisma kapsaminda lipozomlar stabilite
deneyleri icin liyofilize edildi. Liyofilizasyon lipozomlarin kararliligin1 artirmak ve
igerisine yiiklenmis hassas maddelerin bozunmasini 6nlemek i¢in en yaygin kullanilan
tekniklerden biridir (167). Dual-Lip yapisinda 4 °C’de 6. ayda, 25 °C’de ise 3. ayda
fiziksel degisiklikler meydana gelmeye basladig1 sdylenebilir. Ghanbarzadeh et al. (168),
sirolimus yiikledikleri ve ince lipit film hidrasyon yontemi aracilifiyla
dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC) ve kolesterol ile olusturduklar1 lipozomlarin
stabilitesini incelemek i¢in lipozomlar liyofilize etmis, liyoprotektan olarak dektroz
kullandiklar1 ve kullanmadiklar1 kosullarda 6 ay siireyle incelemislerdir. ilag iceriginin 4
ve 25 °C sicakliklarda ya da liyoprotektan varligiyla degismedigini ancak liyoprotektan
bulunmayan lipozomlarin boyutunda artis oldugunu belirmislerdir. Yine bir baska
calismada (169) DSPC, 1,2-dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfogliserol (DPPG) ve kolesterol
bilesimine sahip lipozomlarin 4-6 °C’de 6 aya kadar stabil kaldig1 ve liyofilize edilerek
saklanan lipozomlarin boyutlarinda degisiklik gbzlenmedigi ifade edilmektedir. Yukarida
sunulan farkli literatiir verilerinin stabilite deneylerimizle uyumlu oldugu belirlendi.

In vitro hemoliz ¢alismas1 sonucumuza gore Dual-Lip yapisi hemolize neden
olmamaktadir. Hemolitik aktivitenin %10’dan diisiik olmasi materyalin intravendz
uygulamaya uygunlugunu gostermektedir. Bunun yani sira hemoliz degerini %5’ten de
diisiik olarak bulmamiz hemolizin olmadigin1 gostermektedir (145),(146),(147). Bu da
yapinin biyouyumlu oldugunu, intravendz uygulamaya uygun oldugunu ortaya
koymaktadir (170). Tasiyict sistemin anyonik karakterinin, katyonik karakterde
lipitlerden elde edilen lipozomlara gore daha az eritrosit hasarma yol actigi ifade
edilmektedir. Bunun sebebi ise katyonik lipitlerin (Ornegin, DOTAP sentetik bir katyonik
lipitdir.) eritrosit membran lipitleriyle yer degistirme egiliminde bulunmasi ve membran
stabilitesini  etkilemesidir. Bununla birlikte yapida fosfotidilkolin ya da
fosfotodiletanolamin gibi lipitlerin varliginin bu lipit degisimini azalttig1 belirtilmektedir

(171). Elmowafy et al. calismalarinda, biyoyararlanimi olduk¢a diisiik olan

96



hepatokoruyucu silimarini (siit devedikeninin (Silybum marianum) tohum 6ziitii) tasimak
tizere karaciger hedefli bir lipozomal sistem gelistirmistir (172). Hidrojenlenmis soya
fosfotidil kolini ve kolesterol ile farkli sekillerde hazirladiklar1 lipozom yapilarinin
(PEG’leyerek ya da PEG’lemeden, ilag ¢Oziiniirliigiinii artirmak amaciyla polisorbat80
ekleyerek ya da eklemeden vb) hemolitik aktivitesini incelemislerdir. Buna gore;
lipozomal yapilar i¢in en fazla %12,7’lik bir hemolitik aktivite goriilmesinin hazirlanan
lipozomal sistemlerin hemolitik olmadiginin kanit1 olarak belirtmislerdir. Zhao et al.,
hepatoseliiler karsinom proliferasyonunu azalttigi bilinen biyoyararlanimi1 diistik, yan
etkileri yiiksek olan triptolit bilesigini, transferrin ile aktif hedefledikleri lipozom yapisina
yiiklemislerdir. Elde ettikleri transferrin hedefli %85,33 + 0,41 verimle triptolit yiiklii
lipozomlarin, 130,33 + 1,89 nm boyutuna, —23,20 + 0,90 mV yiike sahip oldugu ve
hemolitik aktivitelerinin %5 ten kii¢iik oldugu belirlenmistir (173). Bu veriler g6z dniinde
bulunduruldugunda, ¢alismamizda sentezlemis oldugumuz Dual-Lip yapisi hemolitik
aktivite yoniinden kullanima uygun ve literatiirle uyumludur.

