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Onsoz

Turkiye Bilimsel Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan desteklenen bu proje ile,
hedeflendirilebilir 6zellikte ultrason kontrast ajani mikroképUkgiklere kemoterapik ilag
yuklenmesi, kanser hlicre ve dokusuna hedeflendiriimesi, ilacin hedeflenen bolgeye
tasinmasi, ultrason ile gérintilenmesi, hedef bdlgede mikrokdpukgiklerin patlatiimasi, yine
ultrason altinda terapétik ajanin hedef boélgede kanser hicre ve dokusuna saliniminin
artinlmasi, bdylece 6zellikle kanser tedavisinde kullanilmasi amaclanmistir. Hedeflendirilmis
mikrokdpukglklere kemoterapétik ajanlardan Doksorubisin (DOX) yuklenmis ve nlide farede
4T1 meme kanser hucreleri ile olusturulan timoér tedvisinde kullaniimigtir. Tek doz
enjeksiyon sonucunda boyutu 8 mm’den blyuk timorlerde timor boyutunda kigtlme ve

%40’lara varan nekroz gorulmustir. Sonuglar umut vericidir.

Bu projenin gerceklesmesinde mali destek veren TURKIYE BILIMSEL VE
TEKNOLOJIK ARASTIRMA KURUMU (TUBITAK)a, deneylerin gerceklestirildigi 1ZMIR
YUKSEK TEKNOLOJI ENSTITUSU (IYTE) ve DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI (DEU) TIP
FAKULTESI Birimlerine’ne, projenin gerceklestiriimesinde emegi gecen Master ve Doktora
dgrencileri ilyas Umur AYAZ, Giilsah KURKCU, Sema COSKUN, Hatice GUVEN, Elif Nur
HAYTA, Cansu ONERCAN, Efe Ozgir SERINAN, Melek AYDIN, Meryem CALISIR, Deniz
KALE, Gizem BATI, teknisyen Adem ULU, Dog¢. Dr. Devrim PESEN OKVUR, ve adini
sayamadigimiz tim ekip arkadaslarimiza ve kurum rektérlerimize tesekkur ederiz.
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OZET

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapik ilaglar yalnizca hastalikli hiicreleri degil,
ayni zamanda viicudun tiim bdlgelerine yayilarak saglikli hiicreleri de etkilemektedir. ilacin
tim vicuda dagiimasi yerine dogrudan kanserli bolgeye ulastiriimasi ve hedef bélgede hiicre
icine alimini kolaylastirici alternatif yontemlerin gelistiriimesi 6nem arz etmektedir. Bu
calismada, ilk yerli Uretim ultrason kontrast maddesi mikrokdpukguklerin kanser teshis ve
lokal tedavisinde kullanilabilirligi arastinimistir. Bir kemoterapdétik ajan olan Doksorubisin
(DOX) lipozomlara yuklenmis, avidin-biyotin kdprisu ile mikrokdplkguklere konjlige edilmis,
ve meme kanser hlcresine spesifik bir belirte¢ olan EGF ile isaretlenerek hedeflendirilmis
DOX vyikli mikrokoplkglkler hazirlanmistir. Mikrokdplkglik basina 4.5.10% ug-DOX
yuklenebilmistir. In-vitro ve biyouyumluluk testlerinin ardindan, DOX yukli hedeflendirilmig
mikrokdpukglkler nide farede in-vivo timoér modeli Uzerinde etkinligi arastiriimistir. Nude
farede kuyruk veninden verilen ultrason kontrast ajani mikrokdpukguklerin timoére ulastigi
ultrasonografi ile izlenmis ve ylksek mekanik indeks (M) degerlerinde mikrokopukgikler
patlatilarak ilacin tumor bodlgesinde dagiimasi saglanmistir. Boyutu 8 mm’den buyuk
timorlerde tumor boyutunda kigulme ve %40’lara varan nekroz gozlenmigtir. TUmor
dokusunda nekroz oranlarinda kontrol grubuna gbre anlamh fark saptanmasi
mikrokdpukglklerin kanser tedavisinde etkinligini gostermektedir. Sonuglar hedeflendiriimis
ilac yukli mikrokdpukguklerin kanser teshis ve tedavisinde kullanilabilecedine dair umut

vericidir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, kemoterapi, ultrasonografi, ultrason, kontrast maddesi,
mikrokopukgukler, lipozomlar, ilag tasinimi, molekiler gérunttleme
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ABSTRACT

Chemotherapeutic drugs used in cancer treatment affect not only cancer cells but
also healthy cells by spreading to all parts of the body. It is important to deliver the drug
directly to the cancerous region rather than to the whole body and to develop alternative
methods to facilitate intracellular uptake in the target region. In this study, microbubbles as
ultrasound contrast agent, the first national product, was investigated for their usefulness in
diagnosis and local cancer treatment. First, Doxorubicin (DOX) as a chemotherapeutic agent
was loaded into liposomes, followed by their conjugation to microbubbles via avidin-biotin
bridge, then, targeted microbubbles were prepared by labeling with EGF markers specific to
breast cancer cells. 4.5.10® ug-DOX could be loaded per microbubble. Following in-vitro
and biocompatibility tests, the efficacy of the DOX-loaded targeted microbubbles was
investigated in in-vivo tumor model in nude mice. The ultrasound contrast agents
administered via the tail vein in the nude mice were followed by ultrasonography for their
reach to the target site and destructed at high mechanical index values to be able to release
their drug contents. A decrease in tumor size and up to 40% necrosis were observed in
tumors larger than 8 mm in size. Significant difference in tumor necrosis compared to the
control group indicates that the microbubbles are effective in cancer treatment. The results
are promising such that the targeted drug loaded microbubbles can be used in the diagnosis

and cancer treatment.

Keywords: Cancer, chemotherapy, ultrasonography, ultrasound, contrast agent,
microbubbles, liposomes, drug delivery, molecular imaging
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1. GIRIS

Kanser 6lim nedenleri arasinda kardiyovaskuller sistem hastaliklarindan sonra 2.
sirada yer almaktadir. Oniimiizdeki 10 yil igerisinde de dlim nedenleri arasinda 1. sirayl
alacag@! ongorulmektedir. En sik gorulen kanser turd ise kadinlarda meme kanseri, erkeklerde
ise prostat kanseri olmaktadir(Jemal vd. 2008, Siegel vd. 2012). Kanser tedavisinde
kullanilan kemoterapik ilaclarin yalnizca hastalikli hiicreleri degil, ayni zamanda vicudun tim
bdlgelerine yayilarak saghkl hicreleri de etkiledigi, hastada nefrotoksisite ve nétropeni gibi
onemli yan etkilere sebep oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, ilacin tUm vicuda dagiimasi
yerine dogrudan kanserli bdlgeye ulastiriimasi ve hedef bdlgede hicre igine alimi igin
alternatif sistemlerin gelistiriimesi 6nem arz etmektedir.

Damardan (intra vendz, iv)) verilen Doksorubisin (DOX) gibi antikanser ilaglarin ancak
max.%2’si timaor’e ulasabilmektedir(Tinkov vd. 2010, Silva vd. 2016). Vicuda verilen ilaglarin
%98’i gibi buyuk bir kismi ise diger saglikli organlara ve dokulara dagilmaktadir(Tinkov vd.
2010, Silva vd. 2016). Ornek olarak, fare kuyruk veninden iv olarak verilen radyoaktif olarak
isaretlenmig DOX molekulinun tumor ve diger organlara yuzde dagilim miktarlari Sekil 1’de
gOsterilmektedir(Silva vd. 2016). Sekilden goérllecedi lUzere, timor't iyilestirmek Uzere
enjekte edilen DOX'un kiguk bir kismi timor bolgesinde gorilirken, buyuk bir kismi ise diger
organlara dagilmaktadir(Tinkov vd. 2010, Silva vd. 2016). Tiumorin iyilesmesinde ilacin
maksimum oranda timore hedeflendiriimesi esastir. Antikanser ilaclarin saglikli dokulara
ulasmasi ne yazik ki, kemoterapi seanslarinda hastalar acili bir stire¢ yagsamaktadirlar.

= Tumer

804 . . -

5‘" 404 EE 1 hour
= &5 4 hours
OIm 24 hours
20
0_ B
)

Sekil 1. Fare kuyruk veninden verilen radyoaktif olarak isaretlenmis DOX molekulinin timaor
ve diger organlardaki ylzde biyo dagihim profili (Silva vd. 2016).
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Ultrason kontrast ajani mikroképukgukler lokal kanser tedavisinde kullanilabilir.
Mikrokopukglkler, mikron boyutlarindaki gaz kabarciklarinin stabilize eden bir zarla
enkapsule edilmis hali olup, ultrason islemi sirasinda sistemik dolasima enjekte edildiklerinde
kontrast yaratarak, elde edilen goruntinun netligini ve ¢6zinarligunu artirmaktadir. Boylece
daha ¢ok hastaliga dogru ve erken taninin konmasina olanak saglamaktadir. Ultrasonda
goruntd kalitesinin artirllmasi amaci ile, dzellikle Amerika Birlesik Devletleri’nde FDA onayi
almis alblmin bazli Optison®, lipid bazl Definity®, ve Avrupa’da ilgili ila¢ dairesince onayl
lipid bazli SonoVue® kullaniimaktadir. Ultrason kontrast ajanlarinin Turkiye'de uretimleri
yoktur. Mevcut ajanlar pahali olduklarindan ulkemizde ne klinik ne de klinik &éncesi
arastirmalarda kullanimlari yoktur ya da yok denecek kadar azdir. Ayrica, gorintileme
amach kullanilan bu ajanlar hedeflenebilir 6zellikte degildir, tasarimlarinin ayrica yapiimasi
gerekmektedir.(Mayer ve Grayburn 2001) Bu ajanlarin stabilitelerinin de oldukg¢a disuk
oldugu gorulmektedir.(Moravi vd. 1997, Guiot vd. 2006, Farook vd. 2009, Mulvana vd. 2010,
Williams vd. 2011) Bunun yaninda, polimerik ve albimin bazli mikrokdpukguklerin, lipid bazh
olanlara kiyasla, bagska dezavantajlari da bulunmaktadir.

TUBITAK tarafindan desteklenen 109M494 no’lu proje ile ilk yerli Gretim lipid bazli
mikrokdpuikgiiklerin laboratuvarimizda retimleri basarilmistir. ikinci asama olarak, TUBITAK
tarafindan desteklenen 113M270 no’lu proje ile, bu mikroképUkgiklerin ultrason altinda in-
vitro ve in-vivo karakterizasyonlari yapilmistir. Uglincli asama olan mevcut calismada, ilk
yerli Uretim hedeflendirilebilir 6zellikte ultrason kontrast ajani mikrokdpukgutklere kemoterapik
ilac yUklenmesi, kanser hlicre ve dokusuna hedeflendiriimesi, ilacin hedeflenen bdlgeye
tasinmasi, ultrason ile gértntilenmesi, hedef bdlgede mikrokdpukgUklerin patlatiimasi, yine
ultrason altinda terapétik ajanin hedef boélgede kanser hicre ve dokusuna saliniminin
artinlmasi, bdylece 6zellikle kanser tedavisinde kullaniimasi amaglanmistir.

Calismalarda, kemoterapétik ajan olarak Doksorubisin (DOX) ve bir kanser tiriine 6rnek
olmak tUzere meme kanseri htcreleri kullaniimistir. Doksorubisin lipozomlara ylklenmis ve
meme kanser hlicrelerine spesifik belirteclerle isaretlenerek mikrokdpukgtklere baglanmistir.
Hazirlanan DOX yuklu hedeflendirilmis mikrokopukgukler in-vitro kosullarda iki boyutlu (2D)
ve U¢ boyutlu (3D) hicre kiltirinde ve ultrason altinda bagisiklik sistemi baskilanmig

farelerde (nude mice) olusturulmus timor modeli Uzerinde etkinlikleri incelenmigtir.
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2. LITERATUR OZETI

Kanser cagimizin o6lumcil hastaliklarindan biridir. Kanser tedavisinde, tUmaorin
ameliyatla yerinden cikartiimasi, radyoterapi, hedeflendrilmis terapiler, ve kemoterapi gibi
yéntemler kullaniimaktadir. Kemoterapi i¢in farkli metabolik yolaklari inhibe eden farkli tirden
ajanlarin gelistiriimesi bir ¢cok calismaya konu olmaktadir(Hanahan ve Weinberg 2011).
Kemoterapotik ajanlardan biri olan doksorubisin (DOX) kanser tedavisnde yaygin olarak
kullaniimaktadir. DOX’'un kimyasal yapisi Sekil 2'de gdsterilmekte olup fizyolojik kosullarada
(pH=7.2’de) pozitif yukludar.

phenolic group at C,,
(pK,=10.16)
o OH o

Water
OH
insoluble | |
~ + R

o "’WDH L

OH 0
phenolic group atCg™, -

K3=13.2]
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soluble

amino group in
e OH  the sugar moiety
NH, Cl (pK,=8.15)

Sekil 2. Kemoterapdtik ajanlardan Doxorubisin (DOX) molekuli(Fugit vd. 2015).

Doksorubisin, ¢ok genis bir etki yelpazesine sahip, kendi basina veya diger ajanlarla
kombine halinde recgete edilebilen, antrasiklin sinifinin en gucli Uyelerinden bir antikanser
ilactir(Escoffre vd. 2011, Escoffre vd. 2013). Genis aktivite yelpazesi nedeniyle goégus,
prostat, rahim, yumurtalik, karin ve karaciger timorleri, cocukluk ¢agi kati (solid) timorleri,
osterosarkomlar ve yumusak doku sarkomlari ve Kaposi sarkomu gibi kati timérlerin ve akut
miyeloblastik ve Lenfoblastik 16semi gibi hematolojik malignitelerin tedavisinde siklikla
kullaniimaktadir(Cutts vd. 1996, Carvalho vd. 2009, Escoffre vd. 2011). Yapilan cesitli
calismalarda, DOX'un ozellikle erken evre meme kanserinde standart terapi olarak
kullanildigi  bilinmektedir(Rivankar 2014). Klinik uygulamada serbest DOX kullanimi,
olusturdugu bir cok ciddi sistemik yan etkiler nedeniyle halen oldukg¢a sinirlidir(Escoffre vd.
2013). DOX timorde hasar olusturmasinin yani sira yan etki olarak kardiyotoksisiteye ve
nefrotoksisiteye neden olmaktadir(Villanueva vd. 2007). Doxorubisin ile ilgili bilinen en énemli
yan etkinin kardiyak problemler oldugu bir ¢ok calismada gosterilmistir(Octavia vd. 2012,
Rivankar 2014). Rivankar ve arkadaslarinin(Rivankar 2014) yaptigi bir galismada, DOX'un
kimilatif dozunun 450 mg/m?de kardiak hasara yol agmazken, 550 mg/m?de kardiyak
hasara yol actigini gostermektedir. Bu durum, yuksek doz DOX kullaniimasi gereken
hastalarda 6nemli oranda risk teskil etmektedir. Ek olarak, serbest DOX'un etkinligi, P-
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glikoprotein’den ve topoizomeraz Il direncinden kaynaklanan coklu ila¢ direnci nedeniyle de
engellenmektedir(Swift vd. 2006). Doxorubisin’in  kullanimini  sinirlayici  etkilerinin,
lipozomlarin terapétik olarak kullanimiyla asilabilecegine iliskin ¢calismalar bulunmaktadir.

Serbest-DOX tedavisinden dogan dezavantajlari gidermek Gzere, DOX'un lipozomlara
hapsedilerek vucuda gonderilmesi saglanmistir(Eliaz ve Szoka 2001, Gorodetsky vd. 2004,
Liang ve Kiick 2016). Bu amgla lipozomal-DOX (lipo-DOX) kanser tedavisinde
kullaniimaktadir(Poirier vd. 2002, Zhao vd. 2013). Boylece ilacin vicut icerisinde uzun sire
dolasmasinin ve ilacin kontrolli saliniminin 6nd aciimistir. Sekil 3’de lipozom teknolgijisi ile
ilac tasinimi  ve kontrolli ilag salinimi i¢in  gelistirilen lipozom tasarimlari
gorulmektedir(Sercombe vd. 2015). Klasik lipozom tasariminda, Sekil 3(A), ila¢ ya hidrofobik
cift katman kabuk icerisine ya da lipozom yilzeyinde bulunan olasi pozitif ve negatif ylkler
vasitasiyla lipozom ylzeyine adsorblanarak yapilmaktadir(Yang vd. 2016). Lipozomlarin
vucutta dolagsimi esnasinda makrofajlara hedef olmalari lipozomlarin PEG molekdilleri ile
kaplanmasini gerektirmistir, Sekil 3(B)(Masaka vd. 2014). Lipozomlara antibadi gibi
molekdillerin baglanmasi ile, Sekil 3(C)'de gorilecegi Uzere, hedeflendiriimis (targeted)
lipozomlarin sentezlenmeleri basariimistir(Li vd. 2009). Yine hedeflendiriimis molekuller ile
lipozomlarin tani (teranostik) amacli kullaniimasina imkan vermistir, Sekil 3(D)(Lee vd.
2016). Boylece, lipozomlar hedeflendirilebilme, ilag tagima, tani, ve hedef boélgelere tutunarak
kontrollU ilag salinimi amaciyla kullanilabilmektedirler.
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Sekil 3. Lipozom teknolgjisi ile ilag taginimi ve kontrolll ila¢ salinimi igin gelistirilen lipozomal
yontemler (A) klasik lipozom tasarimi, (B) PEG’li lipozom tasarimi, (C) Ligandlar yardimiyla
hedeflendirilmig lipozom tasarimi, ve (D) teronostik lipozom tasarimi (Sercombe vd. 2015).

Lipozom kullanmanin basglica avantajlarindan biri, lipozomlari (vezikulleri) olusturan

fosfolipidlerin dogal kaynaklardan c¢ikarilmasi ve vicut icin givenli olmasidir. Buna ek olarak,
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fosfolipid cift tabakanin doygunluk derecesi, ila¢ salinim oranini degistirmek Gzere modifiye
edilebilir(Rivankar 2014, Ghannam vd. 2016). Dahasi, lipozomlar, retikiloendotelyal sistem
tarafindan taninmayi 6nlemek igin ylizeylerinde PEG (polietilen glikol) zincirleri ile modifiye
edilebilir(Villanueva vd. 2007). Lipozomlarin kullaniimasiyla yan etkilerin azalmasinin
gOrilmesi  Uzerine, insanlarda kullanimina yonelik c¢alismalar artarak devam
etmektedir(Torchilin 2007). Lu ve arkadaslari(Lu vd. 2011), lipozomal Doksorubisin'in, tedavi
ile iliskili yan etkiler yonetilebilir oldugu icin evre 1-3 invaziv meme kanserlerinde
kullanilabilecegini gostermistir. Ghannam ve arkadaslari(Ghannam vd. 2016), DOX yukld
lipozomlarin, bazi kati timdrlerde, serbest DOX ile karsilastirildiginda daha etkili oldugunu
gOstermislerdir. Halihazirda, 1995 yilinda FDA tarafindan onaylanmis DOXIL® adiyla bilinen
ve lipozom igerisine enkapsile edilmis doksorubisin kanser tedavisinde kullaniimaktadir.
Ancak, lipozomlarin ila¢ tasima ve kontrolli salinimi yaninda hi¢ de arzu edilmeyen bazi
dezavantajlari bulunmaktadir. Sekil 4'de gorulecedi uzere, yapilan klinik calismalarda
DOX'un daha az kardiotoksik etki géstermesine ragmen, mukoza iltihabi, el ve ayaklarda
sisme, kizariklik, agri gibi yan etkiler gortlmustir.(Lyass vd. 2000, Patil vd. 2008) Bunun,
DOXIL®in hastanin istenmeyen bolgelerde damar endotelinde birikmesinden kaynaklandigi
dusunUlmektedir. Yapilan calismalar ultrason uygulandiginda kemoterapi ilacinin timor
dokusuna ¢ok daha kolaylikla difize oldugunu gdstermektedir.(Gao vd. 2004, Gao vd. 2005)
Ancak, DOXIL®, meme kanseri tedavisinde kullanildiginda ayni etki gorilememistir.
Beklenmedik bu sonug, DOXIL®in tumor dokusuna karsi hedeflendiriimemis olmasina
atfedilmistir.(Frenkel vd. 2006)

Sekil 4. Lipozom icerisine hapsedilmis DOX tedavisi esnasinda el-parmak uglari ve
ayaklarda olusan yaralar (“Hand-and-Foot Syndrome”)(Gordon vd. 1995).
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Lipozomlar, fosfoliplidlerin suda kendiliginden olusturdugu ici su dolu lipid cift
katmanli (bilayer) kirecikler olarak tanimlanir. Fosfolipidlerin amfifilik (hidrofilik ve hidrofobik)
yapisl, sulu ortamda ¢6zlinmus bilesenlerin bilayer membran icinde tutuklanmasina imkan
saglar. Lipozomlar biyolojik membran uygulamalari i¢in bir model olarak kullanildigi gibi ila¢
tasima sistemlerinde de kullaniimaktadir. Hedef dokuya ydnlendirilebilmesi, daha yuksek
¢6zunarlik saglamasi, farmakokinetik etkileri arttirmasi, hidrofobik, hidrofilik ve amfipatik
ilaclarin tasinimina imkan saglamasi ve tutuklanmis ajanin toksisitesini duslrmesi,
lipozomlarin ilag tasima igin kullaniminin avantajlari arasindadir. Biyolojik membranlarla
blylk 6lgtide benzerlik gbsterdikleri icin biyouyumlu ve biyobozunur olmalarinin yani sira
toksik ve immunojenik degildirler. Sekil 5de farkli boyutlarda hazirlanabilecek lipozom
tanecikleri gorilmektedir. Calismalarda genellikle 60 nm ile 200 nm boyutlarinda lipozomlar

kullaniimaktadir.

1-5uM 100-250 nm 20-100 nm

Sekil 5. Farkli boyutlarda lipozom tanecikleri

Lipozomlarin nano boyutlarda sentezlenmesinin amaci, Sekil 6'de gorilecegi Uzere,
timor mikrogevresinin akiskan bir yapida olmasi ve siralanmis epitel hlcreler arasindaki
boslugun 100-780 nm civarinda gézeneklerden olugsmasidir(Deshpande vd. 2013). Normal
dokularda epitel hicrelerin olusturdugu bosluk araliklari ise 5-10 nm civarindadir(Deshpande
vd. 2013). Nano-boyutlarda lipozomlarin timor mikrogevresine rahatlikla girebilecegi ve bu
mikrocevrede hapsedilebilecedi dederlendiriimektedir.

5-10 nm 100-780 nm
..
R
.
N No Lymphatic
’.Tumnr Tissue Q’Ij dmainage
' D a}‘ C2ls
r/
TE\\ S 0.C8.0
Disrupted Endothelial Linings
No penetration Enhanced Permeation and Retention (EPR) Effect

Sekil 6. Tumoér mikrogevresinin akiskan yapisi(Paliwal vd. 2015).
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DOX'un lipozomlar igerisine hapsedilmesi ve serbest DOX'un membran diyaliz
yontemi ile ortamdan uzaklastiriimasi isleminde olabilecek muhtemel mekanizmalar Sekil
7'da gosteriimektedir(Fugit vd. 2015). Sekilde ayrica DOX'un muhtemel iyonlasmis ve
asosiye olmus formlari da goridlmektedir. Sekilden gorilecedi lzere, DOX pH=8.15'den
dugtik pH’larda, 0Ornegin pH=7.2’de, daha c¢ok pozitif yukli iyon (DXRH*) olarak
bulunmaktadir. DOX'un ancak %10’u nétral formda (DXR°) bulunur ve membrandan rahatca
gecebilen formu da bu ylksiz (protonlanmamig) formudur. DXRH* kendi arasinda asosiye
olarak topaklasma (agregat) olusturdugu rapor edilmektedir(Csuhai vd. 2015, Fugit vd.
2015). Ayni zamanda, ortamda bulunan SO4= iyonlari ile birleserek ¢dkelti (presipitasyon)
olusturmaktadir(Csuhai vd. 2015, Fugit vd. 2015). Hem DXRH* ve hem de DXR
lipozomlarin yapitasi olan phospholipidlere adsorbe olabilmektedirler(Csuhai vd. 2015, Fugit
vd. 2015). Lipozomlarin igerisine yukstiz DOX'un alinmasi bir pH gradiyenti etkisinde yine
yuksuz form olan amonyak (NHs) molekull ile degisim vasitasiyla olmaktadir(Csuhai vd.
2015, Fugit vd. 2015).

* DXR :membrane-bound DXR
M:::::m + K,: DXRH' ionization constant
. Reservoir K- self-association constant for
Qﬁ-.ﬁﬂ q:ﬁ B EJ?Fn DXR ir: the presence of
S peBBsBEss, ‘_,,'_fé;-‘-ﬂ%.‘, ammonia 3
Q%‘?%‘\J Intravesicular _:_B# 3 * Ilr DXR sulfate Sﬁluhlllty product
s — ) + Kp: lipid binding constant of DXR
gg mgregetes Ky = o “._%MR.: s ;-]"m‘ ky L l.:'l'I'RH' monomer
& - X, * K.: NH. ionization constant
* k,, : rate constant for lipid bilayer
transport of the DXE monomer
* kg rate constant for DXR uptake
into the dialysis membrane
* K, : rate constant for DXR transport

P N, Jo_ L — TP A S S from the dialysis membrane
@M e * K - rale constant for dialysis

&J&J i LA membrang transport of
é’&g‘y S84 1 BN ° ammonia
— * ks : rate constant for lipid bilayer
transport of ammonia

Extravesicular

Ii.

E3

H*» DXR

Sekil 7. Lipozom igerisine hapsedilmis DOX'un membran diyaliz esnasinda muhtemel
iyonlasmis molekileri asosiye olmus formlari. Asosiye olmus komponentlerin assosiye
sabitlerinin tanimlari da verilmistir(Fugit vd. 2015).

Hedeflendiriimis ultrason kontrast ajanlarin terapotik amaclh olarak ilag, gen, siRNA,
ya da DNA gibi molekiillerle yuklenerek lokal madde transferinde kullanilabilme potansiyeline
sahip olmalari, vicut icinde ilag/gen/DNA vb. madde salinimi sirasinda ultrason ile izleme
olanagi saglamalari, ve gereklilik halinde yine ultrasonografi ile hedef bdlgede patlatiimasi
sonucu madde saliniminin lokal kontroline imkan vermesi, mikrokdpukgUklerin énemini
artirmaktadir.(Geis vd. 2012, Martin ve Dayton 2013) Ustelik, Sekil 8de gorildigu gibi,
mikrokdpukgukler ultrason altinda kavitasyon etkisi ile hlicre zarinda gecici gdzenekler
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olusturarak ilacin veya ilag yUkli tasiyict sistemlerin hicre icine alimini
kolaylastirmaktadir.(Tsunoda vd. 2005, Escoffre vd. 2011, Kooiman vd. 2011, Forbes ve
O'brien 2012)

Doxorubicin

TOROOrTOOCRAONTY OIS
PERSRERERE T S

Sekil 8. Mikrokdpukglk-yardimli ultrasonla kemoterapddik ajanin hiicre igine aliminin
sematik gosterimi a) Doksorubisin molekdlleri plazma membranindan diflizyonla
gecmektedir. b) Doksorubisin, sonoporasyonla hiicre membraninda agilan gézeneklerden
hicre igine kolaylikla alinmaktadir.(Escoffre vd. 2011)

Escoffre ve ark. tarafindan MDA-MB-231 meme kanser hlicreleri ile yapilan bir seri
¢alismada, meme kanser hicre kiltiriine DOX eklenerek, yalnizca ultrason veya yalnizca
mikrokopukguk varhiginda ultrason uygulandiginda kanser hicresi 6lim oranlari sistematik
olarak irdelenmis ve mikrokdpukguk varhdinda ultrason uygulandiginda DOX'un kanser
hlcresi icine aliminin daha etkin oldugu gorilmustir. Hatta artan ultrason glict ile DOX
diftizyonu daha da artmistir.(Escoffre vd. 2011) Ayni ¢alismada, farkli mikrokdpukguk tdrleri
kullanildiginda da etkinin farkh oldugu gorGimustir. Polilaktid-Kabuklu PEG ve Vevo
Micromarker mikrokdpukguklerin U-87 MG ve MDA-MB-231 hicrelerinde DOX salinimi igin
en iyi mikrokopulkglikler oldugu gortlmustir. Benzer sekilde, ticari olarak satilan Albunex®,
Optison® ve Levovist® mikrokopikglklerininde yine statik ortamda gen transferinde
etkinliklerinin farkli oldugu goértlmustir.(Li vd. 2003)

Lentacker ve ark. yaptiklari bir galismada, DOX yukli mikrokdpukgtklerin DOX yUkla
lipozomlardan en az iki kat daha d&ldlrici oldugunu melanoma hdcrelerinde
gOstermislerdir.(Lentacker vd. 2010) Bu galismada kullanilan ilag yUkli mikroképukgukler
kanser hicrelerine spesifik belirteclerle isaretlenmis degildir. Stspansiye hicrelerle statik
kosullarda yapilmistir. Korpanty ve ark.’nin yapmis olduklari c¢alismalarda pankreatik
adenokarsinovada hedefe yonelik mikrokdpukglkler kullanarak damar igerisindeki hareketini
izlemislerdir. Arastirmalarinin sonucunda hedefe yonelik mikrokdpukguklerin in-vivo ortamda
timore o6zglu tedavi ydntemlerini gelistirebilmek i¢in uygun ve 06zel araclar olduklarini
gOstermislerdir.(Korpanty vd. 2007) Tinkov ve ark. tarafindan DOX yukli mikroképukgikler
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(DOX, mikrokopukguklerin zar yapisinda yer almaktadir) ile yapilan ¢alismalarda, DOX yuklu
mikrokdpukguklerin  serbest DOX ve DOX-lipozom kompleksinden 3 kat daha etkili
antiproliferetif (hlicre gogalmasini durdurucu) 6zellikte oldugu gosterilmistir(Tinkov vd. 2010).
Muteakip bir calismada ise, DOX yuklli mikrok&pukgiklerin in-vivo sigan pankreas karsinoma
uygulamasini yapmis ve DOX konsantrasyonunun timérli dokuda ultrason altinda 12 kat
daha fazla oldugu ve kontrol grubundaki sicanlara gére timdr gelisiminde belirgin dlgtide
azalma oldugu goézlemlenmistir(Tinkov vd. 2010). Kemoterapi ila¢ direncliligi gosteren MCF-
7/ADR hucre hatlarinda DOX yukli mikrokopukgukler ultrason yardimiyla hicre igine
yonlendirilerek  hlicre canliiginda duasme ve apoptotik hilcrelerde ¢ogalma
g6zlemlenmistir(Deng vd. 2013 (in print)).

Yukardaki aciklamalar 1siginda, ultrasonda kontrast maddesi olarak kullanilan
mikrokdpukguklerin ayni zamanda ilag taslyici sistemler olarak kullanilmasi avantaj teskil
etmektedir. Zira diger ilag tasiyici sistemlerde ilacin timoér dokusuna ulasabildigi ve timor
dokusundaki degisimler goéruntilenemezken, hedeflendiriimis mikrokdpukcukler ile ilacin
hedef dokuya ulasabildiginin takibi yapilabilmekte, Ustelik istendiginde cihazin mekanik
indeksi artirilarak ilacin salinimi saglanabilmekte ve yukarda belirtildigi gibi sonoporasyon
etkisi ile ilacin timor icine alimi kolaylastiriimaktadir. Diger tasiyici sistemlere kiyasla,
mikrokdpukguklerin ilag tasiyici sistemler olarak kullanimasinin diger bir avantaji ise
hedeflendirilebilmeleridir. Her ne kadar ilag, lipozom, misel, nanoparcacik gibi sistemler igine
enkapsule edilebilirsede, bu sistemler nano boyutlarda olduklarindan antikor/ligand ile
hedeflendiriimeleri daha zordur. Dolayisiyla, kanser hulcresine spesifik belirteclerle
isaretlenmemis olan (hedeflendiriimemis) bu ila¢ tasiyici sistemlerin istenmeyen dokularda
akimule olmasi kaginilmaz olmaktadir. Oysaki, mikron boyutlarinda olmalarindan dolayi
mikrokdpukguklerin isaretlenmeleri c¢cok daha kolaydir. Bdylece, ilag hedef dokuya
ulastirilabilir ve cok daha disuk dozlarla tedavi mimkin olabilir. Boylelikle, ilacin yan etkileri
de azaltilabilir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kimyasallar

Projede mikrokoplkclik ve lipozom yapiminda kullanilan bazi lipidler ve kimyasal
yapilari Tablo 1'de verilmistir. Malzemelerden DSPC, DPPC, DSPE-PEG2y0, DSPE-
PEG2000-Biotin, DPPE-PEG200, Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL)'dan, PEG40St, propilen
glikol (PG, US Pharmaceutical grade), DOX.HCI, ve ¢6zucu olarak kullanilan kloroform,
Amonyum sulfat ((NH4)2SO4), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)'den, kolesterol Fluka'dan,
Dekaflorabitan gazi Synquest firmasindan, Streptavidin (StAv) Life’dan, Streptavidin PE
(PE-StAv) eBioscience (Ireland, UK)'dan; Biotinli-Epidermal Growth Factor (EGF-Biotin) Life
Sciences’den, Spectra/Por® Dializ Membranlari Spectrum Laboratories, Inc. (Rancho
Dominguez, CA)'dan, Sephadex™ G-75 GE Healthcare Life Sciences’dan temin edilmistir.

3.2. Hedeflendirilmis ilag  yuklii mikrokopiikg¢iiklerin hazirlanmasi  ve

karakterizasyonu

MikrokoépukgUklere ila¢ ylUklenmesi, lipozomlar vasitasiyla yapilmistir. Bu nedenle ilk
olarak lipozomlar hazirlanmis ve daha sonra mikrokopukcikler sentezlenerek lipozomlarin
mikrokdpukguklere baglanmalari saglanmigtir.

3.2.1. Lipozomlarin hazirlanmasi ve karakterizasyonu

Lipozomlari hazirlamak Uzere belirlenen oranlarda DSPC, kolesterol ve DSPE-
PEG2000 cam bir vial igerisinde karistirildi. Formulasyonda DSPE-PEG2000 miktari %5 mol
olarak sabit tutuldu. DSPC, kolestrol molar oranlari degistirilirken toplam miktar 20 pymol
olacak sekilde ayarlandi. Biotinli lipozom eldesi igcin formulasyona degisen molar oranlarda
DSPE-PEGa2000-Biotin ilave edildi. DSPE-PEG2000 ve DSPE-PEG2o00-Biotin toplam molar
yuzdesi %5 mol'de sabit tutuldu. Lipozomun yapisini olusturacak malzemelerin homojen bir
karisimini elde etmek Gzere toz halinde bulunan malzemeler kloroform igerisinde ¢ézdurulda.
Kloroform dncelikle azot gazi yardimi ile, daha sonra vakumlu etliv ortamda kurutularak ince
lipid film tabakasi elde edildi.Olusan film tabakasi Gzerine amonyum silfat (NH4)2SO4, 250
mM, pH 5.4) tampon c¢ozeltisi eklenerek 65°C’deki calkalamali su banyosuna konularak 1
saat hidratosyana tabi tutuldu. Kullanilan fosfolipit DSPC’nin hal degistirme isisinin (Trm) 55°C
olmasi ve tum fosfolipitlerin homojen bir sekilde ¢oziinebilmesi icin ideal sicakligin T'in 10°C
UstU sicakliklar kullanildi. Lipozomlarin kararli olabilmesi icin lipidler Tr, sicakliginin Gzerinde

10
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Tablo 1. Kullanilan mikroképUkg¢lk malzemeleri ve kimyasal yapisi.

Kimyasal Adi Kimyasal Yapisi
1,2-Distearoyl-sn-
o 0
DSPC Gchero-3-. O/}(H\o,olpfo\/\ T<
Phosphocholine V\/\N\M/\/\(r)(
Polietilen glikol-40 0
PEG40St
Stearat HysCr” 07 07 (CH,CH,0),.H

DSPE-PEGz2000

1,2-Distearoyl-sn-
Glycero-3-
Phosphoethanolamine-
N-[Methoxy
(polyethylene glycol)-
2000]

[*] o]
/\/\/\/\/\/\/\/\)‘\ B i
o o-F~o.
S O oo~ ocy
\/\/\/\/\/\/\/\/\r NH,*

o

DSPE-PEGz000-

1,2-disterol-sn-glisero-
3-fosfoethanolamine-N-

£,
HN™ 'NH

[}
PN NN g i it H >—S‘”
07 ™y o-P-o -~ - JJ\/W
il A
NHg*

Glycero-3-
Phosphoethanolamine,

Triethylammonium Salt

Biotin [biotin(polietilen glikol)- i
2000](amonyum tuz)
Kolesterol (5-Cholesten-3[3-ol)
O OH o]
OH
DOX.HCI doksorubisin Cl‘@ o
' hidrokloriir MRS Bl
NHz
O{/\O%H
Tx-100 Triton X-100 HsC 5
HaC
HsC HaC CHy
Florescein-5-
Thiocarbamoyl)-1,2-
Dihexadecanoyl-sn- CH,(CH,), —C ~CCH
FITC-DHPE CHyCHo G0

CHEO _IID _OCHZCHZNH _ICI —NH

+
(CHscHz)aNH
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en az 30-60 dakika arasinda tutuldu (Elbayoumi vd. 2010, Freeman 2011, Monteiro vd.
2014). Hidratasyon sonrasi olusan multi lameler vezikuller (MLV) genis bir boyut dagilimi
gosterdiginden, solusyon homojen goézeneklilige sahip polikarbonat membrandan ektride
edilerek istenilen buyuklikte ve homojen dagilimda lipozomlar elde edildi. Homojen dagilim
ayni zamanda ilag tasarimi igin énemli bir parametredir. Bu ¢alismada ilacin ideal blyukllkte
ve homojen dagihimda olabilmesi icin farkli boyutlarda polikarbonat membranlar denendi ve
olusan lipozomlarin karakterizasyonlari yapildi. Ekstrizyon islemi sonrasinda olusturulan
lipozomlarin boyut analizi dinamik 1sik sacgilmasi (DLS) metodu (Zetasizer Nano ZS90,
Malvern) ile belirlendi.

3.2.2. Lipozomlara Doksorubisin yuklenmesi ve Tayini

Antikanser maddesi olan Doksorubisin (DOX) aktif yikleme metodu ile lipozomlara
yuklendi. Aktif yikleme metodu, iyon gradiyenti sayesinde gergeklestiriimektedir. Bu amagla,
olusturulan lipozomlar %0.9’luk NaCl c¢dzeltisiyle veya fosfat tamponlu ¢ozelti ortaminda
dializ edilerek, lipozom i¢i pH=5.5 ve lipozom digi pH=7.2 olmak lzere bir pH farki (gradienti)
olusturuldu. Daha sonra, farkli konsantrasyonda DOX ¢ozeltisi lipozomlar ile karistirilarak 4
saat boyunda 65°C’de inkliibe edildi. Ortamda ylklenmeden serbest halde kalan DOX
molekdllerini DOX yukli lipozomlardan (Lipo-DOX) ayirmak amaci ile jel filtrasyon
kromatografisi ve diyaliz membrani olmak Uzere iki metot denendi. Jel kromatografisi icin
Sephadex™ G-75 (GE Healthcare Life Sciences) kullanildi. Diyaliz yénteminde ise, diyaliz
membran (RC tubing) (MWCO: 10 kD, Spectra/Por® 6) kullanildi. Yiklenen DOX miktari
floresan spektrophotometre (Synergy™ HTX Multi-Mode Microplate Reader, Exc: 485/20,
Emis: 590/35) ile tayin edildi. Lipozom icerisine enkapsile olan DOX miktarini tayin etmek
uzere lipozomlara %10’luk Triton X-100 (Tx-100) ilave edildi. Boylece lipozom igerisindeki DOX
molekdllerinin de lipozom disina ¢ikmasi saglandi. Lipozomlarin enkapsulasyon verimliligi
(EV%) Denklem (1) ile belirlendi.

EV O = —Li
# frxe (1)

Burada, Frx : Diyaliz sonrasi Triton X-100 ilave edilerek olcllen floresan, Frx o : Diyaliz
oncesi Triton X-100 ilave edilerek oélcllen floresan degerlerini géstermektedir.

12
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3.2.3. Lipozomlardan Doksorubisin saliniminin belirlenmesi

DOX yuklu lipozomlardan (lipo-DOX) DOX'un salinimi igin farkli sicaklilarda DOX
salinim c¢alismalari yapiimistir. DOX yUkla lipozomlar belirlenen sicakliklarda inkiibe edilmis
ve zamanla floresan degerleri, F:, Olciimustir. Zamana goére floresan dlgimleri
tamamlandiginda ortama Tx.100 eklenenerek lipozomlarda kalan DOX’unda disari ¢ikmasi
saglanmis ve toplam DOX miktar icin floresan degeri, Frx, OlgUlmastir. Salinan DOX

yuzdesi Denklem (2) ile hesaplanmistir.

Hac Sahnum &) = Eiaiil (2)

Fpy—F,
Burada, F:: t anindaki floresan, Fo : baslangi¢ (t=0) anindaki floresan, Frx : Triton X-100 ilave
edildilerek lipozomlar parcalandiktan sonra oélgtlen floresan deg@erlerini gostermektedir.
Lipozomlarin stabilitelerini protein ortaminda test etmek Uzere, lipozomlar Sigir
Serum Albumin (Bovin Serum Albumin) (SSA) iceren (5 uM) PBS tampon c¢ozeltisi (pH=7.2)
icerisine konularak 37 ‘C'de 50 rpm karistirma hizinda su banyosunda inkiibe edilerek,
salinan DOX miktarlari zamana karsi floresan spektrophotometre (Exc: 485/20, Emis:
590/35) ile tayin edildi. Salinan ila¢ yuzdesi Denklem (2) ile belirlendi.

Mikrokoplikgiiklerin Hazirlanisi:

Mikrokdptikgiiklerin tiretimi, 2010-2012 yillari arasinda TUBITAK tarafindan desteklenen
109M494 no’'lu projede gelistirilien yontem ve formulasyonlar kullanilarak gerceklestirildi.
Hedeflendrilmis mikrokdpukgtklerin hazirlanmasinda, temel komponenetlerden olan distearol
glisero fosfokolin (DSPC), polietilen glikol stearat (PEG40St), biyotinlenmis distearol glisero
fosfoethanol amine-polietilen glikol (DSPE-PEG2q00-Biotin) kullanildi. Karigim kloroform icinde
¢ozllerek homojen bir c¢ozelti elde edildi. Daha sonra, ¢dzlcl 6nce azot gazi ile
uzaklastirilacak ve daha sonra vakumlu etlivde mutlak kuruluk elde edinceye kadar cam
ylzeyinde ince bir tabaka halinde kurutuldu. Elde edilen film tabakasi, 60 °C’deki ¢calkalamal
su banyosunda 60 dakika hidratasyona tabi tutuldu. Su banyosundan c¢ikarilan &érnekler
problu sonikatér (Misonix S4000) yardimi ile homojen hale getirildi ve daha sonra
perflorakarbon gaz atmosferi ortaminda yine sonikatér vasitasiyla mikrokdpukgtkler elde
edildi. Ortamda serbest halde kalmis olan komponentler mikrosantrifij ve flotasyon
yontemleri kullanilarak mikrokdpukguklerden ayrildi. Bu mikroképukglkler daha sonra kiglk
flakonlarda kapali olarak perflorakarbon gazi altinda depolanarak 4 °C’de buzdolabinda

saklandi.
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DOX yiikli lipozomlarin mikrokopikgiiklere baglanmasi:

Bu projede, avidin-biotin kopriust ile DOX igeren lipozomlarin (Lipo-DOX)
mikrokdpukguklerle konjuge edilmesi sonucu ilag yUkli mikrokdpuikgikler hazirlandi.
Onceden hazirlanan biyotinli mikroképlikgiikler PBS igerisinde ¢dzduriilmis olan streptavidin
ile yaklasik 10 dakika boyunca inkiibe edildi. inkiilbasyon sonucu mikrokdpiikgiiklerin
tizerindeki biyotin ile streptavidin konjuge edilmis oldu. inkiibasyon sonrasi, avidin bagli
mikrokdpukgukler 1000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifij edildi. Bdylece ortamdaki
baglanmamis olan serbest avidinler uzaklastiriimis oldu. Yukarida asilti halinde bulunan
avidin bagli mikroképukgukler ise PBS ile yeniden slspanse edildi. Daha sonra, énceden
Uretilmis olan Lipo-DOX’lar avidin bagh mikrokdpukguklerin oldugu stspansiyona eklendi ve
10 dakika boyunca inkibe edildi. MikroképukgUklerin Uzerinde bulunan streptavidinin bosta
kalan kismi ile lipozomlarin (izerinde bulunan biyotin bdylelikle konjuge edilmis oldu. Uretilen
Lipo-DOX yUklG mikroképukgukler 1000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Ortamdaki
baglanmamis olan serbest Lipo-DOX'lar uzaklastiriimis oldu. Yukarida asilti halinde bulunan
Lipo-DOX yUkli mikrokodpukgukler ise PBS ile yeniden sispanse edildi. Daha sonra, PBS
icinde c¢ozdurtlmas olan streptavidin Lipo-DOX yUkli mikroképukgik suspansiyonuna
eklendi. 10 dakika boyunca inkubasyon yapildi ve Lipo-DOX (zerinde baglanmamis halde
bulunan biyotinler ile ortama eklenen avidinler konjuge edilmis oldu. Olusturulan yeni
kompleks 1000 rpm’de 1 dakika boyunca santriflj edilerek serbest haldeki baglanmamig
avidinler uzaklastirildi. Yukarida asilti halinde bulunan mikrokdplkgukler ise PBS ile yeniden
suspanse edildi. Son olarak hedeflendirilmis mikrokdpukcik elde etmek igin bu kompleks
stispansiyona saf su igerisinde ¢ézdurlilmus epidermal blytme faktori (EGF) denilen protein
maddesi eklendi. 10 dakikalik inklibasyon uygulandi ve bdylece Lipo-DOX'larin Uzerinde
bulunan avidinlere EGF baglanarak konjugasyon gerceklestirildi. MikrokopUkglk solisyonu
1000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifij edilerek serbest haldeki baglanmamis EGF
molekdlleri ortamdan uzaklastirildi. Yukarida asilti halinde bulunan mikrokoptkgukler ise
PBS ile yeniden suspanse edildi ve +4°C’de buzdolabina kaldirildi. Béylece hedeflendiriimis
mikrokdpukgukler  sentezlenmis oldu. Elde edilen hedeflendiriimis ilagc  yukld
mikrokopukgukler boyut ve konsantrasyon analizleri Beckman Coulter Counter cihazi ile,
yuklenen DOX miktarlari ise floresan spektrophotometre (Exc: 485/20, Emis: 590/35) ile tayin
edildi.

14
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3.2.4. Hedeflendirilmis DOX yiiklii mikrokdpiikguklerin farkli Ml degerlerinde

stabilite ve ekojenitelerinin belirlenmesi

Ultrason kontrast ajanlarinin stabilitelerini 6lgmek Uzere Sekil 9de goOsterilen akis
fantomu deney dizenegi kullaniimigtir. Ultrason probu akis fantomu lzerine yerlestiriimis ve
bir santrifij pompasi vasitasiyla sabit hizda akan siviya mikrokdpukgukleri belli bir bolus
hacimde enjekte edilmistir. Akis fantomunda akustik bélgeden mikrokodpukglkler gecerken,
boru icerisinde yayillmasi sonucu geriye yansiyan ultrason sinyaller belirli bir sire igerisinde
B-mod’da kaydedilmistir. Akis daha sonra bir toplama kabinda toplanmistir. Degisik ultrason
guclerinde (%1, %5, %20, %40, %60, %80, %90 ve %100) mikrokdpukgukler ultrasonik
yayihima yaklasik 25 saniye maruz birakildi. Her bir denemede 30 ul hacimde enjeksiyonlar
yapildi ve akis hizi 3000 rpm’e sabitlendi. Mikroképukgukler borunun icerisinden gecerken
pompa durduruldu ve akisin olmadi§i dolayisiyla statik bir ortamda mikrokopukgikler
ultrasona maruz birakildi. Ultrason gdrintileme cihazinda elde edilen degisik ultrason
glglerine ait videolar daha sonra saniye dizeyinde resimlere dénustirildi ve elde edilen her
bir resimdeki mikroképlk¢lik populasyonlarinin ortamala intensitesi ImagedJ programinda

-~

hesaplandi.

Ultrason Ultrason
probu  Gariintiileme Sistemi

Mikrokopukgtik
enjeksiyonu

Su tanki

Akig fantomu

Santrifij pompasi

Sivi Toplama
Tanki

Sekil 9. Hedeflendirilmis mikroképukgtklerin akis fantomu ile farkli ultrason giiglerinde

kararhliklarinin tespiti ici deney dizenegi.

Farkh Kiitlelerde Yiiklemelere Sahip Mikrokopiikgiliklerin Ekojenitelerinin Belirlenmesi:

Hedeflendiriimis mikrokdpukguklerin Uretiminin her bir asamasinda farkh kitlelerde
yukle yuklenen mikrokdplkgik populasyonlarinin  (MB-Biyotin, MB-Biyotin-Avidin, MB-
Biyotin-Avidin-Lipo-DOX, MB-Biyotin-Avidin-Lipo-DOX-Avidin, MB-Biyotin-Avidin-Lipo-DOX-
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Avidin-EGF) her birisinin ekojenitesini belirlemek Gzere bir deney dizenegi olusturuldu (Sekil
10). Ekoskopa bagh ultrason probu igi saf su dolu su banyosuna yanal ylizeyinden
yerlestirildi. Capi yaklasik 2 mm olan bir plastik boru su banyosunun igine ultrason probunun
tam karsisina gelecek sekilde yerlestirildi ve bir santriflj pompasi vasitasiyla sabit hizda
akan siviya mikrokopukgukleri belli bir bolus hacimde (100 pl) enjekte edildi. Enjeksiyon
sonrasi akustik bélgeden gecen mikrokodpukglklerin boru igerisinde yayilmasi sonucu geriye
yansiyan ultrason sinyaller belirli bir sure icerisinde B-mod’da kaydedildi. Tum denemelerde,
ultrasonun c¢ikis gicl 10 dB ve frekansi 2 MHz, boru icerisinde akan sivinin akis hizi 0.7
I/min olarak ayarlandi. Her bir mikrokopUkgUk tipi icin enjeksiyonlar farkli mikrok&pUkgik
konsantrasyonlarinda yapildi. B-mod’da elde edilen resimler daha sonra Imaged ve
SigmaPlot programlari kullanilarak ekojenite hesaplamalari igin analiz edildi.

1
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- |
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90
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1
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Sekil 10. Farkh kitlelerde yuklemelere sahip mikrokdpikelk populasyonlarinin

ekojenitelerini belirlemek igin deney dlzenegi.

Farkhh Kiitlelerde Yiiklemelere Sahip Mikrokopiikciiklerin Ultrason Altinda

Kararlihklarinin incelenmesi:

Mikrokopukguklerin kararlihdi, atentiasyon ve konsantrasyondaki degisim agisindan
incelendi. YUkIU olmayan ve farkli kitlelerde yiklemelere sahip mikrokdpUkguklerin ultrason
altinda kararhliklarinin incelenmesi icin bir deney dizenegi olusturuldu (Sekil 11). Burada,
icerisine mikrokdpukglk solisyonunun konacagi 20 mr'lik bir mini kiivet su banyosunun alt
tabanina konularak yapistirici ile sabitlendi. Mikroképukglklerin tampon ¢ozelti icerisinde
homojen bir sekilde dagilmasi i¢in su banyosunun altina da manyetik karistirici konuldu.
Ekoskoba bagli olan 4 MHZz'lik ultrason probu klvetin igini tam olarak gorecek sekilde su

banyosunun yanal ylzeyine yerlestirildi. Klivet ile prob arasindaki mesafe yaklasik 14.4 cm
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idi. Farkh tipteki mikroképukgik populasyonlarinin baslangic konsantrasyonlari deneye
baslamadan 6nce Multisizer cihazi ile 6l¢uldl. Buna gore, deneyin baslangi¢c konsantrasyonu
tim denemelerde 1E+07 #/ml olacak sekilde seyreltildi. Boylelikle, ilk konsantrasyon tim
mikrokdpukguk tipleri icin ayni oldu. Kivetin icerisine ilk édnce 17 ml PBS konuldu ve
icerisinde mikrokopukcikler yokken A-mod’da kivetin arka duvarindan geri yansiyan ses
dalgasinin verdigi pik sinyalin genligi olculdi. Daha sonra mikrokoplikguk populasyonu
kiivete eklendi ve 30 dB’lik maksimum ultrason c¢ikis gliciinde her 5-10 dakikada bir hem pik

sinyalin genligi hem de konsantrasyon o6lc¢uldi.
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o P o
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¥
nanvosu | (W] (> — — -

10 O

Manyetik karistirici

Sekil 11. YUkl olmayan ve farkli kutlelerde yiklemelere sahip mikrokdplkgukler igin

ultrasonik pulslar

3.3. Hedeflendirilmis ila¢ yiiklii mikrokopukguklerin in-vitro etkinliginin iki boyutlu

(2D) ve li¢ boyutlu (3D) hiicre kiiltiirii diizeneklerinde belirlenmesi

Hedeflendiriimis DOX yuklli mikrokdpulkgiklerin insan meme kanser hicresi, MDA-
MB-231, ve normal meme hcreleri, MCF10, kullanilarak iki boyutlu (2D) ve (¢ boyutlu (3D)
dizeneklerde calismalar yapiimistir. Gerekli 2D ve 3D dizenekler tasarlanmis ve hiicrelerin
Uremeleri basariimistir. MDA-MB-231 ve MCF10 hdicrelerinin DOX ile etkilesimleri
arastirllmistir. Sonuglar EKLER’de verilmistir. Ancak, denemelerde MDA-MB-231 insan
kanser hucreleri ile nude farede timor olusturulamamigtir. Timér olusumu fare kanser
hicresi olan 4T1 hucreleri ile basarilabilmistir. Burada, hedeflendiriimis DOX yuUKkIU
mikrokodpukgtklerin in-vitro 2D ve 3D hicre kultira dizeneklerinde 4T1 fare kanser hiicreleri

Uzerine etkileri incelenmis ve yapilan ¢alismalar 6zetlenmistir.