In vitro sitotoksisite deneyleri, hazirlanan tasiyici sistemin karaciger kanseri
hiicreleri tizerindeki etkisinin belirlenmesinin yani sira saglikli insan hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkisinin belirlenmesinde de 6nem tasimaktadir. Bu nedenle bir seri 6rnek
grubu ile sitotoksisite deneyleri kurgulanmis ve %canlilik ile 1Cso degerleri
hesaplanmistir. Sorafenib 2007 yilinda ileri evre hepatoseliiler karsinomda kullanilmak
tizere FDA tarafindan onaylanmis kemoterapdtik bir ajandir (44). Deneylerimiz
sonucunda HepG2 hiicre hatti lizerinde 24 ve 48 saat MTT sitotoksisite analizi sonrasi
sorafenibin ICso degerleri sirasi ile 9,99 + 0,87 ve 6,72 £ 0,29 pg/mL olarak bulduk. Yao
et al. (113), HepG2 hiicrelerinde sorafenibin 24 saatlik uygulamasi sonrasi bulduklar1 ICs
degerini 10,20 + 0,72 pg/mL olarak belirtmistir. Bir baska calismada ise HepG2
hiicrelerinde sorafenibin 48 saatlik ICso degeri 15,145 uM (7,04 pg/mL) ve liposomal
sorafenibin ICso degeri ise 9,63 uM (4,48 png/mL) olarak verilmektedir (126). Calismamiz
kapsaminda 48. saatte Sor-Lip ICso degeri de 4,2 + 0,17 pg/mL’dir. Bu veriler 15181inda
sonuglarimiz literatiir ile uyumludur. Ayrica sorafenibin lipozomal sisteme yiiklenmesi
ile de HepG?2 hiicreleri tizerindeki ICso degerinin diistiigii goriilmektedir (p <0,05).

Fan et al. (174), HepG2 hiicrelerinde 30 puM (12,6 pg/mL) vismodegibin
sitotoksisitesini MTT analizi ile incelemis 48. saatte yaklasik %80’inin canli oldugunu

bildirmislerdir. Bunun yan1 sira vismodegibin etki yolagi olan “Hedgehog” yolaginin Shh
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sinyallemesinin aktif olmasindan dolay1 etkili bir hiicre 6liimiine neden oldugunu ifade
etmislerdir. Calismamiz kapsaminda 15 pg/mL vismodegibin 48 saatlik uygulamasi
sonrast hiicrelere ait canliligin %74 oldugu goriilmektedir. Vismodegibin sorafenibden
farkli olarak ICso degerinin lipozomal sisteme yiiklenmesiyle diismedigi goriilmektedir.
Vismodegib etki sinyalini bir transmembran proteine baglanmasi araciligiyla
olusturmaktadir. Ek olarak lipozomal sistemlerin ve lipozomal sistemlerle taginan
ilaglarin gesitli sekillerde hiicre i¢ine alindig1 bilinmektedir (85). Lipozomal sistem ilaci
yavas ve kontrollii bir sekilde salmaktadir. Vis-Lip yapisinin ICso degerinin artma nedeni,
Vis-Lip yapisindan hiicre i¢ine alinmadan salinan vismodegib miktarinin az olmasi ile
agiklanabilir.

Iki veya daha fazla terapdtik ajanin birlestirildigi bir birlesik ila¢ tedavisinin
monoterapi yaklasimina kiyasla etkinligi artirdig1 ve ila¢ direncinin azaltilmasinda etkili
oldugu bilinmektedir (175). Biz de calismamiz kapsaminda karaciger kanseri tedavisinde
kullanilmakta olan sorafenib ile “Hedgehog” yolagi inhibitorii vismodegibin potansiyel
sinerjik etkisini degerlendirmek {izere birlikte kullandik.