17



v

TheiTAK

3.3.1. ki boyutlu (2D) hiicre kiiltiirii galigsmalar

Deney diizenegi tasarimi:

In-vitro ¢alismalarda kullaniimak Uzere iki boyutlu (2D) ve U¢ boyutlu (3D) deney
dizenekleri tasarlanmis ve Uretimleri gerceklestiriimistir. Farkli kayma gerilimi altinda
mikrokopukclk ve hticre etkilesimlerini incelemek Uzere Sekil 12'de gosterilen akis dizenegi
kullaniimigtir. Akis dizeneginde akisin saglandidi bir siringa pompasi, kamera atagmani ile
birlikte bir mikroskop, gézlem hicresi (view cell), ve toplama kabindan olugsmaktadir. Siringa
pompasi yerine peristaltik pompa da kullanilabilmektedir. Sistemde kullanilan gézlem hicresi
labaratuvarimizda tasarlanmis olup, in-vito ortamda hucrelerin ylUklenmesi ve sistemden

clkartiimasinda biyuk kolaylik saglamaktadir.

2

Sekil 12. Akis deney dizenegi

Tasarlanan 2D ve 3D akis kanallari Sekil 13'de gosterilmektedir. Sekil 13(a)'da
gOsterilen dizenekte, akisin yapilacagi 8 mm genisliginde ve 0.28 mm yiksekliginde bir akis
kanali gortulmektedir Hlcreler bir mikroskop lami ya da daha ince olan mikroskop lameli
Uzerinde yetigtirildikten sonra akis kanalina yerlestiriimektedir. Bdylece 2D deneyler igin
uygulama kolayhgi saglanmaktadir. Akis, Sekil 13(b)’de gdrilecegi lUizere mikroskop altinda
rahathkla gézlenebilmektedir. Uygun bir kamera sistemi ile akis video ile kayit altina
alinabilmekte ve mikrokdpukguklerin hicrelerle etkilesimleri, hicrelere baglanma egilimleri,
kayma gerilimi altinda hiicre davraniglari incelenbilmektedir.
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Sekil 13. In-vitro ¢alismalarda kullanilacak 2D ve 3D akis dizenek tasarimi (a) Taban akis

kanali ve kapak tasarimi, (b) mikroskop altinda goérintileme dizenegi
4T1 Hucrelerin mikroskop lami tizerine 2D baglanmasi:

4T1 hicreler labaratuvar kosullarinda 37°C %5 CO: iceren inkubatérde
yetistirilmislerdir. iki boyutlu hiicre kiiltiirii icin bir petri kabi kullaniimistir. Petri kabinda hiicre
Ureme ortami igerisine bir mikroskop lami yerlestiriimis ve hicrelerin 2D olarak lam (zerinde
Uremeleri saglanmistir. 2D deneyler esnasinda Uzerinde 2D hicre kdltirid olan lam Sekil
13’de gdbsterilen labaratuvarimizda tasarlamis oldugumuz kartus Uzerine yerlestirilerek
deneyler gerceklestiriimistir.

iki boyutlu (2D) deney diizeneginde hiicrelere DOX yiiklemesi:

Peristaltik pompa yardimiyla bir beher igerisinden DOX ya da lipo-DOX sollsyonlari
beliri bir akis hizinda sisteme verildi ve 2D hicre goérintileme duzenegdinde mikroskop
altinda géruntilendi. Solisyon hucrelerin bulundugu gérintileme dizenegine geldiginde
akis durduruldu ve floresan mikroskopta 63x objektif ile belirli zaman araliklarinda resimler
cekildi ve kaydedildi. Serbest DOX ya da Lipo-DOX'un hticrelere alimi yaklasik 5 dakika
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izlendi. Ardindan PBS tampon c¢o6zelti sisteme beslendi ve ortamdaki serbest DOX ya da
Lipo-DOX yikandi. Boylelikle serbest DOX ya da Lipo-DOX'un hucrelere girisi kinetik olarak
incelendi. Ayrica, yikama sonrasi hucreler tarafindan alinan serbest DOX ve Lipo-DOX
miktarlari da tespit edildi..

Doksorubisin floresan 6zelligi olmasi sebebi ile, hiicre icine giren DOX miktarinin
tayini icin kamera atagmanh (Carl Zeiss AxioCam 506 mono) yukardan aydinlatmali floresan
mikroskobu (Carl Zeiss Axiolmager M2 model) kullanildi. Floresan mikroskobu ile nicel
floresan yogunluk olgiimleri icin 63x (Carl Zeiss N-Achroplan) objektif kullanilarak gérintaler
alindi. Hucrelere giren doksorubisinin floresan yogunlugu, Normalize floresan yoyunluk
formuld, Denklem 3, kullanilarak hesaplandi(Pang Z 2012). Boylelikle fokusa bagh farkhliklar
elimine edilmis oldu.

(Hicre FLYoQ) {Arkaplan FL.YoQ) 3)

Normalize FL.YoQ = —
Kamera Pozlama Suresi

Floresan mikroskobunda, zamanla hicrelere giren DOX'un kinetigini ortaya
¢ikarabilmek igin hicreler Gzerindeki floresan yogunlugu ile hicre cevresindeki bosluk
intensiteleri dl¢tldd. Hucre ici ve hucre disi intensiteler birbirlerinden ¢ikarildi ve 1siga maruz
kalma surelerine bolinerek normalize ortalama intensiteler hesaplanmis oldu. Zamanla
intensitedeki degisim her bir DOX konsantrasyonu igin grafige gecirildi. Ayni metot Lipo-
DOXlar i¢in de uygulandi.

iki boyutlu (2D) deney diizeneginde mikroképiikgiiklerin hiicrelere baglanmasi:

Hedeflendiriimis mikrokodpukgUklerin hicrelere farkh akis hizlarinda ya da farkh
kayma gerilimlerinde baglanmalari incelendi. Bu amacla, lam Uuzerine 2D baglanmis
hdcrelerin  bulundugu kanala bolus enjeksiyon ile hedeflendiriimis mikrokdpukgikler
génderildi. ilk énce 30 rpm’de peristaltik pompa ile sistemin tamami PBS tampon cdzelti ile
dolduruldu. Daha sonra, pompa calisirken hiicre goérintileme kanalina yakin bir noktadan
siringa ile belirli konsantrasyonda ornek bolus olarak enjekte edildi ve kanaldan gecen
ornekler video ile kaydedildi. Hucrelere baglanmayan mikrokdpukgukleri ortamdan
uzaklastirmak igin sistem yuksek hizda yikandi.

Deney sirasinda DOX verilmeden 6nce ya da DOX verildikten sonra 6lU hcreleri
tespit edebilmek Uzere trypan blue c¢ozeltisi kullanildi. Trypan blue c¢ozeltisi, membrani
zayiflamis 6lU hicrelere girerek ortamdaki 6l hicreleri saptayabilmemizi sagladi. Bdylece
serbest DOX ve lipo-DOX'un canl kanser hticreler tzerindeki etkisi gdzlemlenmis oldu.
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MTT ile huicre proliferasyonu (cell viability %) tayini:

Uygun serbest DOX ve Lipo-DOX dozlarini bulabilmek amaciyla doz denemeleri
yapilmistir. Bu amagla 75 cm?'lik flasktaki hiicreler 96 kuyucuklu plate’e, kuyucuk basina 10*
hicre/200 mL olacak sekilde ekilmistir. 96 kuyucuga ekilen hucreler 37°C %5 CO: iceren
inkiibatdrde 1 gln tutulmus, ertesi gun hicreler tutunduktan sonra ise hicre besiyeri ¢ekilip
DOX ve Lipo-DOX’lu hazirlanmis besiyerler eklenmistir.

Hucrelerin farkli konsantrasyonlarda serbest DOX ve Lipo-DOX ile inkiibasyonlari
sonucu canhliklarina MTT ve WST-1 hicre canhlik protokdlleriyle (cell viability assays)
bakildi. Hucreler farkli kosullarda treme ortamlarindan alinarak 96 kuyucuklu plate icine 100
MI/kuyucuk hicre olacak sekilde alinmistir. Her bir kuyucuga 10pl/kuyucuk MTT hicre
proliferasyon reaktifi eklenerek (1:10 dilisyon) hicreler 35°C %5 CO; etlvde 2 saat
inklibasyona birakilmistir. Bos kuyucuklara da sadece ortam koyularak kor olgumler
yapilmigtir. Plate calkalayicida 1 dk calkalandiktan sonra ELISA okuyucuda 450 nm’de
okutulmustur. Referans dalga boyu olarak 600 nm’den fazlasi (630 nm) segilmistir. Kontrol
grubunun absorbans ortalamalari %100 canhlik olarak kabul edilerek diger absorbanslar
karsilastirilarak hicre canlilik yizdeleri tayin edilmistir.

3.3.2. Ug boyutlu (3D) hiicre kiiltiirii gahsmalari

Ug boyutlu (3D) Hiicre kiiltiirii hazirlama:

Akis kanalinda kullaniimak tzere t¢ boyutlu hiicre kultlrd Lee vd. tarafindan verilen
yontem ile hazirlanmistir. Kisaca, +4 *C’da matrigel bir damla olarak mikroskop lami Gzerine
akitilmig ve 37 °C’da etivde 30 dak. jellesmesi beklenmistir. Buzdalabinda +4 °C’da
bekletiimis bir ependorf tlp icerisine, son hacim %10 olacak sekilde +4 ‘C’da matrijel
konulmus ve Uzerine Ureme ortami igerisinde suspansiyon edilen hucreler ile karigtirilarak,
jellesmis lam Gzerine yine damla olarak konulmustur. Daha sonra, matrijel icerisinde hlicreler
37 °C’da etuive konularak 30 dak jellesmesi beklenmistir. Jellesme isleminin ardindan, petri
kabina hiicre Greme ortami konularak hicreler biyiimeye birakilmistir. Ureme islemi 8 giin
boyunca takip edilmigtir.

Ug boyutlu (3D) deney diizenegi:

Ugc boyutlu hiicre kiltiri igin  farkli kayma gerilimlerinde akis ortaminda

mikrokdpukgukler ile hicrelerin etkilesimlerini incelemek Uzere Sekil 12’de gdsterilen
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labaratuvarimizda tasarladigimiz akis dizenegi kullaniimistir. Mikroskop lami Uzerinde 3D
olarak hazirlanan hucreler Sekil 13’de gdsterilen labaratuvarimizda tasarlamis oldugumuz
kartus Uzerine yerlestirilerek deneyler gerceklestiriimistir.

Ug boyutlu (3D) deney diizeneginde hiicrelere DOX yiiklemesi:

Mikroskop lami Uzerinde hazirlanan 3D hicre kaltiri $Sekil 13'de gosterilen
labaratuvarimizda tasarlamis oldugumuz kartus Uzerine yerlestirilerek tg¢ boyutlu hiicrelerin
serbest DOX ve lipo-DOX alim hizlari ve miktarlari él¢Gimustar. Farkh konsantrasyonlarda
hazirlanan serbest DOX ve lipo-DOX peristaltik pompa yardimiyla hicrelerin bulundugu
goruntileme dizenegine goénderildi. Burada durgun ortamda serbest DOX ve lipo-DOX’larin
zamanla hicre igerisine alinmalari floresan mikroskopta 63x objektif ile gorintilendi. Belli
zaman araliklarinda resimler ¢ekildi ve kaydedildi. Serbest DOX ya da Lipo-DOX’'un 3D hicre
kultart tarafindan alinmalar yaklasik 5 dakika izlendi. Ardindan PBS tampon ¢ozelti sisteme
gonderildi ve ortamdaki serbest DOX ya da Lipo-DOX yikandi. Boylelikle serbest DOX ya da
Lipo-DOX'un hicrelere girisi kinetik olarak incelendi. Ayrica, yikama sonrasi hucreler
tarafindan alinan serbest DOX ve Lipo-DOX miktarlari tespit edildi..

Hiicre proliferasyonu (cell viability %) tayini:

Ug boyutlu (3D) hiicre kiltirii ile serbest DOX ve lipo-DOX'un etkilesimlerini
incelemek Uzere 96’lik kuyucuklarda 3D hicre kiltiri hazirlanmistir. Bu amacgla, +4 “C’'da
bekletilen 96’lik plaka bir duz kabinin Uzerine yerlestirilmistir. Bir gece buz icerisinde +4
‘C’da buzdolabinda bekletilmis matrijel’den her bir kuyucuga 5 pl matrijel konulmustur.
Matrijel'lerin jellesmesi igin 96’lik plaka 37 ‘C’da 30 dakika etlivde bekletilmistir. Her bir
kuyucuk Uzerine, konsantrasyonu 10* hiicre/ml olan hiicre kdltiri stiispansiyonundan 50 pl
eklenmistir. Ardindan, buzdalabinda +4 °C’da bekletilmis bir ependorf tip icerisine, son
hacim %10 olacak sekilde +4 °C’da matrijel konulmus ve Uzerine GUreme ortami konularak
karistirilarak her bir kuyucuga eklenmistir. Daha sonra, hicreler 37 ‘C’da etlive konularak
blylmeye birakiimistir. Ureme islemi 8 glin boyunca takip edilmistir. Her iki giin sonunda
kuyucuntaki Greme ortami atilmisg, yerine farklikonsantrasyonlarda serbest DOX ve lipo-DOX
ihtiva eden Ureme ortamlari ilave edilmistir. Hucrelerin farkl konsantrasyonlarda serbest

DOX ve lipo-DOX altinda canliliklarina Tryphan blue protokolu ile bakilmigtir.
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3.4. Hedeflendirilmis ila¢ yilikli mikrokopilik¢iiklerin biyouyumluluk testlerinin
yapilmasi, ilag tasiyici system olarak meme tiimori olusturulmus farelerde

kanser teshis ve tedavisinde kullaniimasi

3.4.1. ki farkl tiirde (rodent ve tavsan) hayvan modelinde biyouyumluluk

calismalarinin yapilmasi

Bu calismada iki farkh tir kullaniimistir. Bunlar agirliklari 250-340 g arasinda degdisen
15 adet Wistar Albino Hannover soyu erkek sican ile agirliklari 2-3 kg arasinda olan 10 adet
erkek Yeni Zelanda tavsanidir. Hayvanlar Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisiplin
Laboratuvari Deney Hayvanlari Birimi'nden temin edilmis, c¢alisma sdresince ayni
laboratuvarda standart sican ve tavsan kafeslerinde barindiriimis ve 12 saat gece / 12 saat
glndlz olacak sekilde aydinlatma yapilmistir. Hayvanlarin yem ve su ihtiyaglari ad libitum
olarak karsilanmistir. Deneysel calismalar icin Dokuz Eylil Universitesi Multidisiplin
Laboratuvari Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan onay alinmis ( Protokol no: 94/2013 )
ve Yerel Etik Kurulun belirledigi kurallara uygun olarak bakim ve beslenmeleri yapilmistir.

Calisma Gruplar :

1.Grup: Sigcan kontrol n=5 hayvan (SF)

2. Grup: Tavsan kontrol n=5 hayvan (SF)

3. Grup: Sican toksisite n=10 hayvan (22,6 ug/mi-1 ml)
4. Grup: Tavsan toksisite n=5 hayvan (22,6 pg/ml-5 ml)

Hayvanlarin kafeslenmesi ve etiketleme: Sicanlar yeni ortamlarina alismalari igin
deneye baslamadan iki gin o6nce kafeslenmis ve kuyruk isaretleme yontemi ile
etiketlenmistir. Tavsanlarin kulaklarina renkli kalemle isaretleme yapilmis ve her kafeste iki
hayvan olacak sekilde barindiriimigtir.

Hayvanlarin bazal kan ve idrarlarinin alinmasi: Hayvanlarin enjeksiyonlari
yapilmadan 6nce, bazal kan ve idrar 6rnekleri alinmistir. Sicanlardan anestezi altinda kuyruk
veninden 2’ser ml kan alinarak biyokimya laboratuvarina gonderilmigtir. Kan alim islemi
bittikten sonra anestezinin etkisinden uyanan hayvanlar, tiukettikleri su ve yem miktari ile
yaptiklari idrar ve diski miktarini élgmek amaciyla Sekil 14'de gosterilen metabolizma
kafeslerine alinarak, burada 24 saat boyunca tutulmuslardir. Hayvanlarin yedigi yem, ictigi su
miktari ile digki ve idrarlari kontrol edilmis ve Oolgllmuastir. Yirmi dort saatin sonunda
hayvanlarin idrarlari toplanarak analiz i¢in biyokimya laboratuvarina génderilmigtir.
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Sekil 14. Sican metabolizma kafesi

Tavsanlarin kulak veninden 4’er ml kan alinarak biyokimya ve hemogram testlerinin
analizi icin biyokimya laboratuvarina gonderilmigtir. Tavsanlar icin metabolizma kafesi
olmadigindan idrar ve digki élcimleri yapilamamisgtir.

Enjeksiyonlarin yapilmasi:

Bu calismanin temel amaci doksorubisin yUkli mikrokdpukcigin (D-MK) in vivo tek
doz toksisite (uzatilmis) calismalarinin yapilmasidir. Deney gruplart OECD 425e gore
planlanmistir.

1.Grup: Sigcan kontrol (n=5): Bazal kan ve idrarlari alinan ve 24 saat metabolizma
kafesinde tutulan kontrol sicanlarina, 24 saatin sonunda 35 mg/kg Ketamin HCI + 5 mg/ kg
ksilazin kombinasyonu intraperitoneal uygulanarak anestezi altinda kuyruk venlerinden 1 ml
serum fizyolojik ¢ozeltisi (deney gruplarina esit hacimde) enjekte edilmistir.

2.Grup: Tavsan kontrol (n=5): Bazal kanlar1 alinan tavsanlara kulak venlerinden 5 ml serum
fizyolojik ¢ozeltisi (deney gruplarina esit hacimde) enjekte edilmistir.

3. Grup: Sigan toksisite (n=10) (22,6 ug/ml-1 ml): Bazal kan ve idrarlari alinan ve 24 saat
metabolizma kafesinde tutulan kontrol siganlara, 24 saatin sonunda 35 mg/kg Ketamin HCI +
5 mg/ kg ksilazin kombinasyonu intraperitoneal uygulanarak anestezisi altinda lateral kuyruk
venlerinden 5x108 mikrokoplkglik icine yiklenmis 22,6 ug/ml dozda doksorubisinden 1 ml
(D-MK) enjekte edilmistir. Bu hayvanlardan besi 24. saatin sonunda sakrifiye edilmiglerdir.
Kan ve dokular ayni sekilde alinmigtir.

4. Grup: Tavsan toksisite (n=5) (22,6 ug/ml-5 ml): Bazal kanlari alinan tavsanlara marjinal
kulak venlerinden 5x108 mikrokdpuikgik igine yiliklenmis 22,6 ug/ml dozda doksorubisinden 5
ml (D-MK) enjekte edilmistir.
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Enjeksiyon saatleri not edilmis olup, denekler enjeksiyonu takiben 30.dakika, 1saat,
4.saat ve 24. saat ile 7.gin ve 14. gunlerde Tablo 2’'de gdsterilen parametreler ve Tablo

3’'de gosterilen nekropsi parameterleri agisindan degerlendirilmigtir.

Tablo 2. Akut toksisite klinik degerlendirme parametreleri *

Par. no Parametreler 30. dk 1. saat 4, saat 24, saat 7. gun 14. giin
Var(1) | yok{0) | Var(1) | yok{0) | Var(1) | yok{0) | Var(1) |yok{0) | Var(1) | yok(0) | Var(1) | yok{0)
1. Agirlik (degigiklik)
2. Viicut sicakhg
3. Anormal ses
4. Sese duyarhilik
5. Agriya duyarlilik
6. Dokunmaya duyarlilik
7. Sosyal etkilegim
8. Anormal kuyruk pozisyonu
- R Saldirgan davranig
10. Konviilziyon
11. | Titreme (Tremor)
12. | Kas tonusu
13. Felg - paraliz
14. | Posturel degisiklik
15. Goz yagarmasi
16. | Kornea refleksi
17. | Nistagmus
18. | Pupil genigligi
18, Defekasyon
20. | Urinasyon
21. | Ishal
22. | Solunum patern degisikligi
23. | Sekresyon artij
(tkrik, burun akintisi)
24, | Siyanoz
25. | Piloereksiyon
26. Olim

*Parametrelerin Degerlendiriime sekilleri:Sese karsi duyarlilik: 70 DB sese verdigi tepki- Agriya karsi duyarlilik:
Kulak kistirmaya verdigi tepki (6rnegin kistirinca ses ¢ikarmasi)- Dokunmaya karsi duyarlilik: Sirtina hafifge
dokunuldugunda verdigi tepki; Kafayi ¢evirme tepki yok(0), kagma ya da uzaklagsma tepki var(1)- Sosyal etkilesim:
Kafes icindeki konum; grup icinde ise tepki yok(0), tek basina ise tepki var(1)-Anormal kuyruk pozisyonu: Kuyruk
normal yana yatiksa tepki yok(0), dikse tepki var(1)-Saldirgan davranis: saldrgan davranis yoksa yok(0), varsa
var(1)- Konvdlsiyon: yoksa yok(0), varsa var(1)- Titreme- tremor: yoksa yok(0), varsa var(1)- Kas tonusu: normal
yok(0), azalmig var(1)- Felg- paraliz: yoksa yok(0), varsa var(1)- Postlral degisiklik: yoksa yok(0), varsa var(1)-
GOz yasarmasi: yoksa yok(0), varsa var(1)- Kornea refleksi: yoksa yok(0), varsa var(1)- Nistagmus: yoksa
yok(0), varsa var(1)- Pupil genisligi: normal yok(0), blyumusgse var(1)- Defekasyon: yoksa yok(0), varsa var(1)-
ishal: yoksa yok(0), varsa var(1)- Urinasyon: yoksa yok(0), varsa var(1)- Solunum paterni degisikligi: yoksa
yok(0), varsa var(1)- Sekresyon artisi(tukirtk, burun akintisi): yoksa yok(0), varsa var(1)- Siyanoz: yoksa yok(0),

varsa var(1)- Piloereksiyon: yoksa yok(0), varsa var(1)- Oliim: yoksa yok(0), varsa var(1).
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Tablo 3. Nekropsi degerlendirme parametreleri

Par. Parametreler 1. hayvan 2. hayvan 3.hayvan 4.hayvan S.hayvan 6.hayvan 7. hayvan
no

Var(1) [ yok(0) | var(1) [ yok(0) | var(1) | yok(0) | var(1) | yok(0) | var(1) [ yok(0) | var(1) | yok(0) | var(1) | yok{o)
DIS BAKI

Tayler

Ishal

Gozler

Deri
Agiz
Genital bogluk

b Bl el Bl ol B

iC BAKI- Gogis boslugu

-

Asites

N

Kalp
Akciger

w

iC BAKI- Kanin boslugu

Asites
Yapisikhk
Mide
Dalak
Pankreas

Gis —intestinal sist.
Karaciger

Bobrek

Periton

wl o So|w] s w[p]e

Biyokimya ve Hemogram Sonuglarinin Degerlendirilmesi: Calismaya alinan
hayvanlarin bazal kan ve idrar incelemesi i¢in gcalisma oncesi kan ve idrar toplanmistir.
Bunun yaninda ¢alismanin baslangicinda 24 saat sonra ve 14 ginde kan ve idrar dérnekleri
alinmistir.  Orneklerinde idrarda kreatinin, protein ve mikroalbumin parametrelerine
bakilmistir. Kan orneklerinde o6lgllen biyokimya parametreleri: kreatinin, kan sekeri, alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), LDH, CK, CK-MB’dir. Kanda olgllen
hemogram parametreleri alyuvar sayisi (RBC), hemoglobin, hematokrit, ortalama alyuvar
hacmi (MCV), MCH, ortalama alyuvar hemoglobin konsantrasyonu (MCHC), alyuvar dagilim
genisligi (RDW), trombosit, ortalama trombosit hacmi (MPV), PCT, PDW, akyuvar (I6kosit),
notrofil, lenfosit, monosit, bazofil ve eozinofildir.

istatistiksel analiz: Veriler ortalamatstandart hata seklinde gésterildi. Grup igi
kargilastirmada tekrarlayan o&lgcimlerde varyans Analizi (Freidman), bagdimsiz iki grup
arasindaki farkin kargilastinimasinda Mann-Whitney U Testi, bagimh iki grup arasindaki
farkin karsilastirilmasinda Wilcoxon Signed Ranks Testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak
anlamh kabul edildi.
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3.4.2. Nude farelerde meme tiimori olusturulmasi

Deney icin 2 adet 24 gr agirliginda digi nude fare kullaniimigtir. Atimik nude fareler,
steril kafeslerde steril talas altliklarda, steril su ve yem ile beslenmis, idame ettirilmislerdir. iki
hayvan igin %80 konfluent 4T1 hiicre hatlarindan bir 75 cm?'lik flask kullaniimistir.

4T1 meme kanseri hucreleri %10 fetal bovin serum iceren RPMI 1640 ortaminda (%1
L-Glutamin ve %1 Penisilin/Streptomisin’li) 37°C %5 CO2 inkubatérde kdltire edilmigtir.
Atimik nude fareler steril kafeslerde steril talas altliklarda; steril su ve yem ile beslenerek
deney gerceklestiriimisgtir. TUmor hicreleri 24 gram disi nude fareye insulin ignesi ile
subkitan olarak enjekte edilmistir. iki hayvan igin %80 konfluent 4T1 hiicrelerinden bir 75
cm?lik flask kullanilmistir. Ustiindeki medium gekilip atildiktan sonra cell scrabber ile hiicreler
kaldirimistir. 0.4 ml incomplete RPMI 1640 ortami eklenmis ve hicreler bu ortam iginde
homojenize edilmistir. insiilin enjektori ile toplanan hiicreler, her bir hayvana 0.2 ml olacak
sekilde subkitan olarak enjekte edilmisti. Bu asamada anestezi uygulanmamistir.
Hepafiltreli ortamda hayvanlar elle sabitlenerek kafa Ustl derisinden kavranip enjeksiyon
yapimistir.

3.4.3. Biyouyumlulugu denenmis olan ilag¢ yukli hedeflendirilmig
mikrokopukgiiklerin  tiimor olusturulmus farelerde uygulanmasi,
ultrasonografi ile gorintiuleme altinda mikrokopukgiiklerin izlenmesi,
mekanik indeks artirilarak patlatilmasi, ve kanser hiicre ve dokusunda

ilag salinimlarinin artiriimasi

Mikrokopukcuklerin - (MB) in-vitro kosullarda ultrason altinda patlatilabildiginin
gOsterilmesini takiben doksorubisin yukli hedeflendirilmis mikrokdpukgukler ile timor tedavisi
uygulamasi amaci ile in-vivo calismalar planlanmistir. Bu amagla doksorubisin yukli
hedeflendirilmis mikrok&pukgUkler metastatik 4T1 hlcre hatti ile meme kanseri gelistiriimis
atimik disi nude farelere uygulanmistir.

Bu ¢alismanin amaci, doksorubisin (DOX) yiklenmis ilk yerli Gretim hedeflendirilebilir
Ozellikte ultrason kontrast ajani MB’lerin, in-vivo deney hayvani modelinde, hedeflenen
bdlgeye ulastiriimasi, ultrason altinda géruntilenmesi, hedef bélgede MB’lerin patlatiimasi ve
bu sayede ilacin hedef boélgede kontrolli salinimi, buna bagh olarak 6zellikle kanser
tedavisinde kullanilip kullaniimayacaginin belirlenmesidir.

27



v

TheiTAK

Deney gruplarinin Belirlenmesi

Tumoér olusumundan sonra, hayvanlara manuel ve ultrasonografik timoér boyut
Olgumu yapilmasini takiben ajan uygulamalari yapiimistir.

Ajan uygulamalart igin 5 grup olusturulmustur.
1) Kontrol Grubu: 0,5 ml hacimde serum fizyolojik intraperitoneal sekilde enjekte edilmistir.
2) Doxorubicin (DOX) Grubu—> 0,5 ml hacimde, literatlr bilgisi ile de konfirme edilmis olan
5 mg/Kg DOX intraperitoneal sekilde enjekte edilmistir. Serbest DOX, kuyruktan enjekte
edildiginde damarlarda nekroza yol acgtigindan ve bu nedenden 6turl farelerde aciya yol
acmasindan dolayi uygulama intraperitoneal yapilimistir.
3) Lipozomal Doxorubicin (Lipo-DOX) Grubu—> 0,3 ml hacimde 5 mg/kg olacak sekilde
Lipo-DOX kuyruk veninden intravendz olarak enjekte edilmigtir.
4) Mikrokopiik¢iik (MB) Grubu-> Mikrokdpukguklerin tek basina biyokimyasal veya
immunohistokimyasal bir sorun olusturmadigini géstermek amaciyla olusturulan bu grupta
0,3 ml hacimde 3x108 konsantrasyonda MB kuyruk veninden intravendz olarak enjekte
edilmistir. Enjeksiyon sirasinda ayni zamanda timor dokusundan ultrasonografi esliginde
ekojenite dlcimleri yapilmis ve kontrast maddenin timér dokusuna ulagimi gézlenmigtir.
5) Doxorubicin Yiiklenmig Mikrokoplik¢iik (MB-DOX) Grubu->0,3 ml hacimde 22,7 pg/ml
DOX olacak sekilde 3x10% konsantrasyonda mikrokopikglik kuyruk veninden intraventz
olarak enjekte edilmistir.

Bu gruplarda 6n deneylerde de uygulandigi gibi manuel ve ultrasonografik olarak
hacim dl¢imleri gergeklestiriimistir. Buna ek olarak MB ve DOX-MB gruplarinda enjeksiyon
sirasinda US gorintilemesi yapilmistir.

Bu gruplara ek olarak 3 adet daha nude farede farkli bir dénemde DOX-MB
enjeksiyonu gerceklestiriimistir. Nude farelerden bir tanesi ex olmus ve calisma disi kalmistir.
Ek olarak dizenlenen bu deneyde ylksek doz DOX ylklemeye calisiimistir. Ancak dozlarin
onceki DOX-MB grubu ile ayni diizeyde kaldi§i daha fazla yiklenemedigi anlasiimistir.

Belirlenen deney gruplarinda deneyler gercgeklestirilerek veri toplanmistir. TUmor
boyutlari 1 cm’ye ulastiginda degerlendirme planlanmigtir. Ancak bu grupta 14 hayvandan
6’sinda enjeksiyon gininde boyut 1 cm dizeyinde iken, 7’sinde boyut 1 cm’nin Ustlne
cikmistir. Sadece 1 hayvanda boyut 1 cm’nin altinda iken degerlendirme mimkuin olmustur.

Deney gruplarinin 1 cm ve Uzeri olarak belirlenmesi gorintileme kolaylidi saglanmasi
sebebiyle tercih edilmistir. Ancak bu grup deneyleri tamamlandiktan sonra artan deneyimimiz
ile 1 cm’den daha klgUk timdrlerin de goérintllenebilmesi mimkin olmustur. Literatirde
timor boyutunun 1 cm'’yi gectiginde hipoksik faz olustuguna yonelik bulunan veriler de g6z
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onlne alinarak ek bir deney daha planlanmistir. Bu ek deney grubunda yine 7 hayvanda ayni
sekilde tumdr gelistirilerek DOX-MB enjeksiyonu amaclanmis ancak bu grupta enjeksiyon
tumor boyutlart 1 cm’nin altinda iken gergeklestirilecek sekilde planlama yapilimistir.

Manuel Tiimor Boyut Olgiimiiniin Yapilmasi

Metastatik 4T1 meme kanseri hicre hatti uygun kosullarda cogaltildiktan sonra
farelere 0,5 ml hacimde subkitan olarak enjekte edilmistir. Bu hayvanlarin timér olusana
kadar her gun gorsel izlemleri gerceklestirilmistir. 1 cm ve Uzeri timor boyutu hedeflenen
grupta timor capl 1 cm’ye ulasan farelerde, 1 cm’nin altinda degerlendirme planlanan grupta
ise timoér boyutu 5 mm’ye ulasan farelerde enjeksiyonun vyapildigi 1. ginden,
sakrifikasyonun yapildigi 4. gline kadar her giin manuel timor boyutu dlgimu yapilmistir.

1 cm’nin Uzerinde timoér boyutu olan gruplar icin tim gruplarin timdér boyut farki,
gruplar arasinda istatistiksel olarak degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamli bir sonug
bulunmamistir (p=0,145). 1 cm’nin altinda timoér boyutu hedeflenen grup ise sadece DOX-
MB enjeksiyonu uygulanan grup olup timoér boyutu enjeksiyon dncesi ve sonrasi olarak
karsilastirimistir.

Ultrasonografik Olarak Tiimér Hacminin Olgiilmesi

Ultrasonografik olarak timoér hacimleri yukarida 6n ¢alismada da tanimlandigi ve
uygulandigi gibi gerceklestirilmigtir. Ozetlenecek olursa cihazin 3D gériintileme yazilimi ve
3D gorintileme motoru yardimi ile elde olunan 3D hacim géruntilerinin 3D degerlendirme
yaziliminda ag¢iimasi ardindan d&lgim yontemi olarak paralel ve rotasyonel metodlar
opsiyonunun secilmesi ile timor orta hattindan her iki yéne olacak sekilde en az 10 ila 12
kesitte tUmdr sinirlari manuel olarak cizilerek gergeklestiriimistir. Bu manuel ¢izimde her bir
kesitte cizilen ROl (Region of interest)ler timor boyutu ylksek olan farelerde dogal olarak
daha c¢ok sayida cizilmektedirler. ROI'ler arasindaki boslugu cihazin yazilimi otomatik olarak
doldurmaktadir.

Ultrasonografik Degerlendirme

Ultrasonografik degerlendirme Visual Sonics Vevo 2100 model hayvan deneylerine
dedike yuksek c¢ozunuarliklli ultrasonografi cihazi ile gergeklestiriimistir. 3D timoér hacim
Olcima timor boyutlar kigik olan farelerde MS 550 yuksek ¢6zundrldkll prob (22-55 MHz),
tumor boyutu buylk olan farelerde ise MS 200 ylksek ¢ozinUrlikli prob (9-18 MHz) ile
yapilmistir. MB enjeksiyonlarinin oldugu dinamik gdrtnttlerin hepsi ise “non-lineer contrast
mode” 6zelligi sebebiyle sadece MS 200 prob ile yapilmistir.

Tamor gelistiriimis nude fareler kiiciik hayvan tablasinda tUmaorin géruntilenebilecegdi
uygun pozisyonunda stabilize edilmigtir. Bu tabla sayesinde nude farelerin solunum ve kalp
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atiglari ultrasonografi ekraninda izlenebilmekte, gorinti kaydi sirasinda es zamanl olarak
kayit altina alinabilmektedir. Tanimlanan sekilde hazirlanan ve stabilize edilen nude farenin
kuyruk veninden igne ile kataterizasyon gergeklestirilmigtir.

Cilt alti timoére dik olarak konumlandirilan prob sabitlenmigtir. Konumlandirma ve
sabitleme icin Vevo 2100 model hayvan deneylerine dedike ylksek ¢o6zUnarlGkla
ultrasonografi cihazinin komponenti olan U¢ boyutlu konumlandirma sistemi kollaniimigtir
(Sekil 15). Tumorin uzun aksta orta noktasi mikromanupdulator (Sekil 16) ile bulunarak prob
bu dizeye konumlandiriimistir.

Cihazin 3D gorintileme yazilimi sayesinde istenilen uzunlukta ve istenilen kesit
sikligr secilerek U¢ boyutlu tarama gergeklestiriimisti. Bu sayede tUmorin tamami
goérunttlenerek kayit altina alinmistir. Bu islem B-mod goérintlilemeye ek olarak kontrast
goruntileme penceresi de agilarak tekrarlanmigtir. Elde olunan kontrast gérintileme modu
acikken 3D goruntiler de kaydedilmistir. Ardindan farenin kuyruk veninden, hazirlanan
mikrokdpukglk solisyonu (sadece MB veya DOX-MB) 0,3 ml hacimde uygulanmistir. Es
zamanli olarak ultrasonografi gortnttleri kaydedilmistir (Video 4).

Her bir enjeksiyonda 0. Dakikadan baslanarak 4. dakikaya dek aralikl olarak yaklasik
30-40 sn’lik goruntiler alinmisgtir. Bu goruntuler enjeksiyon aninda, 1.dk, 2. dk, ve 3. dk
baslarinda elde olunmustur. Efektif baglanma olabilmesi igin esdeder Urin olan
hedeflendirilmis Vevomarker'da tavsiye edildigi gibi 4 dk boyunca beklenmistir. 4. dakikanin
sonunda 3D motor yardimiyla tim timor yine kontrast modu acik olarak bastan basa
goruntilenmis ve géruntuler “pre-destruct” patlatma 6ncesi goéruntiler olarak kayit edilmistir.
Bu goruntilerde timoér dokusu MB’lara sekonder ekojen olarak izlenmektedir. Hemen
ardindan cihazin 3D goruntileme yaziliminin bir fonksiyonu olan 3D patlatma 6zelligi ile tim
tumor boyunca prob otomatik olarak hareket ederek ve yiksek MI uygulayarak tim timor
boyunca DOX-MB’lar patlatiimistir. Bunun ardindan “post-destruct” patlatma sonrasi 3D
goruntiler elde olunmustur. Bu son gorintileme sekansi ile islem bitirilmis ve prob
uzaklastirilarak nude fare sabitlemeleri kaldiriimistir. Gértntlilemesi biten deney hayvani

kafesine alinmistir.
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Sekil 15. Ug boyutlu konumlandirma sistemi ve fare degerlendirme.

Sekil 16. Mikromanupulator sistem Uzerinde milimetre ve santimetre cinsinden uzunluk
birimleri bulunan ve hayvan tablasinin x ve y ekseni Uzerinde milimetre boyutunda hareket
etmesine olanak saglayan sistemdir. Bu sistem ile timoérin tam orta noktasina

konumlandirma yapmak mimkiin olmaktadir.
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video 4-kontrast 1.dk kafes 8 gizgisiz.avi
Video 4: DOX yikli hedeflendiriimis MB’lar ile timodr kontrastlanmasi (Kafes 8

cizgisiz nude fare 1. Dk imaiji)
Ultrasonografik degerlendirme islemi sirasinda yukarida tanimlanan gorintileme
protokolinU olusturan basamaklar asagida madde madde ne amacla uygulandiklari

belirtilerek tanimlanmistir.

1) 3D B mod hacim gérintileme: Bu goérintileme ile islem éncesinde timdér voliminin

B mod ultrasonografi ile tum trasesi boyunca yukarida volim tarama isleminde
ayrintilari belirtildigi gibi goéruntusu elde olunmustur. Bu goruntiler kontrast modunda
3D volim goérUntllerinde timoér sinirlarinin - ve dolayisiyla timoér hacim
degerlendirmesinin net olarak yapilamadigi farelerde timoér volimi o6lglimesi igin

kullanilimigtir.

Video 5-3D b mode voliim goriintiileme Kafes 8 ¢izgi 5.avi
Video 5: Cilt alti yerlesimli tim&rin tim volimd boyunca 3D taranmasi ile elde
olunan géruntilerden timér volimi hesaplanmasi mimkin olmaktadir (Kafes 8 ¢izgi 5 nude

fare).
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2) Kontrast 3D volim géruntileme: Bu goérintileme sekansi 3D B mode gorintileme

islemi Uzerine kontrast goruntileme fonksiyonu bindirilerek gerceklestirilmistir. Bu
sekans kontrast fonksiyonu acgik iken bazal gorinti elde etmek amaci ile alinmistir.
Ancak olgimler sirasinda baglanma orani hesaplarken cihaz baz géruntilere hig bir

farede ihtiya¢ duymadan sonug verebilmistir.

Video 6-kontrast 3D voliim goriintiileme kafes 8 ¢izgi 5.avi

Video 6: Birinci basamakta gergeklestrilen 3D gérintlleme kontrast fonksiyonu acik
iken ancak kontrast madde uygulanmadan 6nce bazal imaj olarak elde olunmaktadir. (Kafes

8 ¢izgi 5 nude fare)

3) MB 0. Dakika 2D gdruntileme: Bu gérintileme sekansi kontrast fonksiyonu agik iken

ilk perfizyon ile timoérin dinamik kontrastlanma egrisinin degerlendirilebilmesi icin

kullaniimigtir.

4) MB 1., 2., 3. Dakika 2D géruntuleme: Bu goruntileme sekanslari kontrast fonksiyonu

aclk iken DOX-MPB’larin timor dokusunda olusturduklari ekojenite degisikliginin

degerlendirilebilmesi igin uygulanmigtir.

5) Pre-destruct 3D hacim gérintileme: Bu goérintileme sekansi ile 4. dakikanin sonunda

tumor dokusuna bagdli bulunan ve ek olarak doku igerisinde kan akimi ile sirkile olan
tim DOX-MB’larin patlatma éncesinde tim timoér dokusu boyunca goérintilenmesi
amagclanmigtir.  Bu gorUntilen hedeflenmis MB’larin  baglanma oranlarinin

hesaplanmasinda kullaniimigtir.
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Video 7-pre-destruct kafes 8 gizgisiz.avi

Video 8 -post destruct kafes 8 gizgisiz.avi

Video 7 ve Video 8: Pre-destruct ve post-destruct gortintiilerde patlatma ile timérde olusan
ekojenite farki gorsel olarak da secilebilmektedir. (Kafes 8 ¢izgisiz nude fare goruntuleri)

6) Post-destruct 3D volim géruntileme: Bu gorintileme sekansi ile tim timoér boyunca

patlatma uygulandiktan sonra tUim tUimoér dokusunun kontrast fonksiyonu acik iken
goruntilenmesi amaclanmistir. Bu goéruntiler hedeflenmis MB’larin baglanma oranlarinin

hesaplanmasinda kullaniimigtir.

Yukaridaki goéruntlileme basamaklari tamamlandiktan sonra ultrasonografik degerlendirme

seansl sona ermigtir.

Gériintiilerin Degerlendirilmesi ve Olgiimler

Tanimlanan goéruntileme protokoll ile elde olunan goruntulerden 3D tUmor volumu,
ilk gecis “peak enhancement” dederleri ve baglanma oranlari dl¢iimustar.

3D hacim 6lgumi yukarida tanimlandidi gibi gerceklestiriimis olup 0. GuUn olan
enjeksiyon guninde ve 4. gin olan sakrifikasyon gininde uygulanmigtir. Bu sayede timor

volumundeki degisim takip edilmigtir.
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Baglanma orani hedeflenmis olarak uygulanan MB’lardan ne kadarinin timor
dokusundaki antijen hedefine baglanarak hedef alanda akimdile oldugunun belirlenmesidir.
Bu amagla Vevo 2100 yiksek ¢dzinUrlUkli ultrason cihazinin 3D degerlendirme yazilimi
kullanilmistir. Bu yazilim sayesinde pre-destruct ve post-destruct gorintilerde yukarida
tanimlanan 3D volim hesaplama yéntemi ile ROl'lerin ¢izilmesi ve volimin hesaplanmasi
ardindan yazilimin “PA percentage” ve “PA recalculation” tuslar kullanilarak sekanslara ait
baglanma oranlari ylzde olarak hesaplanabilmistir. Pre-destruct sekansinda hesaplanan PA
(Percent Agent) degerleri timoérde bagh bulunan + dolasimda olup gérintiden o sirada
gecen MB’lari icermektedir. Post-destruct sekansindaki PA degerleri ise sadece dolasimda
olup gdruntiden o sirada gegen MB’lari icermektedir. PA (Pre-destruct) — PA (Post-destruct)
cikarma islemi uygulandiginda elde olunan PA degerleri ylizde olarak baglanma oranini
vermektedir (Sekil 17, Sekil 18).

+ Vevo LAB -

al Methods

Volume

Segmentation

Contour List

Contour 008: 10,13 mm
Contour 009: 8,64 mm
Contour 010:7,15 mm

Copy 1 of 3D Volume 1: V=1214,229 mm?, PA=93,711%

ua mom s =Rallfs s sfa e a w s om s sRE]]
Image: 8/10 ¢ 8] B+ X [ Image: 10110 ¢ «F] B+ I [

Image Label plit Screen. E

Sekil 17. PA (baglanma oranlari) degerlerinin hesaplanmasi. Bu resimde de izlendigi gibi
solda yer alan Pre-destruct imajlarda timoér dokusu daha ekojen iken (baglanan
+dolasimdaki MB lar) post-destruct imajlarda (bagh MB lar patlatiimig, sadece dolasan MB
lar var) tumor ekojenitesi daha azdir. Yukaridaki drnekte baglanma orani: %94,103-%93,711
= %0,392 dir.
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Contour List

Contour 007: 8,93 mm
Contour 008: 7,44 mm
Contour 009: 5,95 mm

Copy 1 of 3D Volume 3: V=485,341 mm?, PA=87,312%
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3D Store

Sekil 18. Yukaridaki drnekte ise Baglanma orani: %92,681- %87,312 = % 5,369 dur.

Hesaplama islemi sirasinda c¢izilen ROller pre-destruct yada post-destruct
sekansindan birinde gerceklestirilerek digerine kopyalanmakta boylece tam olarak her iki
sekansta da ayni ROllerin yerlestiriimesi mimkin olmaktadir. Hareket ya da goérintu tekrari
gibi bire bir es goéruntilerin alinamadigi deneklerde ise kopyalanan ROl’lerin yerleri yeniden
pozisyonlandirilarak ya da yeni ROl'ler gizilmesine ragmen 6énceki sekans ile ayni volimde
ve sekilde olmalarina dikkat edilerek karsilasilan sorunun Ustesinden gelinmistir. Bu tip
hareketli deneklerde yineleyen &élcimler uygulanmis ayni ya da ¢ok yakin sonuglar elde
edilmistir. Bu sayede 6lgimun dogru olarak uygulandigini kanitlamistir.

ilk gecis PE degerleri ve dért dakikalik dénemde ekojenite degisim egrileri beklenen

hemodinamik degisim acgisindan degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Hedeflendirilmis ilag  yuklii mikrokopiikg¢iiklerin hazirlanmasi  ve

karakterizasyonu

MikrokoépukgUklere ilag yuklenmesi, lipozomlar vasitasiyla yapiimaktadir. Lipozomlar,
fosfoliplidlerin suda kendiliginden olusturdugu ici su dolu lipid cift tabaka (bilayer) kirecikler
olarak tanimlanir. Fosfolipidlerin amfifilik (hidrofilik ve hidrofobik) yapisi, sulu ortamda
¢6zinmus bilesenlerin bilayer membran icinde tutuklanmasina imkan saglar. Lipozomlar
biyolojik membran uygulamalari i¢in bir model olarak kullanildigi gibi ilag tasima
sistemlerinde de kullaniimaktadir. Hedef dokuya yonlendirilebilmesi, daha ylksek ¢ozunurltk
saglamasi, farmakokinetik etkileri arttirmasi, hidrofobik, hidrofilik ve amfipatik ilaglarin
tasinimina imkan saglamasi ve tutuklanmis ajanin toksisitesini disurmesi, lipozomlarin ilag
tasima igin kullaniminin avantajlari arasindadir. Biyolojik membranlarla buylk &l¢lide
benzerlik gosterdikleri icin biyouyumlu ve biyobozunur olmalarinin yani sira toksik ve
immunojenik degildirler. Bunun yani sira lipozomlarin ilag tagsima sistemlerinde kullaniminin
bazi dezavantajlari da vardir. Ornegin, PEG-lipozomlarin boyutlari 150 nm’nin Uzerinde
olmasi dolayisiyla timoér dokusuna penetrasyonu kisitlanmaktadir ve diger ilag tasima
sistemlerine kiyasla timore ulasabilirlikleri daha dusuktir. Ayrica lipozomlarin topaklasma
olusturan hidrofobik ilaclarla kullaniminda zorluklarla karsilasiimaktadir. Bu c¢alismada,
membran por boyutunun lipozom boyutu, lipid kompozisyonu, hidratasyon konsantrasyonu,
ekstriizyon sirasindaki gecis sayisi, ve gecis hizi’'nin lipozom boyutu ve lipozom stabilitesi
Uzerine etkileri incelenmistir.

4.1.1. Lipozomlarin hazirlanmasi ve karakterizasyonu

Lipid Film Uretimi ve Hidratasyon: Lipid ince filmler DSPC, DPPC, Kolesterol,
DPPE-PEG2000 ve DSPE-PEG 2000 lipidleri kullanilarak hazirlanmistir. Bu lipidler ile 4 farkl
kombinasyonda lipid:Kolesterol:lipopolimer karigimlari olusturulmus ve farkh
komposizyonlarda denenmistir. Ayrica, lipid tarinin etkisinin incelendigi denemeler de
yapilmistir. Bu kombinasyonlara ek olarak, lipidler farkli molar oranlarda karistiriimistir. Tim
kompozisyonlarda PEG’lenmis lipid (lipopolimer) orani %5 (molar) olarak sabit tutulmustur.
Deneylerde kullanilan lipozom kompozisyonlari Tablo 4de verilmistir. Lipozom
kompozisyonunun lipozom boyutu Uzerine etkisinin incelendigi deneyler disindaki tim
deneylerde lipozom kompozisyonu 57:38:5 olarak sabit tutulmustur.
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Tablo 4. Lipid molar kompozisyonlari

Molar Oranlar

DSPC:Kolesterol:DSPE-PEGa2o00o

80:15:05

75:20:05

67:28:05

57:38:05

Tablo 4'de belirtlen tirde ve kompozisyonda lipidler Kkaristirilarak kloroformda
¢ozdurtlmastir. Ardindan kloroform Azot gazi yardimiyla ugurulmustur. Kalan kloroformun
uzaklastiriimasi igin lipid ince filmler bir gece vakum altinda bekletilmistir. Hazirlanan filmler -
20 °C dondurucuda saklanmistir. Sekil 19’ de lipid ince film tabakasi gosterilmistir.

Sekil 19. Lipid ince film tabakasi hazirlanmasi

Lipid ince filmlerden multilamelar vezikillerin olusturulmasi icin 0.25 M Amonyum
Silfat (NH4SO4) tampon c¢ozeltisi (pH 5.4) ile 60°C’de 30 dakika boyunca hidratasyon
gerceklestiriimistir. Hidratasyon konsantrasyonunun lipozom boyutu Uzerine etkisinin
incelendigi deneyler disindaki tim deneylerde, hidratasyon konsantrasyonu 20 uM olarak
sabit tutulmustur. Ayrica 10 ve 40 uM Kkonsantrasyonlarda deneyler gerceklestirilerek
hidratasyon konsantrasyonunun lipozom boyutu Uzerine etkisi gosterilmistir.

Ekstriizyon: Genel olarak, 57:38:5 oraninda DSPC:Kolesterol:DSPE-PEGa2000 lipid
filmleri 20 M konsantrasyon olacak sekilde hidratasyon edilerek Uretilen ¢ok katmanh
(multilamelar) vezikuller, farkl kosullarda membranlardan ektride edilerek boyutlari
kUgultilmis ve tek katmanli iki tabaka (unilamelar bilayer) yapida lipozomlar Uretilmistir.
Membran olarak Sekil 20'de gdsterilen polikarbonat membranlar kullaniimigtir. Daha kiguk
boyutlarda lipozomlar elde edebilmek Gzere 200 nm ve 100 nm gbzenek bluyukligune sahip
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membranlar kullaniimistir.  Bu durumda uygulanan basing goéreceli olarak arttigi
g6zlenmistir(Sood 1999).

Sekil 20. Polikarbonat membranlarin gézenek biyuklikleri

ik olarak laboratuar dlgekli mini-ekstriider Sekil 21'deki gibi diizenlenerek Isiticinin
Uzerine yerlegtirilmigtir. Yaklasik 30 dakika sistemin isil dengeye gelmesi igin beklenmis,
sicaklik 73 °C’ de sabit kaldiktan sonra 1 ml’ lik hamilton siringalar ekstriidere yerlestirilerek
icerisinden Amonyum Sdulfat tampon c¢dzeltisi gecirilmistir. Bdylece sistem icindeki bos
hacimden kaynaklanan kayiplarin minimize edilmesi amaclanmistir.

O-ring

Channel Fllter B‘r:aﬂﬁ:
0- I'II'IQ J O- rlng 9
Extruder Internal Internal
Quter Membrane Polycarbnnate Membrane Retainer
Casing Support Membrane Support Nut

Sekil 21. Ekstrider kurulumu (Avanti Lipids)

Daha sonra hidratasyona tabi tutulmus lipid c¢ozeltisi Sekil 22’te gosterildigi gibi
ekstriidere yerlestirilerek yaklasik 10 dakika 1sil dengeye ulasmak icin beklenmistir. Sistem
Isil dengeye ulastiktan sonra siringa pompasi yardimiyla lipid c¢ozeltisi ekstriderden
gegciriimis ve bdylece homojen boyut dagilimina sahip lipozomlar elde edilmistir. ik olarak
homojen bir boyut dagilimina sahip olmak icin gerekli gecis sayisi belirlenmistir. Ardindan
gecis hizi, por capi, lipid tard, lipid kompozisyonu ve hidratasyon konsantrasyonunun

lipozom boyutu Uzerine etkisi incelenmigtir.

39



4

TheiTAK

Sekil 22. Ekstrizyon sistemi

Karakterizasyon: Lipozomlarin karakterizasyonu boyut dagilimin belirlenmesiyle
gerceklestiriimistir. Bu amacla, dinamik 1sik saciimasi (Malvern Zetasizer) kullaniimistir. 3
Olcim yapilarak ortalama lipozom boyutu belirlenmistir.