van Malenstein et al. (125), vismodegibin HepG2 hiicreleri tizerindeki etkilerinin
incelendigi ¢aligmalarinda, sorafenibin hepatoseliiler karsinom tedavisinde kullaniminin
meydana getirdigi ila¢ direncini incelemis ve vismodegib uygulamasi ile sorafenib
duyarliliginin geri kazanilmasini ¢aligsmislardir. Buna gore; sorafenib direnci gelismemis
hiicrelerde sorafenib ICso degeri 72. saat icin 5,5 uM olarak ifade edilirken, sorafenib
etkisine bagl direng gelisen hiicrelerde ICso degerinin 16 pM’a ¢iktig1 ifade edilmektedir.
Bu hiicrelere 5 uM vismodegib uygulanmasinin sorafenibin ICso degerini 16 uM’dan 11,5
uM’a disiirdiigi belirtilmektedir. Vismodegibin bu etkisinin MRP-1 (“multidrug
resistance protein-1”, ¢oklu ila¢ direnci proteini-1) iizerinden degil, ABCG2 (“ATP-
binding cassette sub-family G member 27, ATP-baglayici kaset alt-ailesi G-liyesi 2)’yi
inhibe ederek gosterdigi ifade edilmektedir. Sorafenibin karaciger kanseri tedavisinde
vismodegib disindaki “Hedgehog” yolagi inhibitorleri ile birlikle uygulamasinin
arastirlldigl bir calismada itrakonazol olarak bilinen “Hedgehog” yolagi inhibitorii
R51211'in, sorafenibe ek olarak kullaniminin karaciger kanserinde sitotoksisite, apoptoz
ve otofajiyi tetikleyerek cok yonlii bir yaklasim saglama potansiyelinin oldugu
belirtilmektedir. R51211°in sorafenib ile birlikte kullanirminin HepG2 hiicrelerinde

sorafenib sitotoksisitesini artirdigi ve “Hedgehog” agonisti ile yaptiklari g¢alismalar
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sonucunda da bu etkinligin “Hedgehog” yolag1 inhibisyonu sayesinde gerceklestigi ifade
edilmektedir (176). Calismamiz kapsaminda, vismodegibin sorafenib ile kombine
edilerek HepG2 hiicrelerine uygulanmasinin sorafenibin ICso degerini, 24. saatte 9,99 +
0,87 ug/mL’den 8,08 + 0,35 pg/mL’ye, 48. saatte 6,72 = 0,29 ug/mL’den 6,12 + 0,10
ng/mL’ye ve 72. saatte 5,47 £ 0,22 pg/mL’den 4,41 + 0,15 pg/mL’ye diisiirdiigii goriildii
(p <0,05). Ayni sekilde vismodegibin ICso degeri de 24. saatte 73,7 + 15,7 pg/mL’den
8,08 £ 0,35 ng/mL’ye, 48. saatte 39,4 + 2,7 ug/mL’den 6,12 + 0,10 pg/mL’ye ve 72.
saatte 38,3 £ 1,5 ug/mL’den 4,41 + 0,15 pug/mL’ye diismiistiir (p <0,05). Serbest birlesik
ilaglarin 1Cso degerindeki siireye bagli diisiis de istatistiksel olarak anlamli bulundu (p
<0,05). Buna bulgular literatiirle de kiyaslandiginda vismodegib ile sorafenibin sinerjik
etki gostererek karaciger kanseri tedavisinde kullanim potansiyeli oldugu cikarimina
varilabilir.