Lipozom Boyutunu Etkileyen Parametreler:

Por Capi: Por capinin lipozom boyutu Uzerine etkisini incelemek amaciyla lipid
¢ozeltisi 400 nm, 200, ve 100 ¢aph mebranlardan 2 ml/dk hizla 10’ar kez gegcirilmistir. Ayrica
400-200-100 ve 200-100 olacak sekilde her membrandan 5’er kez gecirilerek lipozom
uretilmistir. Sekil 23(a)da farkli por caplarinda membranlardan gegcirilerek elde edilen
lipozomlarin hacimce boyut dagilimlar gosteriimektedir. 400 nm’lik membrandan gegirilen
lipozomlarin boyut dagihmi olduk¢a genis bir araliktadir. Bu nedenle 400 nm c¢apli
membranlar ile homojen boyut dagilimina sahip lipozom dretmenin mimkin olmadigi
gOrulmustir. 200 ile 200-100 sistemleri kiyaslandiginda 200 nm membranla elde edilen
lipozomlarin daha dar bir boyut dagilima sahip oldugu, bu nedenle ekstriizyon i¢in daha
uygun oldugu anlasiimistir. Sekil 23(b)'de por ¢capina baglh olarak ortalama lipozom boyutlari
kargilagtirilmigtir. 200 nm ve 200-100 nm c¢aph polikarbonat membranlarla yapilan
deneylerde elde edilen lipozomlarin boyutlar istenilen araliklardadir. 400-200-100 ile 200-
100 arasinda 6nemli fark olmadigi icin 3 kademeli ekstrizyona gerek duyulmamistir. 200 ile
200-100 arasinda boyut farki olsa da 200 nm ¢apli membranlarla elde edilen lipozomlarin
boyutu istenilen ortalama boyutlarda oldugu goérilmistir. ileriki asamalarda, gerek
duyuldugu takdirde, daha kiguk boyutlu lipozomlar Uretmek icin 200-100 ekstrizyon
sisteminin kullanilabilecektir.
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Sekil 23. Farkh por ¢aplarina goére (a) lipozom boyut dagihmlari (%Hacim), (b) Ortalama
lipozom boyutu

Gegis Sayisi: Homojen boyut dagilimina sahip olmak igin gerekli gegis sayisini
belirlemek amaciyla 20 uM’lik DSPC:Kolesterol:DSPE-PEGazo00 (57:38:5) lipid ¢ozeltisi 200
nm’lik membranlardan 0,75 ml/dk hizla gecirilmis, 4, 6, 8, 10 ve 12. gegislerden sonra érnek
alinarak boyut analizi yapiimistir. Sonuclar Sekil 24(a)'da 6zetlenmistir. Sekilden gérulecegi
Uzere, 6 gegisten sonra ortalama boyut dagiliminda énemli fark gértlmemektedir. 8. ve 10.
gecislerin ortalamasi birbirine ¢ok yakin olsa da 10. gegiste standart sapma daha disuk
oldugu gorulmastar. Ayrica, lipozomlarin steril olabilmeleri igin, iyi Gretim kurallari (Good
Manufacturing Practice, GMP) g6zéninde bulundurularak, ekstrizyon sivisinin memran
sonrasinda toplanmasina karar verilmis ve bundan sonraki ¢alismalarda membranlardan
11’er kez geciriimesine karar verilmistir. isailovic ve arkadaslarinin calismasinda
membranlardan 11 kez gegisin yeterli oldugu gdsterilmistir. Yine Avanti Lipids firmasi
tarafindan en az 10 gegis yapilmasi gerektigi bildirilmistir.

Gegis Hizi: Gegis sayisi belirlendikten sonra gecis hizinin etkisi incelenmistir. Bu
amagcla siringa pompasli yardimiyla hizin sabit tutuldugu sistemde 0,25, 0,50, 0,75, 1,0, 1,5
ve 2,0 ml/dk hizla lipid c¢oOzeltisi ekstrizyona tabi tutulmustur. Ayrica siringa pompasi
kullaniimadan elle ekstriizyon da gergeklestiriimistir. Sonuglar Sekil 24(b)'de gosterimektedir.
Sekilden gorilecegi Uzere, membrandan gecis hizi arttikga ortalama lipozom boyutunda
azalma olmaktadir. Ancak manuel yapilan daha yiksek gegislerde, muhtamelen membranda
meydana gelen bozulma ve patlamadan dolayi, ortalama lipozom boytlu ylksek ¢ikmistir.
Patty ve Frisken (Patty ve Frisken 2005) calismalarinda lipozom boyutunun basingla
degisimini incelemigler ve basing belli bir degere kadar yukseldiginde lipozom boyutunun
azaldigini ancak belli bir noktadan sonra artan basincin boyutu etkilemedigini
goOstermislerdir. Bernoulli Denklemi’ne gore sivilarin hizi basingla iligkilidir. Bu nedenle, gegis
hizinin boyut Uzerine etkili bir parametre oldugu duasiniimustir. Bu bulgu, Patty ve Frisken’
in ortaya koydugu sonuglarla uyumludur.
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Deneylerde kullanilan siringa pompasi en fazla 2 ml/dk’ ya cikabildigi icin ancak bu
degere kadar caligilabilmistir. Siringa pompasi kullaniimadan manlel yapilan deneylerde
sabit bir gecis hizi saglanamamasi dolayisiyla genis bir boyut dagilimi gézlenmistir. Bu
nedenle mantel gegisin homojen boyut dagilimina sahip lipozomlar elde etmek icin uygun
olmadigina karar verilmistir. En kiglk lipozom boyutuna ulasabilmek amaciyla 2 ml/dk
ekstriizyon hizi olarak segilmigtir.

Hidratasyon Konsantrasyonu: Hidratasyon konsantrasyonunun lipozom boyutu
Uzerine etkisini incelemek amaciyla 10, 20 ve 40 uM’ lik lipid ¢ozeltileri 200 nm por ¢apli
membranlardan 2 ml/dk hizla 10 kez gecirilmistir. Sekil 24(c)'de goruldugu gibi hidratasyon
konsantrasyonu arttikca daha disuk boyutlarda lipozomlar elde edilebilmektedir.

Lipid ve Emiilsifier Tiiriinlin Etkisi: Lipid ve lipopolimer tirinin ortalama lipozom
boyutu Uzerine etkisi incelenmistir. Ayni molar oranlarda farkl tlirde lipid ve lipopolimer ile
hazirlanan lipozomlarin ortalama boyutlart  olciimustir. Sonuglar Sekil 24(d)'de
gOsterilmektedir. Sekilden gorllecedi Uzere, ortala ¢aplari 200 nm olan lipozomlar lipidlerin
ve lipopolimer molekdllerin tiriine bagli olmaksizin Uretilebilmektedir.
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Sekil 24. (a) Gecis sayisinin lipozom boyutu Uzerine etkisi, (b) Gegis hizinin lipozom boyutu
Uzerine etkisi, (c) Hidratasyon konsantrasyonunun lipozom boyutu Uzerine etkisi, (d) Por
¢apinin lipozom boyutu Uzerine etkisi
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Lipid Turli ve Kompozisyolarinin Etkisi: Lipid tlird ve kompozisyonlarinin lipozom
yapisini, hareketliligini ve stabilitesini etkiledigi bilinmektedir. Ancak, lipozom boyutu Uzerine
etkilerinin incelendigi bir ¢calismaya rastlanmamistir. Tablo 4’de verilen lipid tlrleri ve molar
oranlarda hazirlanan lipozomlarin boyut analizi sonuglari Sekil 25°de verilmistir. Tum
deneylerde, bilayer yapinin monolayere dénmesini 6nlemek amaciyla, PEG’lenmis lipid orani
%5’te sabit tutulmustur. Sekil 25(a)da goéruldugl gibi DSPC:Kol:DSPE-PEG2q0 lipidleri
57:38:05 oraninda karistirildiginda, tim deneylerdeki en kiguk lipozom boyutu 188 nm
olarak elde edilmigtir. Sekil 25(b)'de ise DPPC:Kol:DSPE-PEG200 karisiminin molar orani
80:15:05 oldugunda en dusuk lipozom boyutuna (210 nm) ulagiimistir. DSPC:Kol:DPPE-
PEG2000’'nin 80:15:05’lik karisiminin boyutu 217 nm’ dir. Sekil 25(c)'de en kiguk lipozomlarin
bu lipid karisimindan elde edildigi goriimustir. Sekil 25(d)’'de DPPC:Kol:DPPE-PEG2g00'nin
57:38:05 oraninda karistinidiginda lipozom boyutunun 189 nm oldugu goéruimuagstir. Bu
deneylerin sonucunda molar oran ve lipid turlerinin boyut Uzerinde tek basina etkili
olmadiklari ama birlikte lipozom boyutunu etkiledikleri gérilmustir. DSPC-DSPE-PEG2q00 Ve
DPPC-DPPE-PEG20 karisimlari  57:38:05 molar oraninda en klglk lipozomlari
olustururken, DSPC-DPPE-PEG0 ve DPPC-DSPE-PEG2000 karisimlari 80:15:05 oraninda
karistirildiginda en kigutk boyutlu lipozomlar olusmustur. Lipid kompozisyonunun lipozom
yapisini etkiledigi, membranin akiskanhgi, gecirgenligi ve stabilitesi Uzerine etkisi oldugu
bilindigi halde lipozom boyutu Uzerine etkisini gésteren bir calismaya rastlanmamistir. 200nm
polikarbonat membran kullanildiginda, lipid ve lipopolimer tirline bagl olmaksizin ortalama
caplari yaklasik 190-200 nm olan lipozomlar uretilebilecegi anlasiimistir.
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Sekil 25. Lipid tiri ve konsantrasyonunun lipozom boyutu Uzerine etkisi.
A)DSPC:Kol:DSPE-PEG2000, B) DPPC:Kol:DSPE-PEG2000, C) DSPC:Kol:DPPE-
PEG2000, D) DPPC:Kol:DPPE-PEG2000

Lipozom Stabilitesi:

Lipozom stabilitesi, ila¢ tasima sistemi tasariminda onemli bir kriterdir. Lipozomlarin
icerisine hapsettigi ilaci mimkuin oldugunca uzun sure kaybetmemesi ve vicutta hedef
dokuya kadar ilaci tasiyabilmesi istenmektedir. Bu calismada lipozomlarin stabilitesini
belirlemek amaciyla yaklasik 30 giin boyunca belirli araliklarla boyut analizi yapiimistir. Farkl
por cap! ve gegis hizinda uretilen lipozomlarin stabiliteleri ve lipid kompozisyonunun lipozom
stabilitesi Uzerine etkisi incelenmigtir. DSPC:Kol.:DSPE-PEGazp0 (57:38:05) lipid karisiminin
200 nm c¢apli membranlardan farkli hizlarda geciriimesiyle Uretilen lipozomlarin zamana
bagli boyut degisimi Sekil 26(a)’da verilmistir. Bu grafige gore, gegcis hizi fark etmeksizin,
Uretilen tim lipozomlar bir aydan uzun sire stabil kalmis, lipozom boyutu 220-250 nm iken
en fazla 290 nm’ye kadar yukselmistir. 0.5 ml/dk icin baslangigtaki lipozom boyutunun
digerlerinden yiksek oldugu daha 6nce belirtiimis idi. Ancak bu lipozomlarin da boyutunda
blylk oranda degisme goértulmemistir. Bu nedenle, gegis hizinin lipozom stabilitesini

belirleyen bir faktor olmadigr séylenebilir.
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DSPC:Kol.:DSPE-PEG2000 (57:38:05) lipid karisimin 2 ml/dk hizla farkli ¢aplara
sahip membranlardan gecirilmesiyle Uretilen lipozomlarin zamana bagh boyut degisimi Sekil
26(b)de verilmistir. Bu grafige goére, 400 nm disindaki por ¢aplari icin lipozom boyutunun bir
aydan uzun sure stabil kaldigi goértlmustir. 400 nm por capli membranlar ile Uretilen
lipozomlarin baslangigta da boyut dagiliminin olduk¢a genis oldugu ve ortalama lipozom
boyutunun yuksek oldugu yukarida belirtiimistir. Bu lipozomlarin boyutlari zamanla artmistir.
Bunun digindaki tim por ¢aplarinda Uretilen lipozomlar istenilen stabiliteye sahiptir. Farkli
mol oranlarindaki DSPC:Kol.:.DPPE-PEGzuo lipid karigsimlarinin 2 mi/dk hizla 200 nm por
¢apl membranlardan geciriimesiyle elde edilen lipozomlarin zamana bagli boyut degisimi
Sekil 26(c)de verilmigtir. 80:15:05, 75:20:05, 67:28:05 mol oranlarindaki lipozomlarin
boyutlarinin 24 giin boyunca blyuk oélgtide ayni kaldigi, 300 nm’ yi agsmadigi gértlmustar.
Farkli konsantrasyonlarda DSPC:Kol..DSPE-PEGzo0o lipid karigsimlarinin 2 mil/dk hizla 200
nm por c¢apli membranlardan geciriimesiyle elde edilen lipozomlarin boyutlari 40 gin
boyunca belirli araliklarla élgllmis ve sonuglar Sekil 26(c)'de verilmistir. Lipozomlarin
boyutlarinin biylik dlgide ayni kaldigi goriimustar. 80:15:05 oranindaki DSPC:Kol.:DPPE-
PEG2000, DSPC:Kol.:DSPE-PEG2000 ve DPPC:Kol.:DSPE-PE G200 lipid karisimlarinin 2 ml/dk
hizla 200 nm por ¢apli membranlardan gegirilmesiyle elde edilen lipozomlarin zamana bagli
boyut degisimini gdsteren grafik Sekil 26(d)de verilmigtir. Burada gorildigu gibi
lipozomlarinin boyutu nispeten daha az degistiginden stabil olduklari séylenebilir.

Genel olarak ilk gin o6lgim sonrasinda lipozomlarin boyutlarinin birbirine benzer
olduklari bulunmustur. ik giin alinan élciimler, lipozomlar sentezlendikten sonra ve sicaklik
degerleri ortam sicakhdinda ya da goéreceli olarak daha ytksek sicklikta dl¢llen degerlerdir.
Daha sonraki gunlerde ise buzdolabindan alinan lipozomlar élgiimastir. Yani, sicakliklari 4
°C civarindadir. 4°C’'da dlgllen lipozomlarin boyutlari blyik olmakla birlikte, birbirini takip
eden Olcimlerde farklilik olmamasi, sicakhgdin lipozom boyutu (izerine etkisinin olabilecegini
distndirmuistir. Sonraki calismalarda bu dusince dogrulanmistir. Lipozom boyutunun
sicaklikla daha ¢ok degistigi ve genel olarak lipozomlarin stabil olarak kaldiklari kanaatine

varimistir.
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Sekil 26. (a) Gegis hizinin lipozom stabilitesi Gzerine etkisi, (b) Por ¢apinin lipozom stabilitesi
Uzerine etkisi, (c) , (d) 80:15:05 mol oraninda farkl lipid ttrlerinin lipozom stabilitesi Gzerine
etkisi

Sicakhgin Lipozom Boyutu Uzerine Etkisi:

Lipozomlarin saklama kosullarinda, oda sicakliginda ve vicut igerisinde sicakliga
bagli olarak boyut hacimlerinde gorulebilecek degisiklikler incelendi. Bunun i¢in DLS yontemi
(Malvern Zetasizer Nano Series) kullanilarak zamana gore belirli sicakliklarda bekletilmis
olan lipozomlarin boyut dagihmlarina bakildi. Lipozomlar su banyosunda 4°C, 25°C, 37°C ve
50°C sicakliklarda bekletildi ve belirli araliklarda érnekler alinarak DLS ile dlgiimleri yapildi.
Amonyum silfat (250 mM, pH=5,4) tampon c¢ozeltisi ile hazirlanan lipozomlar yine ayni
tampon ¢ozelti icerisinde seyreltildi. Sekil 27(a)'da goérilecegdi Uzere, ilk yarim saatte farkh
sicakliklarda farkli boyutlara ulasan lipozomlarin zamanla boyutlarinda degdisme olmadan
kaldig1 gorulmektedir. Sekil 27(b)de lipozomlarin sicaklik ile ortalama boyutlari
gOsterilmektedir. Sekilden goérilecegi Uzere, sicaklk azaldikga lipozomlarin ortalama
boyutlarinda bir blylime, ve sicaklik arttikga boyutlarinda bir kiiglme oldugu goéralmektedir.
Oda sicakligina gore viicut sicakhgdinda lipozomlarin boyutlarinda yaklasik %10 oraninda bir
kégllme olacagi disinilmektedir. Ote yandan, buzdolabinda saklanacak lipozomlarin
boyutlarinda %15 oraninda bir blylime olacagr anlasiimaktadir. Buzdolabinda +4°C
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sicaklikta saklanan lipozomlarin vicut sicakligna geldiginde boyutlarinda yaklasik %25
oraninda bir kigllme olacagdi beklenmektedir. Sicaklik etkisi, ila¢ ylklemede de anahtar
parametrelerden biri olacaktir.
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Sekil 27. (a) Zamana gore lipozomlarin boyut dagiliminda goérilen degisiklik (b) Lipozomlarin
sicaklik ile dlgulen ortalama boyutlar

Lipozomlarin UV Absorblama ve Floresan Ozellikleri:

Lipozomlarin absorplama ve floresan 6zellikleri olglimustir. Lipozom yapmak Uzere
hidratasyona tabi tutulan lipidlerden alinan numunelerden ortamda c¢ok buyidk (giant)
lipozomlarin oldugu ve Sekil 28(a)'da gorilecegi Uzere boyut dagihimlarinin 1-4 ym oldugu
gorulmuUstir. Hidratosyon sonrasi lipidler 200 nm polikarbonat filtre ile ekstriizyona tabi
tutuldugunda 100-500 nm gibi dar bir boyut araliginda ve 190 nm ortalama ¢apta lipozomlar
uretilmistir. ilag ylikleme ve daha sonra hedeflendrilimis mikrokdpiikciiklerde kullanilacak bu
lipozomlarin kullanilacak dalga boylarinda isik absorplama ve floresan ézellikleri dlgiImustar.
Lipozomlarin  hazirlanmasi esnasinda kullanilan lipid miktari baz alinarak farkl
seyreltmelerde hazirlanan lipozom o6rneklerinin absorbans ve floresans degerleri Sekil
28(b)de gosterilmektedir. Sekilden gorilecegi Uzere, ortamda lipozom varliginda, 1sik
sacllmasindan dolayi, absorbans degerlerinde artis oldugu goérliimektedir. Absorbans
degerlerindeki bu artis lipozom konsantrasyonu ile dogru orantihdir. Olgiilen absorbans
degerlerinin lipozom sayisi ile dogru orantili oldugu anlasiimaktadir. Ote yandan, ortamda
lipozom varliginda floresans degerlerin bir artis neredeyse yoktur. Lipozomlara ilag
yuklemesi durumda, gerekli olgimlerin absorbans ydntemi ile degil, floresan &lgim
yontemiyle yapilmasi kanaatine variimistir.
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Sekil 28. Cok katmanh buyuk lipozom vezikillerinden (MLV) tek katmanli vezikil (LUV)
olusturma islemi sonucu boyut dagilimi (b) lipozom’larin hazirlanmasi i¢in harcanan lipid
miktarina gore absorbans ve floresans degerleri

4.1.2. Lipozomlara DOX yiiklenmesi ve karakterizasyonlari

Doksorubisin (DOX) karakterizasyonu:

Lipozomlara ila¢ olarak Doksorubicin Hidroklorit (DOX) yuklenmistir. Yiklenen DOX
miktarinin tayini igin ydéntem gelistirimesi gerekmistir. ilk olarak DOX'un absorbans ve
floresan ozellikleri tespit edilmistir. Bu amacla, pH=8.0’e kadar farkh pH’larda DOX'un farkh
dalga boylarinda absorbans ve floresans scan degerlerine bakilmistir. Sekil 29'de DOX'un
farkl dalga boylarinda absorbans ve floresans degerleri gosterilmektedir. Buna gére, DOX’un
absorbans degeri 480 nm, floresan degeri ise eksitasyon 480 ve emisyon 590 nm oldugu
anlasiimistir. Literatlirde ise absorbans degerinin 480 nm ve floresan degerinin eksitasyon
480 emisyon 560-590 nm arasinda degistigi belirtiimistir (De Lange vd. 1992). Ayrica, bu
sonuclara gore, pH=8 degerinden kiglk degerlerde absorbans ve floresans degerlerinin
pH’dan etkilenmedigi anlasiimistir.
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Sekil 29. ilac olarak kullanilacak DOX'un farkli pH’larda ve farkli dalga boylarinda (a)

absorbans ve (b) floresans spektrofotometre degeri
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Absorbans Olcimleri esnasinda ortamda bulunacak lipozomlardan absorbans
degerleri etkileneceginden, DOX tayininde floresan o6lgim yontemi kullanilmasina karar
verilmistir. PBS tampon ¢ozeltisi ile pH=7.05'de farkli konsantrasyonlara seyreltiien DOX'un
absorbans ve floresan kalibrasyonu yapildi. DOX c¢dzeltisinin floresan ve absorbans
kalibrasyon egrisi Sekil 30'de gosteriimektedir. DOX konsantrasyonu 15.62 ug/ml'a kadar
olan konsantrasyonlarda dogrusal bir egri elde edilirken, bu degerlerin Gzerindeki DOX
konsantrasyonlarinda absorbans de@erlerinde dogrusalliktan sapma, ve floresan
degerlerinde ise, 1s1§in birbirine yakin molekuller tarafindan sogrulmasi nedeniyle (quenching

effect), floresan degerlerinde énemli bir azalmaya qittigi géralmektedir.
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Sekil 30. DOX i¢in absorbans ve floresans kalibrasyon egrileri

Serbest DOX molekdlleri i¢cin saf su icerisinde absorbans ve floresan degerleri
Olclimustar. Kati formda toz DOX saklama kabindan alinarak darasi alinmis vial siselere
konularak tartim yapilmis ve ultra saf su icerisinde ¢ozulmustir. Stok ¢dzeltiden alinan 1
mg/ml DOX ultra saf su ile farkli konsantrasyonlara seyreltilerek absorbans ve floresan
degerleri tespit edilmistir. Sekil 317da DOX icin floresan ve absorbans kalibrasyon egrileri
verilmektedir. Sekilde gorulecegi lzere, absorbans degerleri saf DOX ¢o6zeltisi i¢cin dogrusal
(dogrusal) bir degisim gosterirken, floresan isik siddeti dederleri belli bir konsantrasyona
kadar artmakta, ve daha sonra da azalma gostermektedir. DOX konsantrasyonu ile floresan
miktarindaki azalmanin, floresandaki séniim (quenching) etkisiyle oldugu degerlendirilmistir.
Kalibrasyon egrisinin dogrusal bolgede 6l¢ebilmek igin, tartim ile alinan toz DOX ultra saf su
ile ¢cozulerek daha disuk bir konsantrasyonda hazirlanmistir. Sekilde goérilecegi Utzere, her

iki cozeltinin de absorbans ve floresan degerleri benzer oldugu goértlmustar.
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Sekil 31. DOX i¢in absorbans ve floresan kalibrasyon egrileri

Daha dislk konsantrasyonlarda DOX c¢ozeltileri icin kalibrasyon edrileri Sekil 32'de
verilmektedir. Sekilde gorilecedi Gzere, absorbans degerleri dogrusal degisim gosterirken,
floresan degerlerinde ancak 3.ncl derece bir polinom denklem ile korelasyon egrisi (curve-fit)
elde edilebilmistir. S6z konusu korelasyon egrisi, floresan degeri 180’den kiigiik degerlerde
ve DOX miktarinin 40 pg/ml  degerlerinden kiglk degerlerde kullanilabilecegi
degerlendirilmigtir.
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Sekil 32. Disuk konsantrasyonda DOX icin absorbans ve floresan kalibrasyon egrileri

DOX konsantrasyonun 12 pg/ml ve Floresan miktarinin 80 degerinden klglk oldugu
degerlerde, Sekil 33de gorilecegi Uzere, floresan isik siddeti ile DOX konsantrasyonu
arasinda dogrusal bir iligki oldugu gdrulmastir. Calismalarimizda farkli DOX
konsantrasyonlarinda drlnler elde etmekle birlikte, numunelerin seyreltilerek disuk
konsantrasyonlarda 6lgiim yapilmasi kararlastiriimigtir.
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Sekil 33. DOX i¢in dogrusal absorbans ve floresan kalibrasyon egrileri

Lipozomlara Doxorubisin (DOX) yuklenmesi:

Lipozomlara DOX yuklemek Uzere, oncelikle lipozom olusumu esnasinda ortamda
bulunan amonyum silfati ortamdan uzaklastirmak Uzere diyaliz iglemine tabi tutulmustur.
Diyaliz pH=7,2 olan PBS tampon ¢oOzeltisine kargi yapilmistir. Lipozomlara DOX ytiklemesi,
0.5 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan 1 ml DOX ¢ozeltisi ile 1 ml hacimde diyalize edilmis
lipozom karistirilarak, bir alkalamall su banyosunda 65°C sicaklikta 4 saat inkiibasyona tabi
tutuldu. DOX'un lipozoma yliklenmeden 6nce ve lipozama yliklenmis DOX sirayla Sekil 34(a)
ve Sekil 34(b)de gdsteriimektedir. Uretilen lipozom ve lipo-DOX'un DLS ile boyutlari
Olcliimustar. Sekil 34(c)de gdbrilecegi uUzere, lipozomlara DOX yikleme ile birlikte
kureciklerin ortalama boyutunda bir artma meydana gelmektedir.
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Sekil 34. (a) DOX'un lipozoma yuklenmeden dnce c¢ekilen resim, (b) lipozamlara ylklenmis
DOX resmi, ve (c) Lipozomlara DOX yuklemeden 6nce ve DOX yukledikten sonra lipozom
boyut dagilimlar
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Serbest DOX’un Lipo-DOX’dan ayristiriimasi:

Lipozomlara DOX yukledikten sonra, lipozomlarin igerisine girmemis serbest DOX
molekdllerinin ortamdan ayristirlmasi gerekmektedir. Serbest DOX molekillerinin lipo-
DOX'lardan ayristiriimasi igin temelde iki teknik bulunmaktadir. Birinci teknikte Sekil 35
(a)'da goruldugu tzere lipo-DOX tanecikleri sinir molekdl agirligr (molecular weight cut-off)
degerleri dlgisunde verilen membran ile diyaliz yontemidir. Diyaliz esnasinda, memrandan
serbest DOX molekiilleri sonsuz dilisyondaki sivi igerisine ¢ikarken, lipo-DOX tanecikleri
membran tarafindan hapsedilmektedir. ikinci yontem ise, kromatografi ydntemidir.
Kromatografi yonteminde delikli bir yapiya sahip polimerik Sephadex tanecikleri iceren kolon
kullaniimistir. DOX gibi kigtk molekiller polimerik taneciklerin gdézenekli yapisi igerisine
difizlenirken, gbézenek capina sigmayan lipozom tanecikleri polimerik dolgu malzemesi
bosluklarindan akarak kolon boyunca yoluna devam etmaktedir. Béylece, serbest molekiler
DOX ile lipozomlar birbirinden ayrilabilmektedir. Ancak, ka¢c cm yuksekliginde bir kolon
tasarimin yapilmasi soru isaretidir. Labaratuvarimizda Sekil 35(b)b’de goruldigu tzere farkh
yuksekliklerde tasarladigimiz sephadex kolon ile lipo-DOX'larin ayristirimasi c¢alismasi

yapimistir.

Sekil 35. Molekuler DOX ile Lipo-DOX’larin ayristiriimasinda (a) Membran diyaliz yontemi,
(b) Sephadex kolon yéntemi
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Farkli DOX miktarlarinda ylklenmis Lipo-DOX numuneler, farkli  kolon
yuksekliklerinden gecirilerek yaklasik 1 ml sivi elisyon hacimleri toplanmis ve hem floresan
Isik yogunlari hem de DLS yontemi ile foton sayilari saptanmigtir. Sekil 36'de goruldigu
Uzere, elde edilen kromatografik elisyon hacim egrilerinden ayirmanin en iyi oldugu kolon
yuksekliginin 11 cm’den bUyuk yuUkseklik degerleri oldugu kanaatine varilmistir. Ancak,
kromatografi yontemi ile lipo-DOX'larin fazla sivi miktari ile seyrelmesi nedeniyle,
kromatografi yontemi tarafimizca tercih edilmemistir. Lipo-DOX’larin ayristiriimasi igin

membran diyaliz yéntemi kullaniimistir.
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Sekil 36. Serbest DOX ile Lipo-DOX'un farkli ylUksekliklerde kolon kromatografisi ile

ayristirmada sivi elisyonlardaki floresan ve DLS foton sayilari
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Lipozomlarin Triton X-100 (Tx.100) deterjan ile pargalanmasi:

Lipozomlara hapsedilen DOX miktarini tayin edebilmek Uzere lipozomlarin
parcalanmasi ya da hapsettigi DOX'u ortama salmasi gerekmektedir. Lipid membranlarin
parcalanmasinda detarjanlar kullaniimaktadir. Bu detarjanlardan bir tanesi Triton X-100 (Tx.
100)’dir. DOX’un miktarinin élgtlmesi ve lipozomlardan DOX salinim ¢alismamlari éncesi Ty
100'UN lipozomlari pargalama miktari ve mekanizmasi lGzerinde arastirmalarda bulunulmustur.
ilk olarak, ayni lipozom miktarlarina sahip numunelere Ty100 ¢Ozeltisinden farkli hacimler
eklenmis ve bu esnada UV ile absorbans ve DLS ile boyutlarda meydana gelen degismelere
bakilmigtir. Sekil 37(a)da lipid bagina eklenen Ty100 miktarlarinda elde edilen absorbans
degerleri verilmektedir. Yaklagik Tx.100/Lipid orani 23 degerine kadar absorbansda herhangi
bir degisim izlenmemistir. Bu degerden sonra, Tx.100/Lipid orani 30 degerine kadar absorbans
degerinde bir artma, ve bu degerden sonra absorbans degerinde bir azalma goérilmektedir.
Absorbans degerindeki artma, Txi100'in lipozom membranini olusturan lipidlerin arasina
girerek lipozomun boyutlarini bayitmesinden kaynaklandigr anlagiimistir. Ayni 6rneklerin
DLS ile boyut analizleri yapilmistir. Sekil 37(b)'de goérilecegi Uzere, yaklasik 190 nm
ortalama c¢apa sahip olan lipozomlar, ortama Tx.100 ilavesi ile boyutlarinda bir artis oldugu
gozlenmistir. Tx100 miktari 40 mM oldugunda, ya da Txieo/Lipid orani 54 mole/mole
oldugunda, ilk misel olusumu go6zlenmistir. Miselin ortala boyutunun 10 nm oldugu
anlasiimaktadir (i¢ grafik). Lipozomlara Triton X-100 ilavesi ile boyut ve foton sayilarindaki
degisim Sekil 37(c)de gosteriimektedir. Sekilde goérilecedi Uzere, boyutlarda Tyx.100/Lipid
orani 23 degerine kadar belirgin bir fark gortlmez iken, bu degerden sonra boyutlarda bir
artis ve foton sayilarinda da bir azalma dikkati ¢ekmektedir. Yapilan o6lgimlerde foton
sayisinin ortamda bulunan lipozom sayisi ile orantili oldugu anlasiimistir.
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Sekil 37. Lipozomlara ilave edilen Triton X-100 miktari ile (a) absorbans degisimi (b)

boyutlardaki degisim (c) ortalama boyut ve foton sayilarindaki degisim

Triton X-100’in kendi basina davranigini anlamak Uzere ¢alismalar yapiimistir. Bu
amagla, %20’lik sulu ¢ozeltisi hazirlanan Tx.100’'den alinarak PBS tampon ¢o6zelti icerisinde
farkli konsantrasyonlari hazirlanmis ve DLS ile analizleri yapimistir. Tx.100 i¢in kritik misel
konsantrasyonu (CMC) 0.24 mM oldugu literatiirde verilmektedir. Bu konsantrasyonun
altinda Tx-.100 moleklleri ortamda c¢oézelti halinde bulunmaktadir. CMC konsantrasyonun
Uzerinde ise molekiller misel ve lipozom formunda bulunabilmektedirler. Sekil 38(a)’da farkli
Tx-100 konsantrasyonlarinda ortamda bulunan misel boyutu ve miktarindaki degismeler
verilmektedir. Sekilde gorllecegi Uzere, misel boyut disik Tx-100 konsantrasyonlarinda
ortalama 7.5 nm iken, ylksek Tx-100 konsantrasyonlarinda ortalama 10 nm olmaktadir.

Lipozomlarin pargalanmasi igin ortama Tx-100 €klendiginde farkli boyutlarda miseller
olusmaktadir. Sekil 38(b)de gorilecegi Uzere, lipozomlarin parcalanmasindan olusan
misellerin 25 nm ve 45 nm boyutlarinda olduklari anlasiimaktadir. Bu lipozomlarin

parcalanma mekanizmasi konusunda ipuglari vermektedir.
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Sekil 38. (a) Saf Triton X-100’in farkli konsantrasyonlarinda ortamda bulunan misel boyutu
ve miktarindaki degisme, (b) lipozomlarin parcalanmasi sonucu olusan misellerin boyut
dagilimi

Lipozomlara yiiklenen DOX miktarinin tayini:

Yapilan bir ¢calismada, lipozomlara DOX ylklenmis, serbest kalan DOX molekdlleri
memran ile diyaliz yontemi ile lipo-DOX'lardan ayristiriimis ve lipozomlara yliklenmis toplam
DOX miktari tespit edilmeye calisiimistir. Bu amacgla, DOX ylklenmis lipozom stok
¢cozeltisinden farkli hacimlerde numuneler alinarak seyreltilmistir. Stok c¢o6zeltinin DOX
consantrasyonu Cr, alinan numune hacmi Vi, seyreltme ortami toplam hacmi V4 oldugu
durumda, olcllen floresan miktarindan Sekil 33'de verilen kalibrasyon egrisi ile seyreltik
cozeltideki konsantrasyon, C4, tespit edildiginde, stok ¢ozeltideki toplam DOX miktari basitce
Cr=(V4/Vi)Cq formlll, ya da Cr=(DF;)C4 formull ile hesaplanabilir. Burada, DF; seyreltme
faktort olarak tanimlanabilir ve degeri DFi=(V1/V;)’dir. Ayrica, her bir seyreltik ¢ozelti, ilave
olarak seyreltilebilir ve neticede stok cozeltideki DOX konsantrasyonu benzer sekilde
Ct=(DF,)C, olarak hesaplanabilir. Burada, BE, = [1%, bF; olarak tanimlanabilir.

Farklh numune hacimleri ve bu hacimlerin seyreltiimesi ile tespit edilen lipzomlara
yuklenmis hesaplanan toplam DOX miktari Sekil 39 ‘de gosterilmektedir. Sekilde gorulecedi
Uzere, her bir nume icin tespit edlen toplam DOX miktari birbirinden farkhdir. Her bir
numunen seyreltiimesimden hesaplanacak toplam DOX miktari da seyreltme oranina gore
Ustel (exponensiyel) olarak artmaktadir. Stok c¢o6zeltideki DOX miktari sabit oldugu
bilindiginden, her bir seyreltmede icin artan degerlerde DOX miktari tespit edilmesi bir
problem olarak karsimiza ¢ikmis ve bu durumun arastiriimasi gerekmistir.
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Sekil 39. Lipzomlara yuklenmis toplam DOX miktarinin farkli numune hacimleri ve bu

hacimlerin seyreltiimesi ile tespit edilmesi

Problemin ¢6zimu igin bir sistem yaklasimi icinde dlcimler yapilmigtir. Lipozomlara
yuklenmis DOX'un tayini esnasinda ortamda bulunan bilesenler analiz edilmistir. Lipozomlar
fosfat tampon c¢ozeltisi icerisinde dagitildiklari icin  PBS bir parametre olarak
deg@erlendirilmigtir.  Lipozomlarin  parcalanmasi esnasinda Triton X-100 detarjan
kullanildigindan, farkli konsantrasyonlarda Tx-100 diger bir parametre olarak belirlenmigtir.
Yine lipozomlari ve mikrokdpukgtkleri olusturan mikro yapinin lipidlerden olusmasi nedeniyle
farkli konsantrasyonlarda lipozom ¢dzeltisi diger bir parametre olarak belirlenmistir. Ayrica,
lipozomlara DOX ylkleme esnasinda 250 mM amonyum silfat ((NH4).SO4) tampon ¢ozeltisi
kullanildigindan, farkli konsantrasyonlarda (NH4).SOs4 bagka bir parametre olarak
degerlendirilmigtir.

Serbest DOX'un farkli konsantrasyonlarda fosfat tampon ¢dzeltisi icerisinde
davranisini anlamak Uzere 50 mM PBS ¢oézeltisis ultra saf su ile seyreltilerek PBS’in farkh
konsantrasyonlari hazirlanmistir. Farkli konsantrasyonlardaki PBS ¢dzeltisi igerisine iki farkl
dozda DOX c¢ozeltisi ileve edilmistir. Serbest DOX'un PBS c¢ozeltisi igerisindeki davranisinin
Sekil 40'de gorilecegi Uzere konsantrasyona bagh oldugu analsiimistir. Dulsuk
konsantrasyonlarda absorbans ve florasan degerleri PBS konsantrasyonu ile kayda deger bir
degisim  gostermemektedir.  Ancak, yUksek konsansantrasyondaki DOX, PBS
konsantrasyonu arttikca hem absorbans degerlerinde hem de foresan degerlerinde bir
azalma oldugu goértlmektedir. DOX’un absorbans degerleri konsantrasyon ile dogru orantih
oldugu degerlendirildiginde, floresan degerlerindeki azalis PBS’in yiksek konsantrasyonda
DOX ile etkilestigi izlenimi vermektedir. Bu etkilesme, bir degerlikli ve iki degerlikli HPO4 ve
PO4s= iyonlarinin pozitif degerlikli DOXH* iyonlar ile etkilesmesi neticesinde olabilecegi
degerlendirilmistir.
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PBS Konsantrasyonu, mM
Sekil 40. Fosfat tampon ¢ozelti konsantrasyonu icerisinde (a) 2.68 ug/ml ve (b) 66.8
pg/ml serbest DOX'un absorbans ve floresans degerleri

Serbest DOX'un farkli konsantrasyonlarda Triton X-100 c¢ozeltisi icerisinde
davranigini anlamak tzere, 259 mM Ty.100 ¢Ozeltisi ultra saf su ile seyreltilerek Ty.100'in farkh
konsantrasyonlari hazirlanmis ve igerisine iki ayri konsantrasyonda DOX ¢o6zeltisi konularak
absorbans ve floresan degerleri dlctilmustir. Sekil 41°da gorllecegdi lzere Tx100'in serbest
DOX Uzerine bir etkisinin oldugu anlasiimaktadir. Sekil 41(a)'da gorilecegi lzere, DOX'un
disuk konsantrasyonda Tx.100 icerisinde absorbans degerleri degismezken, florasan
degerlerinde bir azalma oldugu gorilmektedir. Tx.100 i¢in kritik misel konsantrasyonu 0.24 mM
olarak verilmektedir. Bu konsantrasyonlarda Tx100 ortamda genel olarak misel formunda
bulunmakltadir. Bu durumda DOX'un miseller igerisinde consantre olarak floresan degerinde
bir sénim (quenching) oldugu ve bu degerlerin azaldigi kanaatine variimistir. Serbest
DOX'un yuksek konsantrasyonlarinda Tx.100 miktari arttikga, Sekil 41(b)'de gorildigu tzere
yaklasik 40 mM Tx100 konsantrasyonuna kadar absorbans degerlerinde dnemli bir degisme
olmadigu, floresan degerlerinde ise bir artma oldugu, bu degerden sonra hem absorbans
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degererinde hem de floresan degerlerinde bir azalma oldugu goérilmektedir. 66.8 ug/ml DOX
consantrasyonunda DOX'un florasan isik yogunlugunda bir sénimlenme etkisi oldugu
kalibrasyon grafiginde gorilmektedir. DOX’'un Tx.100 misellerinin igerisine girmesi ile ortamda
bir miktar DOX konsantrasyonu azalacagindan, bunun floresan yogunlugu degerlerinde
olumlu bir etki yaratacadi dusunudlmektedir. Bu nedenle, Txi100'in konsantrasyonun 40
mM’dan ddsik olmasi durumunda, DOXun absorbans degerlerinde bir degisim
gozlenmemesine ragmen, floresan degelerinde bir artis olmasinin nedeninin DOX'un Tx.100
tarafindan kapsilleme edilmesinden dolayl olabilecegi degerlendiriimistir. Yiksek Tx-100
konsantrasyonlarinda, DOX’'un hem absorbans hem de floresan Ozelliklerinde bir azalma
olmaktadir. Absorbansdaki azalmanin DOX Uzerindeki kimyasal gruplarin Tx.100 ile etkilesimi
sonucu olabilecegi degerlendiriimektedir. Buna bagli olarak floresan degerlerinde de azalma

oldugu goérulmektedir.
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Sekil 41. Farkli konsantrasyonlarda Triton X-100’Un iki ayri konsantrasyonda (a) 2.68 ug/ml
ve (b) 66.8 ug/ml serbest DOX'un absorbans ve floresans degerlerine etkisi

Serbest DOX'un farkh konsantrasyonlarda lipit ya da lipozom igerisinde absorbans ve
florasan degerlerine bakilmigtir. Bu amagcla, konsantrasyonu bilinen lipidlerden (NH4)2SO4
tampon ¢ozelti ihtiva eden lipozomlar hazirlanmis, oda sicakhiginda farkli konsantrasyonlara
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seyreltiimiglerdir. Seyreltilen lipozomlarin absorban degerleri Sekil 42’de veilmigtir. Sekilden
gOrilecegi Uzere absorbans degerleri lipozom konstanrasyonu ile dogrudan orantihdir. Sekil
ayni zamanda lipozomlarin uygun bir sekilde seyreltiimelerinin yapilabilabildigini de
gOstermektedir.
0,45
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0,00
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Lipit (Lipozom) Konsantrasyonu, mM

Sekil 42. Farkl lipit (lipozom) konsantrasyonlarinda absorbans degerleri

Her bir lipozom ¢ozeltisine sabit miktarda dislUk konsantrasyon (2.68 pg/ml) ve
yuksek konsantrasyon (66.8 pg/ml) olmak tzere DOX ilave edilmigtir. Lipozom verlidinda
DOX ihtiva eden klvetlerde absorbans degerlerini hesaplayabilmek igin, dlglilen absorbans
degerlerinden lipozomlar igin dlgllen absorbans dederleri ¢gikartilmistir. Tasarlanan deneyde,
her bir absorbans kiiveti yalnizca bilinen miktarda lipozom icerdiginden absorbans ¢ikarma
islemi yapilabilmistir. Herhangi bir Lipo-DOX c¢dzeltisi icin benzer durum s6z konusu
olamamaktadir; ¢unkl arka plan absorbans degerinin gikarilabilmesi icin ortamda bulunan
lipozom miktari tam olarak bilinmesi gerekir ve bilinememektedir. Bu nedenle, lipozom
varliginda florasan olgimleri 6nem kazanmaktadir; ¢inki lipozomlar florasan araka plan
sinyale sahip degildir. Farkh iki DOX konsantrasyonlari icin farkli lipozom
konsantrasyonlarinda &lgilen absorbans ve floresan degerleri Sekil 43’de verilmektedir.
Sekilde gorilecegi Uzere, her iki DOX konsantrasyonlarinda olglilen absorbans degerleri
sabit denecek dlizeydedir. Buna ragmen, disiik DOX konsantrasyonunda lipid miktarindaki
artis ile floresan deg@erlerinde bir artma goérilmektedir. Bu artisin, DOX molekdllerinin lipozom
ylzeylerine adsorbe olmasi, boylece DOX molekiillerinin floresan quantum verimliligindeki
artma olarak degerlendirilmigtir. Baska bir ifade ile, lipozom ylzeyine adsorbe olan DOX
molekdlleri absorbladi§i 1s1§1 floresan sinyal olarak dedektére ulastirabilmektedir. Benzer
olarak, yuksek konsantrasyondaki DOX molekullerinin yine lipozom yuzeylerine
adsorplanmasi ile floresan isik yogunlugunda 250 gibi ylksek degerler elde edildigi
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goOrulmektedir. Lipozom miktari arttiginda, yiksek DOX konsantrasyonlarinda floresan
degerlerinde bir miktar daha artig oldugu gortulmektedir.
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Sekil 43. Farkli lipid (lipozom) konsantrasyonlarda iki ayri konsantrasyonda (a) 2.68 ug/ml
ve (b) 66.8 ug/ml serbest DOX'un absorbans ve floresans degerlerine etkisi

Amonyum stilfat ((NH4)2SO4) tampon ¢ozeltisi lipozom sentezi esnhasinda lipozomlarin
icerisindeki sivi olarak yerini almaktadir. Daha sonra, ylksek sicakliklarda lipozomun
icerisine difizlenen DOX molekilleri SO4~ gruplari ile jelimsi ¢okelti vererek DOX’un lipozom
icerisinde hapsedilmesini saglarlar. SO4~ iyonlarinin DOX absorbans ve florasan degerlerine
etkisinin olup olmadigi arastinimistir. Bu amagcla, 250 mM (NH4).SO4 tampon ¢ozeltisi ultra
saf su ile farkli konsantrasyonlara seyreltilmis ve her birinin UGzerine ifi farkli konsantrasyonda
DOX ilave edilerek absorbans ve florasans degerleri olgiimustir. Sekil 44’da gorllecedi
Uzere, 2.68 pg/ml DOX konsantrasyonlarinda ne absorbans ne de florasan degerlerinde
dnemli bir degisme olmadi§i gorilmektedir. Ote vyandan, 66.8 ug/ml  DOX
konsantrasyonlarda (NH4),SO4 miktari ile absorbans degerlerinde bir degisme
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g6zlenmezken, floresan degerlerinde (NH4).SO4 konsantrasyonu ile bir azalma oldugu
goOrulmektedir. Bunun, SO4= iyonlari ile DOXH* iyonlari arasinda etkilesimlerden dolayi
oldugu dusunulmektedir. Nitekim, SO4= ile DOXH* kompleks yapiyor ise bu beklenebilir.
Ancak, Sekil 45'da gorllecegdi lzere, SO4~ iyonlari ile DOXH* iyonlari arasinda olusacak
kompleksin hesaplanan c¢ozinurlik sabiti  degerleri teorik ¢ozUnUrlik sabiti degerinin
altindadir. Bu durumda, ortamda bir ¢cokelme beklenmemketedir. (NH4).SO4 konsantrasyonu
ile floresan degerlerindeki azalma DOX moleklleri ile SO4= iyonlari etkilesiminden dolayi
floresan sénimleme (quenching) doalyi olabilecedi degerlendiriimektedir.
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(NH5),SO, Konsantrasyonu, mM
Sekil 44. Farkh konsantrasyonlarda (NH4).SO4 tampon ¢ozelti konsantrasyonlarinda (a) 2.68

pg/ml ve (b) 66.8 pg/ml miktarlarinda serbest DOX'un absorbans ve floresans degerleri
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Sekil 45. Farkli (NH4).SO4 tampon ¢ozelti konsantrasyonlarinda SO4~ iyonlari ile DOXH*
iyonlari arasinda olusacak kompleksin hesaplanan ¢ézinurlik sabiti degerleri

Bu bilgiler isiginda DOX'un ultra saf su, 50 mM PBS, ve 82 mM Tx.100 ¢Ozeltileri
icerisinde kalibrasyon egrileri tekrar cikariimistir. Sekil 46'de gorllecedi Uzere, DOX
konstantrasonunun 0.01 mg/ml Uzerindeki degerlerde floresan miktarinda énemli 6lglide
farkhliklar olmaktadir. Yiksek konsantrasyonlarda Tx.100 Ortaminda floresan miktarinda su’ya
gore bir artis olurken, PBS ortaminda bir azalma oldugu goértlmektedir. Bu farkhliklardan
dolay literatlirde dnemli dlgtide farkli raporlamalarin bulunmasi belki bu ytzdendir.
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Sekil 46. DOX'un 50 mM fosfat tampon ¢ozelti (PBS) ve 82 mM Triton X-100 detarjan
cozeltilerde floresan kalibrasyon egrilerinin karsilastiriimasi

Ote yandan, DOX konsantrasyonu 0.01 mg/ml'in altindaki degerlerde, Sekil 47'de
goriulecegi Uzere, dogrusal’a yakin bir kalibrasyon egrisi oldugu goérilmektedir. Her ne kadar,
farkli ortamlarin DOX kalibrasyon egrisini dogrusal bolgede 6nemli dlgclide etkilemedigi
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gorilse de, yine de farkhliklar olabilecedi ve bunun deneysel tasarimlarda DOX miktarinin
tayininde tekrarlanabilir veriler alinamamasinda problemler olabilecedi dederlendiriimektedir.

Ayrica, DOX c¢ozeltisinin ¢cok dusuk degerlere seyreltimesinde, cihaz hassasiyeti, seyreltme
faktdru, ve hesaplama hatalari gibi baskaca dezavantajlari olabilir.
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Sekil 47. DOX'un PBS, saf su, ve Tx.100 ortaminda kalibrasyon egrileri

Literatlr incelendiginde, Daunomycine ya da Daunodoxorubicin gibi molekdller icin
verilen kendi kendine birlesme (self-association) 6zelliklerini gosteren modeller mevcuttur.
DOX icin de benzer bir self-association olabilecegi degerlendiriimis ve 1982 yilinda
Daunomycin igin geligtirilen self-association modeli (Chaires, 1982) 2015 yihinda DOX igin
verilmistir (Csuhai ve ark., 2015). Isodesmic self-association model olarak bilinen bu
modelde, monomer DOX molekulleri konsantrasyona bagli olarak kendi kendi ile fiziksel bir
baglanmaya gitmekte ve dimerler olusmaktadir. Yine monomerle dimerler ile birlesmeye

giderek trimerler, trimerler tetramerlere dénismektedirler.
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Denklem (3)'den Denklem (6)e kadar verilen denge sabitleri birbirine esit oldugu

kabul edilir K1 = Ky = K3 = ... = K,. Izodesmik modele gbére, monomer konsantrasyonu, Dp,
toplam DOX konsantrasyonuna gore, Dr, Denklem (7) ile verilmektedir.

D 2 ?
Dy f= (l + T+ mna?) (7)

Burada, K, denge sabiti DOX igin 7030 + 920 M-" olarak verilmektedir. Buna gore, bir DOX
¢cozeltisinde toplam DOX consantrasyonu icerisinde monomer konsantrasyonu orani, f, Sekil
48de gosterilmektedir. Sekilde gorilecegi Gzere, monomer DOX miktari ortamda bulunan
toplam DOX miktari ile dogrusal olamayan bir iliski goéstermektedir. Floresan i1sik yogunlugu
monomer DOX molekillerinden geldigi belirtimektedir. Dimer ve daha ylksek yapidaki
agregatlarin floresan vermedigi degerlendiriimektedir. Bu nedenle, o&lgilen floresan isik
yogunlugu ile monomer DOX consantrasyonu dogru orantili oldugu sdylenebilir.
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Sekil 48. 1zodesmik self-association model'e gore toplam DOX konsantrasyonu igerisinde

bunan monomer DOX konsantrasyonu orani

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis DOX c¢ozeltilerinin  floresan degerleri
Olctimustar. Tartim yoluyla dl¢llen toz DOX bilinen su hacminde seyreltilmis ve toplam DOX
consantrasyonu hesaplanmigtir. Bu consantrasyondan farkli seyreltmeler ile diger
konsantrasyonlar hazirlanmig ve Sekil 49'de (o) sembol ile gosterilen floresan degerleri
Olclimustir. Floresan degeri monomer consantrasyonu ile orantili ise, bu oranti Denklem (8)
ile verilebilir. Ote yandan, monomer konsantrasyonu yukarida ézetlendigi (izere toplam DOX
konsantrasyonu ile Denklem (10) ile verilen dogrusal olmayan bir formda birbiriyle iligkilidir.
Bu durumda, floresan isik yogunlugu Denkle (10) ile verilen toplam DOX konsantrasyonu ile
dogrusal olmayan bir formda birbiriyle iligkili olacaktir. Sekilde gorilecedi lzere, toplam DOX
konsantrasyonuna gore floresan degerleri dogrusal olmayan bir formda artmaktadir. Ancak
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¢ok kuguk konsantrasyonlarda toplam DOX miktari ile floresan isik yogunlugu arasinda
dogrusal bir iligki varmis gibi gérilmektedir. Ote yandan, (o) sembol ile gésterilen monomer
DOX konsantrasyonu ile floresan degerleri dogrusal olarak degdismektedir. Toplam DOX
konsantrasyonu ile florasan arasinda 0.01 mg/ml de@erlerine kadar dogrusal bir degisim
goruldigli ve bu aralikta ancak 80 floresan degerine kadar &lcim yapilabilecegi
anlasiimaktadir. Ote yandan, monomer DOX konsantrasyonuna goére 0.018 mg/ml Dp,
degerlerine kadar sekilde duz cizgi ile verilen lineer floresan degerleri okunabilmektedir. Bu
aralikta 150 floresan degerine kadar 6lcim alinabilmektedir. Bu durumun 6l¢im esnekligi de
saglayacagi acgiktir. Soylendigi lzere, literatiirde raporlanan verilerin farkli olmasinin nedeni,
dogrusalmis gibi alinan floresan-toplam DOX konsantrasyonu bagintisiyla alakali olabilir.

F = a.[D,] (8)
F = (af).[Dy] (10)
200
.180 | _ i
5 y=8553,7x-1,3874/ o
<160 | R?=0,9971
2140 |
5120 | o
=
>100

’ y=7207,8x - 0,592

Floresan Isik
()]
o

20 ODm, mg/mL
0 T T T T
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Toplam(D;) ya da Monomer(D,,,) DOX Konsantrasyonu, mg/ml

Sekil 49. Toplam (D7) ve Monomer (D) DOX konsantrasyonlarina gore floresan kalibrasyon

egrileri

Bir oOlcim esnasinda, Olgllen florasan degerlerinden DOXun monomer formu
hesaplandiginda, bunun toplam DOX miktarina donustirimesi gerekmektedir. Bu amacla,
Denklem (5) ile verilen esitlikten elde edilen monomer DOX miktarlari ve toplam DOX
miktarlari basitce grafige gecirildiginde bulunacak polinom denklemden toplam DOX miktari
hesaplanabilir. Sekil 50'de monomer DOX (Dn) konsantrasyonlarina kargi hesaplanan
toplam DOX (Dr) konsantrasyonu bagintisini veren polinom denklem veriimektedir. Bu
denklem ancak monomer consantrasyonu 0.035 mg/ml dederlerinden klclk ya da toplam
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DOX konsantrasyonu 0.11 mg/ml degerinden kiclk degerler icin gecerlidir. Bdylece,
kivetteki DOX numunesi i¢in dlgtlen floresan degerlerinden monomer DOX konsantrasyonu

ve buradan da toplam DOX konsantrasyonu tespit edilebilir.

0,12
y = 42726x* - 1010,8x3 + 46,548x2 + 0,9003x
0,10 RZ=1

0,08

0,06

0,04

Toplam DOX Konsantrasyonu, Dy, mg/ml

0,00 1 1 1 1 1 1 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035 0,040

Monomer DOX Konsantrasyonu, D,,, mg/ml
Sekil 50. Monomer (D) DOX konsantrasyonlarina kargi hesaplanan toplam (Dt) DOX
konsantrasyonu bagintisini veren Polinom denklemin elde edilmesi. Denklem ancak
monomer consantrasyonu 0.035 mg/ml degerlerinden kigik ya da toplam DOX

konsantrasyonu 0.11 mg/ml degerinden ki¢ik degerler igin gecerlidir.