Calismamizda temel olarak karaciger kanseri tedavisine yonelik yukarida etkileri
tartisilan iki ilaci igeren lipozom formiilasyonun olusturulmasi kurgulandi. Elde edilen
Dual-Lip yapisinin karaciger kanseri hiicre hatt1 iizerinde etkinligi arastirildi. Buna gore
ilaclarin serbest halde birlikte uygulanmasi durumunda HepG2 hiicrelerindeki ICso
degerleri birbirine esit ve 24., 48. ve 72. saat icin sirastyla 8,08 = 0,35 pg/mL, 6,12 £ 0,10
pg/mL ve 4,41 £+ 0,15 pg/mL’dir. Buna karsin Dual-Lip yapisinin ICso degerleri 24, 48
ve 72 saat i¢in sirastyla sorafenib i¢in 6,34 + 1,54 pg/mL, 3,81 £ 0,11 pug/mL, 3,22 + 0,52
pug/mL ve vismodegib i¢in 5,61 + 1,33 pg/mL, 3,37 + 0,1 pg/mL ve 2,87 + 0,45 ng/mL
olarak bulundu. Ilaglar lipozomal sisteme yiiklendiginde ICso degerlerinin diistiigii
belirlendi. Ancak vismodegibin her ii¢ saatteki diisiisii istatistiksel olarak anlamli bulunur
iken sorafenib agisindan degerlendirildiginde 24. saatteki diisiis istatistiksel olarak
anlamli degildi (p >0,05). Buna karsin 48. ve 72. saatlerdeki diisiis istatistiksel olarak
anlamliyd1 (p <0,05). llaglarin lipozomal sistemden salmmasi siireye bagli olarak
gerceklesmektedir. 48. ve 72 saatlerde yani zamana bagli olarak lipozomal sistemin
serbest ilaglara gore daha fazla etki yarattigini saptadik. Sor-Lip’in 24. saatte anlamli bir
fark yaratmamasi lipozomal sistemden vismodegibe gore daha yavas salinmasina
baglanabilir. Biitiin veriler degerlendirildiginde calismamizin hipotezini destekler
nitelikte, ilaclarin tasiyici sisteme yliklenmesi durumunda ilag etkinliinin artirilmis

oldugunu gozlemledik.
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Serbest ilaglarin tek tek ve birlesim halinde ve hazirlanan son formiilasyon yapisi
olan Dual-Lip’in saglikli hiicreler iizerinde meydana getirdigi sitotoksisite Hek293
hiicrelerinde incelendi. Serbest ilaglarin Hek293 hiicre hatti {izerinde belirgin bir
sitotoksisite gosterdigi, ancak Dual-Lip yapisinin sitotoksik etki gostermedigi belirlendi.
Espinosa-Bustos et al. (177) , vismodegibin Hek293 hiicreleri tizerindeki ICso degerini 50
uM’dan fazla oldugunu, Chang et al. (123) ise sorafenibin Hek293 hiicreleri iizerindeki
ICso degerini 3,1 pg/mL olarak bulduklarini belirtmislerdir. Bu bilgiler 1s18inda
calismamizda elde ettigimiz veriler literatiirle uyumludur. Serbest ilaglar birlesim halinde
Hek293 hiicreleri tizerinde ilaglarin tek tek gosterdigi sitotoksik etkiden daha fazla
sitotoksisite olusturdu. Sorafenibin Hek293 ve HepG2 hiicre hattindaki ICsg
degerlerindeki farklilik 24. saatte istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p >0,05), 48.
ve 72. saatlerde anlamli bulundu (p< 0,05). Buna karsin ilag birlesiminin Hek293
hiicreleri i¢in ICso degerleri, HepG2 hiicrelerine gore her ii¢ saat i¢in de istatistiksel olarak
anlamli olarak daha diisiik bulundu (p <0,05). Serbest ilaglarin saglikli hiicreler iizerinde
belirgin bir sitotoksisite meydana getirdigi ¢calismamizdan elde ettigimiz verilerle de
dogrulanmaktadir. Buna karsin Dual-Lip yapist normal hiicreler {izerinde, HepG2
hiicrelerine uygulanan derisimden daha yiliksek derisimde bile sitotoksik etki
yaratmamaktadir. Ganesan et al. (178), sorafenib-tosilat ve etoposit birlesiminin karaciger
kanseri iizerinde birlikteliginin ve lipozomal sisteme yiiklendiklerinde meydana
getirdikleri sitotoksik etkiyi kanser ve kanser olmayan hiicre hatlarinda incelemislerdir.
Buna gore sorafenib-tosilat ve etoposit birlesiminin HepG2 hiicre hatti {izerinde sinerjik
etkisinin oldugu, lipozomal sisteme yiiklendiklerinde ilag¢ etkinliklerinin daha da arttigini
ortaya koymuslardir. Ayn1 zamanda sorafenib-tosilat ve etoposit birlesiminin kanserli
olmayan insan gobek damari1 endotel hiicreleri (HUVEC'ler) lizerinde serbest halde
belirgin bir sitotoksisitesi oldugunu, ancak lipozomal halde sitotoksik etki yaratmadigin
ifade etmislerdir. Bu sayede lipozomlarin, ilag giivenligi sagladigini, kanserli olmayan
hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerini azalttigin1 ve HepG2 kanser hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkilerini artirdigin1 belirtmislerdir. Sisplatin ve diallil distilfitin antikanser
etkinliklerinin artirllmasini gliden bir caligmada, lipozomal tagima sistemine beraber
yiiklenmesiyle kanser ile kanser olmayan hiicrelerde sitotoksik etkinlikleri incelenmistir.
Aragtirmacilar nanoformiilasyonun saglikli hiicrelerde kanser hiicrelerine kiyasla onemli