Bu bilgiler 1s1ginda, Sekil 39'de tarif edilen DOX yuklenmis lipozom Orneginde ne
kadar DOX miktar oldugunun saptanmasi igin, her iki kalibrasyon grafigi de karsilastirmall
olarak calisiimistir. Hesaplamalarda her bir seyreltme faktort igin Lipo-DOX 6rnegdinin stok
¢ozeltisindeki  konsantrasyonlarini  hesaplamak yerine her bir kivette Olgllen
konsantrasyonlar kullaniimistir. Deneyde stok c¢ozeltiden alinan V; hacminde o6rnek, Vy
hacmine seyreltimekte ve floresan degeri Olgulerek kalibrasyon grafiginden kuvetteki
konsantrasyon hesaplanmaktadir. Yapilacak kitle denkliginden, Co..V; = C4. V1 olmalidir.
Burada, Ci = (Vi/V1).Co olur ki, her bir seyreltme faktérine (Vi/V1) karsi Olgllen
konsantrasyon degerleri grafige gegcirildiginde dogrusal bir egri vermesi beklenir. Dogrularin
egiminden stok ¢dzeltinin konsantrasyonu tespit edilebilir. Seyreltme faktoriine karsi ¢izilen
toplam ve monomer DOX konsantrasyon degerleri Sekil 51'de verilmektedir. Sekilden
gorilecegi Uzere, her iki hesaplama yonteminde seyreltmeler igin hesaplanan DOX
konsantrasyonlari 6lgllen toplam DOX konsantrasyonu icin (Sekil 51(a)) bir miktar egrisel
olurken, Olcilen monomer konsantrasyonu icin (Sekil 51(b)) daha c¢ok lineer oldugu

gOrulmektedir.
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Sekil 51. Seyreltme faktorine karsi cizilen (a) toplam DOX konsantrasyonuna gore
kalibrasyon grafijinden hesaplanan toplam DOX degerleri, ve (b) Monomer DOX

konsantrasyonuna goére kalibrasyon grafiginden hesaplanan monomer DOX degerleri

Dogrularin egimlerinden elde edilen toplam DOX miktarlar tespit edilmis olup Sekil
52’de verilmektedir. Sekilde gorllecegi Uzere, her iki dlcim ydntemi igin tespit edilen stok
cozelti DOX miktarlari kabul edilebilir sinirlar igerisinde o6lgulebilmektedir. Farkli numune
orneklerinin ilk seyreltmelerinden elde edilen stok ¢ézelti DOX miktarlari toplam DOX miktari
kalibtasyonuna gore yaklasik 0.26 mg/ml olarak hesaplanmigtir. Her bir numunenin ilave
seyreltiimelerinden elde edilen stok DOX c¢ozeltisi konsantrasyonu 0,23 mg/ml civari
OlcUlmustar. Bu degerler yUksek konsantrasyonlarda azalma gOstermis, dusuk
konsantrasyonlara dogru ise artis kaydedilmistir. Ote yandan, monomer konsantrasyonu
kalibrasyon grafiginden hesaplanan stok DOX miktarlari ilk seyreltiien numuneler igin
yaklasik 0.26 mg/ml olarak 6lgllmus, bu numunelerin ilave seyreltiimeleri neticesinde stok
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¢ozeltideki DOX miktari 0.24 mg/ml olarak tespit edilmistir. Bu 6lgim yénteminde disutk
numune hacimlerinde daha az miktarda DOX tespit edilirken, yiksek numune hacimlerinde
tersi bir durum goériimektedir.

_ 032 -
£ ©ilk, DT Calib.
S~ .
B 030 | Aflk, Dm Calib.
> 028 © DT Calib.
c v ] i
IS B8Dm Calib.
>
Bl e °
c
5 024 a g
2 022
x
o
A 0,20 -
C
Q
= 0,18 -
o)
0,16 1 1 1 1 1 1 1 1

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Numune Hacmi, pl

Sekil 52. Toplam (Dt) ve Monomer (D) DOX konsantrasyonlarina gére floresan kalibrasyon

Baska bir calismada, DOX yuklenmis lipozomlar (Lipo-DOX) kullanilarak farkli Lipo-
DOX ve Tx100 consantrasyonlarda numuneler hazirlanarak her bir kivetteki DOX miktarlari
ve stok ¢ozeltideki DOX miktari tespit edilmeye calisiimistir. Farkli Lipo-DOX miktarlarinda
Olcilen floresan 1sik yogunluk degerleri ve her bir numune igin hesaplanan DOX
konsantrasyonlari farkli Tx.100 konsantrasyonlari icin Sekil 53’'de gosterilmektedir. Sekil
53(a)da gorilecedi Uzere, ylksek Lipo-DOX konsantrasyonlarinda o&lgllen floresan
degerleri, Sekil 50’de gosterilen toplam DOX miktarina (Dt) gore kalibrasyon egrisi olan 80
degrinden ve monomer DOX consantrasyonuna (Dm) gore kalibrasyon egrisi olan 150
degerinden ylksek degerlerde floresan elde edilmistir. Bu durumda, oOlclilen floresan
degerleri monomer DOX consatrasyon (Dm) kalibrasyon grafigine gore degerlendiriimis ve
sonuglar neticelendirilmistir. Buna gbre, her bir numune igin hesaplanan DOX
konsantrasyonlari Sekil 53(b)'de verilmektedir. Burada iki dnemli bulgu géze ¢arpmaktadir:
Bunlardan birincisi, sekilde gorllecegi Uzere, Tx100 konsantrasyonu kritik misel
konsantrasyonu (CMC) olan 0,24 mM degerinin altindaki degerlerde olglilen DOX
konsantrasyonu beklenenin altinda degerler vermektedir. Bu durumda, lipozomlar tam
parcalanmamis; lipozomlarin pargalanmasi igin Tx.1g0'in CMC’un Uzerinde degerler olmasi
gerektigi anlasiimaktadir. ikinci sonu¢ ise, sekilden gbdrillecegi lizere, dlgiilen DOX
konsantrasyonu y-ekseni ile verilen 18 pg/mlI’nin altindaki degerlerde lineer olarak
artmaktadir. Ancak, bu konsantrasyonlarin Gzerindeki degerlerde, beklenen dogrusal artis
kaydedilememigtir. Bu durumda, yliksek DOX miktarinda floresan sénumlenme (quenching)
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etkisiyle olcllen floresan degerlerinde ve hesaplanan DOX konsantrasyonlarinda énemili
Olctde kayiplar s6zkonusudur.
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Lipit Konsantrasyonu, mM
Sekil 53. Farkli Lipo-DOX miktarlarinda olglilen (a) floresan isik yogunluk degerleri ve (b) her
bir numune igin hesaplanan DOX konsantrasyonlari

Farkl konsantrasyonlarda Tx.100 ihtiva eden Lipo-DOX numeneler igin hesaplanan
stok ¢ozelti DOX konsantrasyonu Sekil 54'de verilmektedir. Sekilden gorilecegi Uzere, daha
once soylendigi gibi, DOX konsantrasyon &lgumlerinin Tx.100'in CMC degerlerinin Gzerindeki
konsantrasyonlarda yapilmasi gerekir. ikinci énemli bir bulgu, Lipo-DOX numunelerinin
konsantrasyonlarinin mimkin oldugunca distk miktarlarda tutulmasi dnem arz etmektedir.
Sekilden gorllecedi Uzere, Lipo-DOX konsantrasyonu azaldikga, tespit edilen stok c¢ozelti
konsantrasyonu artmaktadir. Dislk konsantrasyondaki Lipo-DOX numunelerinin dlglimlerde
kullaniimasi hedeflenmektedir.
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Sekil 54. Farkl konsantrasyonlarda Tx.100 intiva eden Lipo-DOX numeneler i¢in hesaplanan

stok ¢dzelti DOX konsantrasyonu

Farkli Lipo-DOX konsantrasyonlarinda Tx.100/Lipid oranlarinda tespit edilen stok DOX
konsantrasyonu Sekil 55’de goOsterilmektedir. Sekilden goérilecedi Uzere, ancak belli bir
Tx/lipid oraninin Uzerinde tekrar edebilen dederler elde edilebilmektedir. Seki'den DOX
konsantrasyonunun tespiti igin T,/lipid oraninin 6 mol/mol degerinin tGzerinde olmasi gerektigi
anlasiimaktadir. Bu degerin altindaki degerlerde TYin lipozomlarda delik/gézenek agmasi
tehlikeye girmekte ve yeterince DOXwun lipozom igerisinden ortama salinimini
gergeklestirememektedir.
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Sekil 55. Farkl Lipo-DOX konsantrasyonlarinda Tx-oo/Lipid oranlarinda tespit edilen stok

DOX konsantrasyonu
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Lipozomlara yuklenmis DOX'un tespitinde, ortama konulacak Tx.100 ile agilan
gbzeneklerden ortama SO4= iyonlarl da gikacagindan, DOX miktarinin tespit edilmesinde
SO4~ iyonlarinin etkisinin olup olmadigi arastiriimistir. (NH4)2.SO4 tampon c¢ozeltisi ile
doldurulmus lipozomlardan 0.311 mM olacak sekilde numuneler hazirlanmig, bunlara Tx.100
ilavesi ile gozenekler acilimis ve iglerindeki SO4= iyonlarin ortama salinmasi saglanmistir.
Ortamda buluna SO4= iyonlari miktarinin 2,87 mM olacagi hesaplanmistir. Ortama farkli
konsantrasyonlarda DOX ¢ozelti ilave edilerek floresan degerleri 6lgtiimis ve DOX miktarlari
tespit edilmistir. Ortama eklenen DOX ¢dzeltisi ile floresan yéntemi ile ortamdan 6lgtilen DOX
miktarlari Sekil 56'da gdsteriimektedir. Burada Lipo-DOX igerisindeki lipozomlarin tespit
edilmesinde kullanilan tim sirecler takip edilmis, DOX'un lipozomisardan salinmasi yerine,
ortama bilinen miktarlarda DOX disaridan ilave edilmistir. Sekilde goérilecegi tzere, 0.1
mg/ml DOX konsantrasyonu degerlerine kadar ortama eklenen DOX miktarlari ¢ozeltide
dlcilebilmistir. Olcme ortaminda seyreltme ile disik konsantrasyonlarda olabilecek SO
iyonlari ve Tx konsantrasyonu DOX miktarinin tayininde énemli bir parametre tegkil etmedigi
anlasiimaktadir. Boéylece, lipozomlara ve mikrokopulkguklere DOX ylklenmesi ve yuklenmis
DOX miktarlarinin tespit edilmesi igin yontemler gelistiriimis bulunmaktadir.

E 0,08 = 0005 ” .7
?D 0,07 1 E‘30004 o,-” ,’,
£ 5 s .’
g 0,06 | %o,ooz /,’ . PAN
g - -,
% S 0,002 ,8/ DOX, uM P s
© 0,05 {28 L7 06,74 P
‘E ! 8§ 0001 g o7 || #
g 004 |° &Y i
é 0 0,001 " o,oozoX 0'00334/ /0,004} | 0,005
Eklenen DOX Konsantra#fonu, mg/m
=< 0,03 A
: =
c 0,02 | AT DOX, uM
E,, 001 | A7 “  Lipit Konsantrasyonu = 0,311 mM |0 6,74
0 &é, 4 SO,” Konsantrasyonu = 2,87 mM | A 107,76
O 1 1 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08

Eklenen DOX Konsantrasyonu, mg/ml
Sekil 56. (NH4)2S04 tampon ¢oézeltisi ile doldurulmus lipozomlara Tx-100 ilavesi ile gdozenek
acilmasi, iclerindeki SO4~ iyonlarin ortama salinmasi ve ortama farkli konsantrasyonlarda

DOX ilave edilerek DOX'un floresan yontemi ile tespit edilmesi

4.1.3. Lipozomlarin DOX yiikleme kapasitelerinin belirlenmesi

Kompozisyonu DSPC:DSPEPEG200:Kolesterol iceren 57:5:38 mol oranlarinda
lipozomlar hazirlandi. Farkl Uretimlerde hazirlanan lipozomlar ayni kapta birlegtirildi.
Olusturulan lipozom stok sispansiyonundan alinan lipozomlardan su ile seyreltilerek farkli
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konsantrasyonlarda lipozom numuneler hazirlandi.  Ayri bir kapta DOX ¢ozeltisi hazirlandi.
Bu c¢ozeltiden ayn viallere su ile seyreltmler yapilarak farkli konsantrasyonlarda DOX
cozeltileri olusturuldu. Boylece, farkli DOX:Lipid oranlarinda DOX ylklemeleri gerceklestirildi.

Farkh lipid miktarlarinda, ortama eklenen DOX konsantrasyonlarina bagh olarak
lipozomlara yluklenen DOX miktarlari Sekil 57(a)‘de gosteriimektedir. Sekilden goérilecegi
Uzere, farkli lipid miktarlarinda lipozomlara DOX vyuklemesi Yuklenen DOX miktarlari ile
dogrusal olarak artmamaktadir. Bu durumda, ytuklenen DOX miktarlarinin belli bir doygunluga
ulastigi anlasiimaktadir. Olglilen deneysel veriler, sekil Uzerinde verilen, Langmuir
adsorpsiyon izoterm denklemine benzer bir degisim gostermektedir. Langmuir denkleminde
gosterilen n degeri adsorbentin adsorpsiyon kapasitesini, n, degeri adsorbentin maksimum
adsorpsiyon kapasitesini, C degeri konsantrasyonu ve K degeri Langmuir adsorpsiyon
sabitini tanimlamaktadir. Gergekte, Langmuir denklemi ile egri uydurma gerceklesterildiginde
deneysel veriler ile model denklemin gok iyi bir uyum icinde olduklari gorilmektedir. Sekil
57(b)'de Langmuir izoterm egri uydurma sabitleri verilmektedir. Burada, maksimum DOX
yukleme miktari lipid miktari ile artmakta olup, istenen miktarlarda DOX yUkleyebilmek igin
lipid miktarlarinin artmasi gerektigi anlasiimaktadir. Benzer olarak, langmuir izoterm sabiti
degerlerinin de lipid miktarina bagl olarak arttigi gortimektedir.
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Sekil 57. Lipozomlarin DOX yiUkleme kapasiteleri (a) Yuklenen DOX konsantrasyonuna gore

lipozom igerisine ylklenmis olan DOX miktari, (b) Langmuir denkleminde verilen maksimum

DOX konsantrasyonu, no, ve Langmuir sabiti, K.

Benzer olarak, sabit DOX konsantrasyonlarinda lipid konsantrasyonuna Kkarsi
lipozomlara yuklenmis DOX miktarlari degerlendiriimigtir. Kullanilan lipit miktarina goére
lipozom igerisine ylklenmis olan DOX miktari Sekil 58(a)da verilmistir. Sekilden gorulecegi
Uzere, lipit konsantrasyonuna goére lipozom igerisine yiklenmis olan DOX miktarlari, Sekil
57'da oldugu gibi, Langmuir tirld bir degisim gostermektedir. Sekil Gzerinde gdsterilen
Langmuir izoterm denklemi ile dl¢llen veriler ¢cok guizel bir uyum igerisindedir. Sabit DOX
yukleme konsantrasyonlarinda lipid konsantrasyonuna karsi lipozomlara yiklenen DOX
miktari icin Langmuir sabitleri hesaplanmis ve Sekil 37(b)de g&sterilmistir. Sekilden
goriulecegi Uzere, lipozomlara ylklenen max. DOX miktari, n,, ve Langmuir sabiti, K, DOX

konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
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Sekil 58. Lipozomlarin DOX yiUkleme kapasiteleri (a) Lipit konsantrasyonuna goére lipozom
icerisine yuklenmis olan DOX miktari, (b) Langmuir denkleminde verilen maksimum DOX
konsantrasyonu, n,, ve Langmuir sabiti, K.

Ozet olarak, izodesmik modele gére lipozomlara yiiklenmesi gereken DOX miktari
icin yontem gelistirilmigtir. Literatirde maksimum yikleme elde edebilmek icin dusuk
miktarda DOX kullanmak gerektigi sdylenmektedir. DOX'un lipit ylzeylere baglandigi ve
(NH4)2SOq ile etkilesime girdigi bilinmektedir. Bu ylzden elde edilen DOX miktari, yuklenen
DOX miktarina gore daha disik bulunmustur. Lipozom icerisine ylklenmis olan maksimum
DOX konsantrasyonunu bulabilmek igin Langmuir denklemi kullaniimasi ile gerekli
planlamalar yapilabilmistir. Burada, Langmuir denkleminde kullaniimasi gereken n, ve K

sabitleri grafiklerdeki egimlerden kolayca hesaplanabilmektedir.

76



v

TheiTAK

4.1.4. Lipozomlardan DOX salinimi

DOX yiiklii lipozomlardan (lipo-DOX) DOX'un salinimi igin ¢alismalar yapilmistir. ilk
olarak, oda sicakliginda, lipo-DOX’lardan farkli konsantrasyonlar hazirlanmis ve absorbans
ve floresan deg@erleri olcUimustir. Sekil 59'da hesaplanan lipid miktarlarina goére ilk ve 30
dakika sonrasinda absorbans ve floresan degerleri ile numunelerin Uzerlerine Tx-100
eklendikten sonra 30 dakika sonra elde edilen absorbans ve floresans degerleri
verilmektedir. Sekilden goérilecedi Uzere, ilk 30 dakika igerisinde lipo-DOX’lardan DOX
salinimi gortlmemistir. Ortama Tx-100 eklenmesiyle absorbans ve floresan dederlerindeki

azalma, consantrasyondaki azlmadan dolayidir ve hesaplamalari etkilememektedir.
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Sekil 59. Farkh konsantrasyonlarda DOX yuklu lipozomlardan DOX salinimi esnasinda

absorbans ve floresan degisimi

Farkli sicakliklarda lipo-DOX'lardan DOX salinimi c¢alismalari  yapilmistir.
Lipozomlari olusturan lipid DSPC’nin kati-sivi gecis sicakligi (Tm) 55 °C'dir ve ylksek
sicakliklarda membrani olusturan DSPC lipidlerin daha oynak yapisindan dolayr DOX salinim
miktarinda artma olmasi beklenmektedir. Bu nedenle, Tn sicakhdindan disik ve Tn
sicakligindan ylksek sicakliklarda DOX salinimlari c¢alisiimistir. Sekil 60°'da gorllecegi
Uzere, oda sicakliginda DOX salinimi neredeyse yok denecek kadardir. Vicut sicakligi
ancak %10 kadar bir DOX salinimi gézlenmistir. Trm sicakliginda %25 kadar bir DOX salinimi
elde edilmigtir. Ty sicakligindan ylksek sicaklilarda ise ancak %40 kadar bir DOX salinimi
Olcllmustar. Anlasilan o ki, Tm sicakhigl yliksek olan DSPC lipozomlarinda, 6zellikle vicut

sicakliginda, DOX salinimi oldukga dusuktr.
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Sekil 60. DOX yUkll lipozomlardan farkli sicakliklarda DOX salinimi

DSPC lipozomlardan DOX saliminin ¢gok distk olmasi ve ilk 60 dakika sonrasinda
herhangi bir salim olmamasi ¢alismalarda yeni arayiglara gitmemize neden olmustur. DSPC
lipozomlardan salim hizini artirmak tzere farkh kolestrol oranlarinda lipozomlar hazirlanmig
ve Sekil 61’da gorilecedi Uzere DOX salim hizina etkisi incelenmigtir. Ayrica, DOX salim
hizina Bovine Serum Albumin (BSA) protein varhdinin etkisi de arastiriimistir. Sekilden
gorilecegi Uzere, DSPC lipozomlari yapi olarak olduk¢a rigid membrane yapisina sahip
olduklari ve DOX salinimi yapmadiklari gérilmektedir. Lipozom karisimina konulan artan
kolestrol miktarlari DOX salinim oranini artirmamisg, aksine azaltmistir. Ortama eklenen BSA
protein etkisi de benzer sonuglar vermistir. Ne Kolestrol miktarinin ne de ortamda BSA

varhiginin DOX salim hizi Gizerine bir etkisinin olmadigi kanaatine variimistir.

20

18 | Yiklenen DOX Kons.= 0.5 mg/ml 10 min. in PBS

£330 min. in PBS
10 min. in PBS+BSA
# 30 min. in PBS+BSA

,_
(o)}

Ort. DOX Salinimi, %
)

Kolestrol, %

Sekil 61. Artan kolestrol oranlarinda ve ortamda BSA varliginda DSPC lipozomlarindan DOX

salinimi
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4.1.5. Hedeflenebilir 6zellikte mikrokopikgiiklerin hazirlanmasi

MikroképukgUkler bir sivi igerisinde slUspansiye olmus, icleri gaz dolu, ylzeyi farkli
kompozisyonlarda lipid ve emiulsifiyer ihtiva eden mikro boyutlarda taneciklerdir. Sekil
62(a)da ortala capi 5 ym olan farkli boyut dagilimda mikroképukglkler goérilmektedir.
Mikrikbplkgukler ilk sentezlendiklerinde yada sispanse edildiklerinde, Sekil 62(b)'de
gériildigu Gzere, sivi icerisinde dagiimis olarak bulunmaktadir. icleri gaz dolu olmasindan
dolayi yogunluklari sivi yogunlugundan dusuiktir ve sivi ylzeyine ylkselme egilimindedirler.
Sekil 62(c)de santifrlj etkisinde ylzeyde toplanmis mikrokdpukglkler goérilmektedir.
Mikrokopukguklerin zar yapisini biyolojik hiicre membraninda bulunan lipidlerden DSPC ve
benzerleri  olusturmaktadir. Ancak lipidler tek baslarina monotabaka vyapisi
olusturmadiklarindan ortama mutlaka bir emdulsifiyer eklenmesi gerekir. Literatirde DSPC ve
PEG4St komponentlerden 9:1 oraninda karnistirilarak mikrképUkc¢ikler olusturulmaktadir
(Borden ve Longo 2002, Cox ve Thomas 2010, Kwan ve Borden 2010, Swanson vd. 2010).

Sekil 62. (a) igleri gaz dolu, etrafi lipid tabakasindan olusan mikrokdpukgtklerin resmi, (b)
mikrokdpukguklerin  sUspansiye olarak sivi igerisinde dagilmis goérintisl, (c) santrif(j
yardimiyla ytzeyde toplanmis mikrokopukguklerin gorintisa.

MikrokopukgUklere ilag ylUklenmis lipozomlarin baglanabilmesi avidin-biyotin kimyasi
sayesinde vyapilabilmektedir. Bunun icin hem mikroképUkglklerin sentezi hem de
lipozomlarin sentezi esnasinda lipid kompozisyonuna belli oranlarda biyotinli lipidler
katilmaktadir. Boylece, hem mikrokopukguklerin hem de lipozomlarin ylzeylerinde biyotin
bulunmaktadir. MikrokdpukgUklere lipozom baglanabilmesi icin bilesenlerden birine avidin
eklenip diger bilesen ile karistirilir. Ancak, hem mikrokdéplkc¢ik, hem de lipozomlar tzerindeki
biyotin miktarinin optimize edilmesi gerekmektedir. Bunun igin iki yotem kullanilmistir.
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Birincisi floresan isaretli avidin ile mikrokdplkglk ylzeyindeki biyotinlerin akis sitometrisinde
Olcliimus, diger yontem de ise mikrokdpikguklerin yapisina floresanh lipid katilarak
mikrokdpukglk ylzeyinin aydinlatiimasi saglanmistir.

Biotinli mikrokopukguk’lerin yuzeyindeki streptavidin (SAv) yogunlugunun akig

sitometrisi ile belirlenmesi:

Biotinli mikrokdpukguk’lerin  yuzeyindeki streptavidin (SAv) yogunlugunun akis
sitometrisi ile belirlenmesi maksadiyla biyotinli mikroképukgukler hazirlandi ve 1 gece
+4°C'de bekletildi. Ertesi gin 1x10% konsatrasyonundaki mikrokopukgUkler, stok
konsantrasyonu 0.2 mg/ml olan streptovidin-PE (PE-SAv)'den farkli miktarda eklenerek 30
dakika inkibe edildi. Akis sitometrisi (Flowcytometri) ile floresan yodunluklarina bakildi.

Akis Sitometri grafikleri Sekil 63‘de gosteriimektdir. PE-SAv eklenmemis biotinli
mikrokdpukguklerin grafigi boyasiz grup (unstain) olarak alani belirlendi ve histogramin P2
bolimu olarak secilidi. Eklenen PE-SAv oranina bagh olarak floresan isima yogunluguna
gore grafik histogramin P2 alanindan P3 alanina dogru kaydi. PE-SAv miktari 1,67E-11 mol
(0,006 mg) ve uzeri degerlerde PE-SAv eklenmemis biotinli mikrokdpukguklerin hepsinin
floresan 1sima verdigi histogramda gdsterildi.
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Sekil 63. PE-SAv isaretli MK’lerin akis sitometrisi histogramlari
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Akis sitometrisi ile mikrokdpukgik ylzeyindeki avidin/biyotin oranini Sekil 64'de
verilmektedir. Sekilden goérulecegi Uzere, 100% PE-Sav isaretli mikrokdpukgik olguldugu
Mikrokoplkegik basina PE-Sav orani (PE-SAv/MB) 2.10® nmole/MB olarak bulunmustur.
Bdylece, mikrokdpukglk kompozisyonunda biyotin mol orani yaklasik %0.1’den kuguk
degerlerde olacagi hesaplanmistir.

PE-SAv isaretli MB, %

QIECE+CC LE-CR LICCE-CR ACCE-CR & CCE-CR SCOE-CR GC0E-CR
PE-SAv/MB, nmol/MB sayisi

Sekil 64. Akis sitometrisi ile mikrokdpukguk ylzeyindeki avidin/biyotin oraninin élgiiimesi.

Mikrokopukclk ylzeyinde bulunabilecek biyotin/avidin  miktari hakkinda bilgi
edinebilmek Uzere, mikrokdplUkg¢ik formulasyonuna floresanli lipid (FITC-DHPE) eklenmistir.
Her bir FITC-DHPE miktar ihtiva eden mikrokopuUkglklerin bir arada bulundugu floresan
mikroskop gorintileri alinmistir. Sekil 65'de farkli floresan boya konsantrasyonlarinda
mikrokodpukgclkler gosterilmektedir. Sekilden gorilecegi lizere, mikrokoplkguklerin ylizeyinde
olusan karanlik ve aydinlik bélgeler olusmaktadir. Borden ve ark.(Borden vd. 2004, Borden
vd. 2005, Borden vd. 2006), karanlik ve aydinlik bolge olusumlarini, mikroképukguklerin
sentezlenmesinden sonra soguma esnasinda boyutlarinin kiiglmesi, bunun sonucu olarak
lipid molekdllerinin ylzeyde sikismasi, bu esnada DSPC lipidlerin kondens faz olusturmasi,
PEG.0St molekullerinin ise expand fazda kalmasi, bu esnada FITC-DHPE boya molekullerin
ekspand faz olan PEG4St ile karistigi, dolayisi ile aydinlk bolgeler olarak gorinen bu
bdlgelerin boya ihtiva eden PEG40St olduklari ifade edilmektedirler. Ancak, burada karanlik
ve aydinlik bolgeler ylksek boya konsantrasyonu ihtiva eden mikrokopukgukler igin daha
belirgin, dislk boya konsantrasyonu ihtiva eden mikrokdpukgtkler icin ise daha az belirgin
hatta hic yokmus gibi karsimiza ¢ikmaktadir. Sekilde yiksek boya konsantrasyonu ihtiva
eden mikrokopukglklerde cokkenar bdlgeler olusurken, disik boya konsantrasyonlarinda
ylzeyde daha homojen bir dagilim oldugu gértlmektedir.
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Sekil 65. Mikrokdpukguklere farkli FITC-DHPE oranlarinda mikrokdpukgtklerin floresan

mikroskop goruntuleri.