bir toksisite gdstermedigini, bunun da nanoformiilasyonlarinin normal hiicreler i¢in

100



giivenli oldugunu gosterdigini vurgulamiglardir (179). Literatiir ve sonuglarimiz
degerlendirildiginde, Dual-Lip yapisinin g¢alismamizin hipotezini destekler nitelikte
kanserli hiicreler tizerinde artirilmis ilag etkinligi meydana getirirken, ayn1 dozda saglikli
hiicrelerde toksik etki yaratmadigi belirlendi.

Apoptoz fizyolojik ve patolojik kosullar altinda gergeklesen, iyi diizenlenen
kompleks bir hiicre 6limii siirecidir. Kanserde apoptotik siireclerdeki denge bozulmustur
ve bu kompleks 6liim mekanizmasia gereken sinyaller, hiicrelere iletilemez. Olmesi
gereken hiicrelerin 6liim sinyalini alamamasiyla bu malign hiicre grubu ¢ogalmaya ve
metastaza ilerlerler. Apoptotik mekanizmasinin bozulmasi yalnizca kanser olusumunu
tetiklemekle kalmaz ayn1 zamanda kanser hiicrelerinin tedaviye direngli hale gelmesinde
de rol oynayabilir. ilaglar ve ¢esitli tedavi stratejileri ile kanser hiicrelerini apoptotik
siirece yeniden dahil etmek kanser hiicrelerinin yok edilmesinde 6nem tasimaktadir
(180),(181). Nanoboyutlu ilag tasima sistemleri, timor mikrogevresindeki apoptotik
yolaklarin diizenlenmesi, ila¢ direncini agma ve tedavi etkinliginin artirilmasi gibi
mekanizmalarda etkin rol oynayabilmektedir. Ciinkii bu nanotasiyicilar, apoptozu
intrinsik (i¢sel, mitokondriyal) veya ekstrinsik (digsal, Oliim reseptorii) yollarla
indiikleyebilen kemoterapdtik ajanlari kapsiilleyebilir ve kanser dokusuna dogrudan
tasiyabilir (182),(183).

PI, plazma membran bitiinliigi ve gecirgenligindeki farkhiliklar yoluyla
hiicrelerin canli, apoptotik veya nekrotik olup olmadigini belirlemek i¢in Anneksin V ile
birlikte yaygin olarak kullanilmaktadir, PI saglam plazma membrani varliginda hiicreleri
boyayamadigi i¢in canli ya da erken apoptozdaki hiicreleri boyayamaz. Geg¢ apoptotik ve
nekrotik hiicrelerde, plazma ve niikleer membranlarin biitiinligii azalir, bu da PI'nin
niikleik asitlere yapismasma ve kirmizi floresans gostermesine olanak tanir (184).
Apoptozun erken evrelerinde fosfatidilserinin (PS) plazma membraninin i¢ kismindan dis
tabakaya tasinmasi s6z konusudur. Anneksin V, PS'ye yiiksek afinitesi olan Ca** bagimli
bir fosfolipit baglayici proteindir. PS'nin dis hiicre ylizeyine taginmasi yalnizca apoptoza
0zgii degildir, hiicre nekrozu sirasinda da meydana gelir. Ancak, bu iki hiicre 6limii sekli
arasindaki fark, apoptozisin baglangic evrelerinde hiicre zarmin saglam kalmasi,
nekrozun meydana geldigi anda ise hiicre zarmin biitiinliiglinii kaybetmesi ve gegirgen

hale gelmesidir. Hiicre biitlinliiglinlin bozulmadig1 anneksin V baglanmis erken
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apoptozdaki hiicrelerin boyamasi ise anneksin V’e bagli FITC’nin yesil floresan vermesi
ile gerceklestirilir (185),(186).

Serbest ila¢ birlesiminin ve Dual-Lip yapisinin apoptotik etkisi, anneksin
V-FITC/PI kiti ile 48. ve 72. saatlik inkiibasyon sonras1 akis sitometresinde incelenerek
hiicrelerin canlilik ile erken apoptoz / ge¢ apoptoz / nekroz evrelerindeki yiizdesel
miktarlar belirlendi. Hazirlanan dual ilag igeren lipozomal tasiyici sistemin HepG2
karaciger kanseri hiicreleri tizerinde meydana getirdigi apoptotik etkinlik incelendiginde,
ilaglarin serbest birlesim halinde uygulanmasindan ¢ok daha etkin bir sekilde apoptoza
neden olduklar1 belirlendi. Apoptoz deneyi sonuglarina gore 48 saat serbest ilag birlesimi
uygulanan hiicrelerin %93,5’inin canli, %6,1’inin apoptozda oldugu buna karsin Dual-
Lip uygulanan hiicrelerin %46,3’liniin canli, %53,5’inin apoptozda oldugu tespit edildi.
Serbest ilag birlesimi uygulanan hiicrelerin 72. saatte %70,5’inin canli, %22,5’inin
apoptozda oldugu, buna karsin Dual-Lip uygulanan hiicrelerin %7,0’sinin canli,
%85,9’unun apoptozda oldugu belirlendi. Ganesan et al. (178), sorafenib ve etoposidi
beraber yiikledikleri lipozomal sistem ile HepG2 hiicre hatt1 iizerinde anneksin
V-FITC/PI boyama ile apoptoz diizeyini Ol¢miislerdir. Bu ¢alismada, 24 saatlik ICso
derigimlerinde uyguladiklar1 serbest (0,57 pg/mL) ve lipozomal formiilasyonun (0,39
pg/mL) apoptotik etkinligini, akis sitometrisinde incelediklerinde serbest ilag
birlesiminin yaklasik %20, lipozomal sistemin ise yaklasik %30 oraninda apoptoza yol
actigini belirtmislerdir. Kontrol hiicrelerine goére her iki grupta da apoptotik etkinligin
arttigr gortilmekle birlikte lipozomal formiilasyonun apoptotik etkinliginin daha fazla
olmasmi ise serbest ilaglara kiyasla artan hiicresel emilim ve ila¢ molekiillerinin
cekirdege artan difiizyonundan kaynaklandigimi ifade etmislerdir. Sun et al. (187),
hepatoseliiler karsinom tedavisinde sorafenib ve glipikan-3 si-RNA (siGPC3)’y1 beraber
yiikledikleri lipozomal sistemin (SF PL/siGPC3, (siGPC3 derisimi: 0,1 nM, Sorafenib
dozu: 3 uM)), HepG2 hiicrelerinde 48 saat sonunda %47,4 oraninda apoptoz ve nekroza
yol actigini, kontrol hiicrelerinde ise %4,4 oraninda apoptoz goriildiigiinii belirtmislerdir.
Calismamizin yenilik¢i yanlarindan birini olusturan sorafenib ve vismodegib ilaglarinin
beraber kullanimi1 karaciger kanseri tedavisinde heniiz ¢alisilmamis olsa da Barui et al.
(188), pankreas duktal adenokarsinomunda bu iki ilaci bir ila¢ tasima sistemine
yiikleyerek gelistirdikleri yeni formiilasyonun apoptotik etkilerini de incelemislerdir.

Calismalarinda, BxPC-3 (insan pankreas kanser hiicre hatt1) ve AsPC-1 (insan pankreas
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adenokarsinom metastatik hiicre hatt1) hiicre hatlarinda 24 saat sonrasi, serbest ilag
birlesimi (20 pg/mL ilag), AsPC-1 hiicrelerini %6,6 oraninda erken apoptoza, %5,4
oraninda ge¢ apoptoz ve nekroza siirtikler iken BxXPC-3 hiicrelerinde %4,5 oraninda erken
apoptoz, %6,1 oraninda gec¢ apoptoz ve nekroz oldugu belirtilmistir. Ayni1 ¢alismada
sorafenib ve vismodegibi beraber igeren tasima sistemi (20 pg/mL) AsPC-1 hiicrelerini
%5,2 oraninda erken apoptoza, %10,1 oraninda ge¢ apoptoz ve nekroza siiriikler iken
BxPC-3 hiicrelerinde %3,7 oraninda erken apoptoz, %11,9 oraninda ge¢ apoptoz ve
nekroz oldugunu gostermislerdir. Ayrica ¢alismanin kontrol AsPC-1 hiicrelerinde erken
apoptoz orant %2,3 ve gec apoptoz ve nekroz oram1 %1,2 iken, kontrol BxPC-3
hiicrelerinde ise erken apoptoz orant %2,5 ve ge¢ apoptoz ve nekroz orani %3,6°dir. Bu
veriler hem AsPC-1 hem de Bx-PC3 hiicreleri, ¢ift ilag yiiklii tagima sistemi ile test
edildiginde, kontrol hiicrelerine veya serbest ilag¢ birlesimiyle tedavi edilen hiicreye gore
daha yiiksek bir hiicre oliimii yilizdesine sahip oldugunu gostermektedir. Bir baska
calismada (189), N-asetilgalaktozamin ile aktif hedeflendirilmis lipozomal sisteme
yiiklenen sorafenib ile poli(D,L-laktik-ko-glikolik asid) (PLGA) nanopartikiillere
yiiklenen selumetinib, PLGA nanopartikiillerin lipozoma enkapsiile edilmesiyle hibrid bir
nanotasima sisteminde (HNP) bir araya getirilmistir. Bu tagima sisteminin zeta potansiyel
degeri —21,5 + 2,3 mV, boyutu 194,4 £ 0,71 nm ve icerdigi etken madde miktarlari ise
7,76 ng/mg HNP selumetinib ve 6,58 pg/mg HNP olarak belirtilmektedir. Bu tasima
sisteminin HepG2 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkilerini hem serbest ilaclar ve tagima
sistemi 0zelinde hem de siireye baglh olarak incelemislerdir. Selumetinib ve sorafenibi
beraber iceren HNP ile 72 saat uygulama sonrasi, hemen hemen tiim hiicrelerin PI ve/veya
anneksin V boyandigini (erken/ge¢ apoptoz ve nekrozdaki toplam hiicre oran1 >%380),
ancak ayni derisimlerde serbest ilag¢ birlesiminde canlilik oraninin oldukga yiiksek
(yaklasik %50) oldugu belirtilmistir. Bunun yani sira 48 saatlik uygulama sonrasinda
apoptotik evreler degerlendirildiginde, selumetinib ve sorafenibi beraber iceren HNP
uygulanan hiicrelerde, anneksin V ve PI ¢ift pozitif boyamanin ¢ok daha az oldugunu
(erken/gec¢ apoptoz ve nekrozdaki toplam hiicre orani yaklasik %50), yalnizca anneksin
V ile boyamanin (erken apoptotik evre) daha belirgin oldugu vurgulanmistir. Serbest ilag
birlesiminde ise apoptoz orani ¢ok daha diisiik olarak goriilmektedir (erken/ge¢ apoptoz
ve nekrozdaki toplam hiicre oran1 <%40). Calismamizda da benzer sekilde stlireye bagl

olarak apoptozun arttig1 goriildii. Hazirladigimiz tagima sisteminin apoptotik etkilerinin,
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calismalardan farkli sekilde, serbest ilag birlesiminin yarattig1 apoptotik etkiden ¢ok daha
(48 saat icin yaklasik 9 kat ve 72 saat i¢in yaklasik 4 kat) fazla oldugu saptandi.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda karaciger kanseri tedavisinde kullanilmak iizere
daha once birlikteligi denenmemis, iki farkli yolak iizerinden sitotoksik etki gdsteren
vismodegib ve sorafenib ilaglarinin dual olarak bir lipozomal sisteme yiiklenmesi, bu
sekilde yeni bir ilag¢ tastyici sistem formiilasyonunun hazirlanmasi ve bu formiilasyonun
karaciger kanseri hiicre hattinda etkinliginin arastirilmast gergeklestirildi. Lipozomal
tagima sistemi ince lipit film yontemi ile hazirlandi. Boyutlari ekstriizyon yontemi ile 10
kez 400 ve 200 nm gozenek capina sahip membranlardan gecirilerek kiiciiltiildi ve yap1
boyut agisindan daha homojen hale getirildi. Ilaglar yiiklenmeden &nce lipozomlar 124,8
+ 4,5 nm boyutlu ve —21,9 £ 2,2 mV zeta potansiyele sahip olarak elde edildi. Lipozomal
sisteme vismodegib ve sorafenib ilaglarinin yiiklenmesinin ardindan ila¢ yiikleme
verimleri sorafenib i¢in %92,4 ve vismodegib icin %81,3 olup etken madde miktari
sirastyla 221,8 pg ve 195 pg icerigindeydi. Dual-Lip’in hidrodinamik boyutu 158,3 = 8,0
nm (pdi: 0,25 + 0,08) ve zeta potansiyel degeri de —18,8 + 3,07 mV olarak bulundu. C-
TEM analizi ile yapinin kiiresel ve 150-160 nm boyutlu oldugu saptandi. Yap1 FTIR
analizi ile dogrulandi. Karakterizasyon ¢aligmalar1 sonucunda, yapinin karaciger
kanserine pasif hedeflemeli ila¢ tasiyicisit olarak literatiire uygun o6zellikler tasidigi
belirlendi. ilag tasima sisteminin yavas ve siirekli bir ila¢ salimi dzelligi gdstermesinin
yani sira ilaglari timor mikrogevresine benzer asidik kosullarda, fizyolojik kosullara gore
daha fazla saldig1 belirlendi. Hemoliz ¢aligmalarina gore lipozomal ilag tasiyici sistemin
eritrositlerde hemolize neden olmadigi, intravendz uygulamaya uygun oldugu tespit
edildi. Tlaglarin kombine edilmesi ile karaciger kanseri hiicre hattt HepG2 hiicreleri igin
ICso degeri 48. saatte her iki ilag i¢in 6,12 + 0,10 pg/mL, ilaglarin dual olarak ytiklendigi
lipozom yapisinin (Dual-Lip) ICso degeri sorafenib i¢in 3,81 + 0,11 ug/mL ve vismodegib
icin 3,37 £ 0,1 pg/mL olarak bulundu. Serbest ila¢ birlikteligi sonucu saglikli insan
hiicreleri (HEK293) {izerinde her iki ilag i¢in elde edilen ICso degeri 48. saatte 2,31 = 0,09
ug/mL olarak belirlenir iken Dual-Lip yapisinin HepG2 hiicrelerine uygulanan
derisimlerde saglikli hiicrelerde sitotoksisite olusturmadigi belirlendi. Apoptoz deney

sonuglari, serbest ilag birlesimi uygulanan hiicrelerin %70,5’inin canli, %]11,1’inin
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proapoptotik, %11,4’liniin ge¢ apoptozda oldugunu ve %7,0’sinin de nekrotik oldugunu
buna karsin Dual-Lip uygulanan hiicrelerin %7,0’sinin canli, %15,9’unun proapoptotik,
%70,0’inin gec apoptozda oldugunu ve %7,1’inin de nekrotik oldugunu gosterdi.

Elde edilen veriler dogrultusunda tez kapsaminda hazirlanan ilag tagima
sisteminin karaciger kanseri tedavisinde daha etkin bir tedavi saglamanmn yani sira
saglikli hiicrelere verilen zararin ortadan kaldirilmasinda avantaj saglayacak yeni bir
formiilasyon oldugu kanisina varildi.

Gergeklestirilen deneysel asamalar sonucunda elde ettigimiz formiilasyonumuzun
karaciger kanseri tedavisinde kullanilabilecek potansiyel bir ilag tagima sistemi
olabilecegi ortaya kondu. Formiilasyonun {iriine doniistiiriilebilmesini kapsayan hiicre
icine alim c¢aligmalari, in vivo karaciger kanseri modelindeki terapotik etkinin
arastirilmasi, farmakokinetik deneyler, ilaclarin etkiledigi yolaklardaki gen ekspresyonu
gibi ileri caligmalar aracilifiyla formiilasyonun faz oncesi ¢aligmalarinin da

tamamlanmasi gerektigi kanisindayiz.
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