Mikrokdpukglk  yuzeyinde lipidler  difizyon  yoluyla ¢ok c¢abuk vyer
degistirebilmektedirler. Ayni tir lipidlerin bir araya gelerek faz olusturduklari anlagiimaktadir.
Bu fazlar, mikroképlk¢ik ylzeyinde monotabaka olabilecegi gibi, dimerler, polimerler ve
topaklagsmalar seklinde de olabilir. Nitekim, floresan 1sik yogunlugu artisindan bu olusumlarin
meydana geldigi sekilde izlenebilmektedir. Ote yandan, mikrokdpiikglk ylzeyinde karanlik
bolge ve aydinlik bdlgenin homejen oldugu floresan boya karigiminin orani 0.05% ve bu
oranin altinda oldugu gorulmektedir.

Floresan boya denemsinden elde edilen bilgiler 1s1ginda, mikroképikg¢ik ve lipozom
formulasyonlarina %0.05 oraninin altinda biyotin katilmasi gerekecegi dustnilmektedir.
Formilasyonlara yiksek konsantrasyonlarda biyotin konulmasiyla ylizeyde faz ayrimi olacak
ve sonradan eklenen avidin molekulleri yizeye oturamiyacaktir. Bu da baglanma verimini
dusurecegi degerlendiriimektedir. Ylzeyde biyotin konsantrasyonu disik olmasi durumunda
biyotin yuzeye daha homojen dagilacagindan ortama eklenecek avidin ylzeye oturma sansi
elde edecek ve baglanma orani artacaktir. Boylelikle, hem mikrokdpukgiklere hem de

lipozomlara %0.1’in altinda biyotin eklenmesi kararlastiriimigstir.
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DOX Yuklii Hedeflendirilebilir Mikrokopukgiik Hazirlanmasi:

Doxorubisin mikrokdpukguklere lipozomlara hapsedilmek suretiyle yUklenmislerdir. Bu
amagla, biyotinli lipozomlara hapsedilmis DOX avidin-biyotin bagi ile mikroképukguklere
baglanmislardir. Mikroképukglklerin hedeflendirilebilmeleri igin, biyotinli-EGF kullaniimistir.
Bu amagcla, Lipo-DOX baglanmis mikrokodpukgukler énce avidin ile inkibe edilmis ve daha
sonra ortama biyotin-EGF ilave edilerek avidin-biyotin bagi ile mikrokoéplkglklere
baglanmiglardir.

Mikrokopukglklere en ylksek oranda DOX ylkleyebilmek icin iki yaklasim
denenmistir. Bunlardan ilki, biyotinli DOX yUkli lipozom ortamina farkli konsantrasyonlarda
avidin eklenmis, ve daha sonra biyotili mikrokdpukgclkler ile birlestiriimiglerdir. ikinci
yaklasimda, avidin biyotinli mikrokdpukguklere farkli oranlarda eklenmis ve daha sonra DOX
yukli  biyotinli  lipozomlarla  birlestiriimistir.  YUksek biyotin  oranlarinda yapilan
konjligasyonlarda agregasyonlar gdzlenmigtir.

Yiiksek konsantrasyonda biyotin intiva eden formilasyonlar calisilmistir. ilk olarak,
%8 biotin iceren MK’ler kullanilarak, 30 uM Streptavidin ¢ozeltisinden 960 uL alinarak 1x10°
MK ile 1 mL icinde 30 dakika inkibe edildi. MK'lerin sicakliktan etkilenmemeleri igin
inkiibasyon +4 °C de yapildi. inkiibasyasyon sonunda MK'ler 3 kez 1200 rpm’'de 2 dak.
santrifij edilerek altfaz atildi. Boylelikle serbest halde kalan SAv’ler ortamdan uzaklastirildi.
Elde edilen streptavidin baglanmis MK’lerden 1x108 MK/mL ve 1 mL olacak sekilde 7 tip
hazirlandi. Alt fazi ¢ekildikten sonra, farkh hacimlerde DOX yukli %5 biotinli lipozomlar
(Lipo-DOX) MK tuplerine eklendi ve PBS:PG (4:1) solusyonu, son hacim 1 ml olacak gekilde
eklendi. MK’lere baglanmamis olan Lipo-DOXlar santriflj kullanilarak uzaklastirildi.
Yuklenen DOX miktari lipozom hacmi ile dogrusal bir artis gosterdi.

Lipo-DOX yuklenmis MK’lerin floresan mikroskop goérintlisu Sekil 66'de verilmektedir.
Biotin-SAv arasindaki diisik Ks=10"® degeri nedeni ile baglanma ¢ok hizli bir sekilde ve
tersinmez olarak gerceklesmektedir. Sekilde gorulecedi Uzere, degigik lipozom hacimlerinin
yapilan yliklemelerin genel gérintisine bakildiginda, biotinli Lipo-DOX’larin MK’ler ile kopri
olusturarak agregasyon yaptigi goruldu. Alinan goéruntilerde seyreltme faktoru sabit
tutulmasina ragmen, artan Lipo-DOX hacmi ile agregasyonun arttiyi ve bu nedenle gorinti
alaninda MK sayisinin arttigi géralmektedir.
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Sekil 66. SAv’lenmis %8 biyotin ihtiva eden MK’lere degisik hacimlerde Lipo-DOX eklenmesi
ile elde edilen baglanmalarin floresan mikroskop gértnttleri.

YUiksek oranda Biotinli Lipo-DOX'larin Streptavidinlenmis MK’ler arasinda olusan
kopruler sematik olark Sekil 67'da goOsteriimektedir. Bu bir problem olarak kargimiza

cikmaktadir. Problemin ¢6zim icin deneysel ¢calismalar gergeklestiriimistir.

x Streptavidin
< giotinli lipid
Mikrobubble

. Lipodox

Sekil 67. Biotinli Lipo-DOX’ larin MK arasi kopri olusturarak kimelenmelerinin sematik
gOsterimi

ikinci yaklasimda, %0.1 % ve 0.05% oraninda biyotinli Lipo-DOX'lar degisik
SAv/Biotin oranlarinda SAv ile inkiibe edildi ve 2.5 x 108 MK/ml konsantrasyonundaki %8
biotin iceren MK’lere vyuklemeleri yapildi. 20 dakika inklibe edilen karisim sonunda
baglanmayan lipozomlari ve ortamdaki serbest halde bulunan SAv molekulleri MK-lipozom
kompleksinden ayirmak icin 1200 rpm’de U¢ kez PBS solusyonu ile yikama yapildiktan sonra
floresan mikroskop goéruntileri alindi. Bu yontemde agregasyon bir miktar dnlenmis olsa da,
ortamda eklenen lipozom miktarina bagli olarak hala topaklasmalarin oldugu goérulda.

Topaklagsma probleminin ¢6zUmU igin optimizasyon c¢alismalari yapildi. Farkl
oranlarda biyotin ihtiva eden mikrokdpukguklere farkli oranlarda biyotin ihtiva eden lipozomlar
eklendiginde elde edilecek mikrokopukglklere DOX ylkleme miktarlari Sekil 68‘de
gOsterilmektedir. Sekilden goérilecedi Uzere, farkli biyotin ihtiva eden mikrokdpukguklere
eklenen lipozom miktarlari arttikga mikroképukgiklere baglana lipozom sayisi ve dolayisi ile
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mikrokdpukglklere yuklenen DOX miktarlari artmaktadir. Ancak, belli bir biyotin ylzdesinin
Uzerinde lipozom baglanma miktarlarinda ve DOX yiUkleme oranlarinda azalma olmaktadir.
Boylece, formilasyonlara eklenmesi gereken biyotin miktarlari konusunda bilgi sahibi
olunmustur. Hem lipozom hem de mikrokdpukguk formulasyonlarina katilacak biyotin oranlari
disurilmustidr. Bu ayni zamanda biyotinleri doyurmak Uzere otama eklenecek straptevidin
miktarinin azaltiimasini ve ekonomik olarak tasarruf edilmesini de saglamigtir. Ayrica,
straptavidin’lerin mikroképukgukler ile birlestiriimesi ve ortamda kalan fazla straptavidinlerin

santrifij ile ayrilarak topaklagmalari dnlemek konusunda yontem geligtirilmistir.
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Sekil 68. ila¢ Yiiklii MK’lerdeki DOX miktari

Yeni geligtirilen yéntem ile elde edilen lipo-DOX mikrokdpukglkler Sekil 69°de
gosterilmektedir. Sekilden gorulecegi Uzere, DOX yuklu lipozomlar mikrokdpukguklerin
ylzeyine baglanmis olarak i1sik ve floresan mikroskopu ile gorintilenmektedirler. Lipo-
DOX’lar mikrokdpukguklerin Uzerinde noktaciklar olarak gérinmektedirler. Bu noktaciklarin
sayllmasi sonucu bir mikroképlkclk Uzerinde yaklasik ortalama 8 ile 14 adet arasinda

lipozom olabilecegi degerlendirilmektedir.
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Sekil 69. Lipo-DOX baglanmis tek bir MK’Uin floresan mikroskop gorintisu.

Benzer konsantrasyonda mikrokdpukcuklere farkli miktarlarda straptaviidin (SAv) ile
inkibasyonu sonucu baglanan DOX yuklu lipozomlar Sekil 70°'da gosteriimektedir. Sekilden
gorilecegi Uzere, disuUk konsantrasyonlarda SAv ile mikrokdplkglklere baglanma
neredeyse yok denecek seviyededir. SAv miktari artirildiinda DOX yukli lipozomlarin

mikrokdpukgUklere baglanmasi artmigtir.

0.03 pg/ml 0.06 pg/ml 0.12 pg/ml

Sekil 70. Farkh straptevidin miktari ile elde edilen DOX yuiklenmis lipozomlarin

mikrokdpukcuklere baglanmasi.

Ancak, Sekil 71'de gobrulecegi Uzere, Mikrokopukguklere DOX yukli lipozomlarin

baglanmasinda bir optimum oldugu anlasiimaktadir. Sekilden gorllecegi Uzere, dusuk
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konsantrasyonlarda SAv ile mikrokoplkglklere baglanma neredeyse yok denecek kadardir.
Belli bir SAv miktarinin tGzerinde mikrokdpukguklere baglanan Lipo-DOX miktarinda belli bir
maksimumdan sonra azalma olmaktadir. Mikrokdpukguklerin ylzeyinde bulunan biyotin
miktari ile ortama eklenecek SAv miktarlari arasinda bir optimumun oldugu anlasiimaktadir.

20
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10 Cl’ +
Fﬂ)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 45
Avidin Konsantrasyonu, pug/ml

Normalize Floresan Yogunlugu, A.U.

o N B O

Sekil 71. Mikrokopukguklerin farkli miktarlarda SAv ile inkiibasyonu ile baglanan DOX yuklu
lipozomlar icin normalize floresan isik siddeti degerleri

Konjugasyon icin optimum avidin miktarini belirlemek Gzere mikrokdpuikguk
formulasyonuna katilan biyotin miktari ile ortama ekleniimesi gereken avidin miktarlar
arasinda parametrik bir calisma yapilmistir. Farkl biyotin miktarlarinda hazirlanmis her bir
mikrokdpukglk kompozisyonuna farkl miktarlarda SAV eklenmis ve elde edilen triinde DOX
miktarlari tayin edilmistir. Bdylece, her bir mikrokdpikg¢ik i¢in avidin/biyotin oranina karsi,
mikrokdpukguk basina olcilen DOX miktarlari Sekil 72’de verilmektedir. Sekilden gdrulecegi
Uzre, farkli biyotin miktarina sahip her bir mikrokdpukglk igin ortama eklenen avidin miktari
arttikca mikrokoplkglklere baglanma artmaktadir. SAv/Biotin orani 7 oldugunda
baglanmanin maksimum oldugu Ol¢iimustir. SAv/Biotin orani dislk oldugunda ya da bu
oran yuUksek degerlerde oldugunda mikrokopukgiklere Lipo-DOX baglanma orani
azalmaktadir. Ozellikle dislk biyotin orani ihtiva eden mikroképlikgiiklerde SAv miktari ile
mikrokdplikciiklere baglanamdaki artis gérilebilmektedir (grafik sol taraf). Ote yandan,
yuksek biyotin ihtiva eden mikrokdpukgiklerde SAv miktar arttikga mikrokodptikglklere
baglanama ya degismemekte ya da azalma olmaktadir (grafik sag taraf). SAv/Biotin orani
7’de mikrokopukgliklere mikrokoplkglk basina 3.10- ug-DOX yiiklenebildigi olgUlmustir.
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Sekil 72. Farkli biyotin miktari ihtiva eden mikroképukguiklere eklenen avidin miktarlarinin

mikrokdpukglklere baglanan lipo-DOX miktarlari Gzerine etkisi.

MikrokopukcUklere yiuklenecek lipo-DOX miktarlarinin artirilabilmesi igin parametrik
galismalar yapilmigtir. 3.07.10%4% biyotin ihtiva eden mikrokoplkgiklere, SAv/Biotin orani 7
olacak sekilde avidin eklenmig, fazla avidin ortamdan santrifyj ile yikanarak atilmig, ve farkli
miktarlarda DOX yukliu lipozomlar mikrokopukglklere eklenmistir. Mikrokoplkelk basina
baglanan DOX miktarlari Sekil 73(a) da gosterilemektedir. Sekilden gorilecegi Gizere, ortama
eklenen lipo-DOX miktari ile mikrokdpukglklere baglanan lipo-DOX miktari artmaktadir.
Ancak, elde edilen Uriinde, bir mikrokoplkgik icin yalnizca 4.5.10% ug-DOX baglanabildigi
Olctimustdr.

Mikrokdpukglk  Uzerindeki  biyotin  yuzdesi 0.1%’e kadar artinlmis ve
mikrokodpukguklere Sekil 73(b)'de gosterilen baglanmalar elde edilmistir. Sekilden goérilecegi
uzere, mikrokdpukclik formulasyonuna katilan biyotin miktari artirildiginda mikrokopukguk
basina baglanan lipo-DOX miktari artmaktadir. Ancak, bu artis beklendigi tUizere ¢ok ylksek
degerlerde olamamistir. Sekilden gorilecedi Uzere, mikrokdpikgik Gzerindeki biyotin
miktarini artirmakla bir mikrokoplkglik basina ancak 3.10% ug-DOX baglanabilmistir.

Lipozomlar Uzerinde bulunan biyotin miktarini artirmak suretiyle mikroképukgtklere
lipo-DOX baglanma miktarlari arstirilmistir. Mikrokdplikglk formulasyonuna 1.1.102 % biyotin
eklenerek Uretilen mikrokdpukguklere, farkli yuzdelerde biyotin ihtiva eden lipozomlar
katilmis ve mikrokopukguklere Sekil 73(c)'de gosterilen baglanmalar elde edilmistir. Sekilde
gorulecegi Uzere, lipozomlara eklenen biyotin ile mikrokodplkglklere baglanan lipo-DOX
miktarinda bir artis olmaktadir. Ancak, ylksek biyotin miktarlarinda, mikrok&pUkgiklere

baglanma oranlarinda bir azalma olmaktadir. Bu azalmanin, lipozom ylzeyinde biyotinli
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lipidlerin faz olusturdiklari ve biyotinli lipidlerin ylzeyde belli bdlgelerde topaklagsmalar
yaparak Avidinler ile bire bir bag yapamadiklari olarak degerlendirilmigtir. TUm bu parametrik
denemeler sonunda, mikrokdpukguklere yuklenebilecek DOX miktarinin, mikrokdpukgtk
basina 4.5.10% ug-DOX olabilecedi anlasiimistir. Boylece, timor tedavisinde farelere
verilebilcek toplam DOX miktarlari kullanilacak mikrokoplkclk konsantrasyonuna bagh
olarak hesaplanabilecektir.
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Sekil 73. Mikrokdpukglklere yiklenecek lipo-DOX miktarlarinin artirilabilmesi igin parametrik

calismalar, (a) Mikrokoplkguklere farkli miktarlarda DOX yUkli lipozom eklenmesi, (b)

89



4

TheiTAK

Mikrokopukclk ylzeyinde biyotin miktarinin artiriimasi, (c) lipozom ylzeyinde biyotin

miktarinin artiriimasi.

4.1.6. Hedeflendirilmis DOX yiiklii mikrokopiikgiiklerin farkli Ml degerlerinde stabilite

ve ekojenitelerinin belirlenmesi

Mikrokopukguklerin farelere veriimeden once, ultrason altinda
patlatilabildiginin gosteriimesi amaciyla 96 kuyucuk well platelere hicre ekimi
yapiimis ve in vitro olarak etkinligi belirlenmigtir. Hucre ihtiva eden her bir kuyucuk
icerisine belli konsantrasyonda mikrokopukguk eklenmis ve ultrason altinda
davranislari incelenmigtir. Sekil 74(a)da gorilecegi lzere, plate alt kesimine degisik
frekanslardaki ultrasonografi problar yerlestirilerek ayri ayri  goruntilemeler
gerceklestirimis ve yuksek mekanik indeks (MI) degerleri uygulanarak
mikrokopukgukler patlatiimaya calisiimistir.  Sekil 74(b)de mikrokopukguklerin
patlatimadan 6nce ve $ekil 74(c)de mikrokdpukguklerin patlatildiktan sonraki
resimleri gorilmektedir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda mikrokdpukguklerin ultrason
altinda, cihazin mekanik indeksi arttirilarak kontrolli bir bi¢cimde patlatilabildigi

goOsterilmisgtir.

Sekil 74. (a) 96 kuyucuklu plate’de ultrasonografik islemin uygulanmasi, (b) kuyucuk igindeki
mikrokdpukguklerin ultrason altinda patlatimadan 6nce ve (c) patlatildiktan sonraki

gorantaleri.
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Hedeflendirilmis Mikrokopiikgiiklerin Farkli Ultrason Giglerinde Stabilitelerinin

Belirlenmesi:

Ultrason altinda mikrokdpukguklerin  kararlihdinin istenen duzeyde olmadigr ve
kararliigini arttirmaya donik calismalarin yapildigi bilinmektedir. Proje kapsaminda alinmis
olan Vevo marka ultrason gorintileme sistemimizi kullanarak belirli Ml degerlerine karsilik
gelen farkl akustik glclerde hedeflendiriimis mikroképukguklerin statik kosullarda kararlihdini
arastinimigtir. Ultrason kontrast ajanlarinin stabilitelerini dlcmek Uzere Sekil 9'de gosterilen
akis fantomu deney duzenegdi kullaniimigtir. Ultrason probu akis fantomu Uzerine
yerlestirilmis ve bir santrifij pompasi vasitasiyla sabit hizda akan siviya mikrokdpukgtkler
yaklasik 30ul bolus hacimde enjekte edilmistir. Mikrokdplkglkler borunun igerisinden
gecerken pompa durdurulmus ve statik kosullarda mikrokdpukgUkler ultrasona maruz
birakilmigtir. Farkh ultrason gugleri altinda zamanla alinan resimlerden mikrokopukguk
populasyonlarinin ortamala intensitesi ImagedJ programi ile dlgtlmuastur.

Ultrason sisteminde akustik gug, ultrason dalgasinin puls basincinin genlik degerini
gOsterir. Mekanik indeks (M) ise bir ultrason dalgasinin gicinun élgusudar. MI, pik negatif
basincin merkez frekansin karekdkiune bolumuyle tanimlanir. Ml degeri, inceleme sirasinda
hastaya verilen enerjinin bUyUkligd hakkinda bilgi verir.

Video 1(a) ve Video 1(b)’de, akis fantomunda enjeksiyon sonrasi boru icerisindeki

mikrokoépukguklerin power Doppler %40 ve %100 gulgleri altinda osilasyonlari ve buna bagl

olarak ekojenite degisimleri ve stabilitelerindeki azalma izlenebilmektedir.

Video 1a 2017-07-06-12-59-01_40 power Video 1b  2017-07-06-12-59-01_100

3000 rpm 30ul-2017-06-13-17-41-31_1.avi power 3000 rpm 30ul 2-2017-06-13-17-
30-38_1.avi

Video 1: Akis fantomunda enjeksiyon sonrasi boru igerisindeki mikrokdpukguklerin (a) %40

ve (b) %100 power Doppler gicleri altinda ekojenite degisimleri izlenebilmektedir.
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B-mod'da, %40 ve %100 gucte power Doppler modunda ultrason altinda
mikroképukguklerin zamanla intensitelerindeki degisim $Sekil 75'de gdrilmektedir. %40
power Doppler glicinde, resimdeki power Dopper pencere bdlgesinde mikrokdpukglklerin
intensitesi 20 saniye icerisinde az da olsa azalmaktadir. %100 power Doppler glcunde ise
fokus bolgesindeki intensite daha kisa sirede hizlica bir dists gostermektedir. Sonug olarak
mikrokopukgukler, yiksek MI glcinde ¢ok daha hizl bir sekilde yikima ugramaktadir.

%40 Giig

%100 Giic

Sekil 75. B-mod’da, %40 ve %100 gugte power Doppler modunda ultrason altinda
mikrokdpukgUklerin zamanla intensitelerindeki degisim.

Resimdlereki intensiteler ImageJ programinda Olcerken, power Doppler penceresi
icerisindeki ve pencere disindaki bolge olarak iki kisim birlikte dederlendirilmigstir. Bu iki farkl
bdlgede her bir farkli power Doppler giciinde (%40, %60...%100 gibi) 6l¢ildl intensiteler
zamana bagl olarak Sekil 76'da grafiksel olarak gdsterilmistir. Sekil 76(a)'da géruldugu
Uzere, pencere disi bolgede mikrokdpukgukler B-mod goruntlleme ultrason dalgalarindan az
miktarda da olsa etkilenmektedir. Ornegin, %100 power Doppler giiciinde mikroképikgik
populasyonunun yaklasik %24’G yikima ugramaktadir. Sekil 76(b) incelebdiginde ise,
mikrokoépukgukler pencere bdlgesinde power Dopplere ait yuksek MI degerlerine maruz
kaldiklarindan mikrokdpukgukler Gzerindeki ultrason etkisi gok daha buylk olmaktadir. Power
Doppler gucu arttirildikga mikrokdplkguklerin yikilma hizinin daha da arttigi goértlmektedir.
%50 glce kadar intensitede daha az bir disls var iken, bu seviyenin Uzerinde intensite
zamanla keskin bir sekilde dususe gegmektedir. %100 power Doppler guclnde,
mikrokdpukglklerin 25 saniye igerisinde %90 oraninda toplam intensitesini kaybettigi
saptanmaktadir. Geriye kalan %10’luk intensite ise yikim sonrasi ortamda olusan daha kiguk
mikrokopuUkguklerin  osile ettigini, dolayisiyla ortamda hala ¢ok dusiuk de olsa

mikroképukguklerin var oldugunu disiundirmektedir.
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Sekil 76. Farkh ultrason gulglerinde power Doppler penceresi disi (sadece B-mod
goéruntileme) (a) ve power Doppler penceresi icerisinde (yliksek MI degerleri) (b)

mikroképukguklerin intensitelerinin zamanla degisimi.

Sekil 77°de farkh ultrason guclerinde 16. saniyedeki power Doppler penceresi
icerisindeki intensitenin pencere disi bdlgedeki intensiteye orani yulzdesini vermektedir.
Grafigi inceledigimizde, %40 ultrason gliciine kadar mikrokdpukgiklerde yumusak osilasyon
gorulurken, bu gucun Gzerindeki guglerde ylzdelik intensite oraninin ciddi bir sekilde dustugu
gOrulmektedir. %100 ultrason gucinde bu oran %10’a kadar dismektedir.
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Sekil 77. Farkli ultrason giglerinde 16. saniyedeki fokus boélgesindeki intensitenin fokus disi

bdlgedeki intensiteye yluzdelik oranlari.

Mikrokopukgukler bir akustik alana maruz kaldiklarinda, akustik basinca cevap olarak
hacimsel dizeyde degisime ugrarlar. Sekil 78(a)da gosterildigi Uzere, dusuk Ml
degerlerinde, mikrokopukcukler osilasyon hareketine yani buyuyup kugulmeye ve titresmeye
baglarlar. Dolayisiyla bu durumdan kaynakli olarak ultrason géruntilemede sinyaller olusur.

Tersine, bu mikroképukclUkler daha yiksek MI dederlerinde ise, Sekil 78(b)'de gdsterildigi
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Uzere, parcalanmaya ugrarlar. MikrokoépukgUklerin yikima ugramasi sonucu daha kidglk
yavru mikrokdpukgukler meydana geldigi degerlendirilmigtir.

MO0~ )ee

Sekil 78. Distk MI degerlerinde, mikrokdpukgukler sirekli bir sekilde osilasyon hareketi
gOsterirler (a). Yiksek MI degerlerinde ise mikroképlkglikler bozulmaya ve sonunda
parcalanmaya zorlanirlar (b).

Sonug olarak, uretilen hedeflendirilmis doksorubisin yUkli mikroképukguklerin degisik
MI degerlerindeki davranislari karakterize edilmigtir. Bizim mikroképukguklerimiz i¢in %60 ve
Uzeri power Doppler gugclerinde stabilite, hizla ve blyldk oranda bozulmaktadir. Bozulma
%100 glgte maksimum seviyede ve oldukga ylksek hizda gergeklesmektedir. Bu bilginin in-
vivo hayvan modelinde goértntilemelerde kullanilacagi distntlmektedir.

Farkl Kutlelerde Yuklemelere Sahip Mikrokdpukgiliklerin Ekojenitelerinin Belirlenmesi:

Hedeflendiriimis mikrokopulkguklerin - her bir Uretim asamasinda farkli
mikrokdpukcuklere yuklenen MB-Biyotin, MB-Biyotin-Avidin, MB-Biyotin-Avidin-Lipo-DOX,
MB-Biyotin-Avidin-Lipo-DOX-Avidin, MB-Biyotin-Avidin-Lipo-DOX-Avidin-EGF  gibi  farkli
kitlelerin mikrokopukguklerin ekojenitesine etkisini belirlemek tzere Sekil 10'de gosterilen
deney duzenegi olusturuldu. Sistem karakterize edildi. Plastik boru igerisinde sadece saf su
varken B-mod’daki goruntisu Sekil 79(a)’da gorulmektedir. Borunun igi su gelmeden 6nce
hava ile dolu oldugundan parlaklik yiksek iken borunun icine su dolunca parlaklik
dismektedir. MikrokopUkglkler enjekte edildikten sonra ise, Sekil 79(b)de gorildigu Gzere,
mikrokopukguklerden yansiyan ses dalgasindan dolayl konsantrasyona bagli olarak parlaklik
artmaktadir.

a) b)

Sekil 79. (a)B-mod’da borunun i¢i hava dolu iken ve ici su ile dolduktan sonraki resim. (b)
Mikrokopukgukler enjekte edildikten sonra borunun igerisinden gecgerkenki B-mod resmi.
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Farkli konsantrasyonlarda mikrokdpukguk stspansiyonlari enjekte edildikten sonra B-
mod’da elde edilen her bir resim daha sonra ImageJ programinda analiz edildi. Burada gri
deger denilen resimdeki piksellerin intensitesi zamana karsilik grafige gecirildi. Boylelikle,
mikrokdpukguklerin gegtigi ilgili bolgede intensite artigina bagl olarak zaman-intensite egrileri
olusturuldu. Sekil 80, farkli mikrok&plk¢lk konsantrasyonlarinda zaman-intensite egrilerini
gOstermektedir. Buradaki gri degerleri, B-mod’daki resimlerin piksel intensitesine karsilik
gelmektedir. SigmaPlot programinda, farkli tipteki mikrokdpukglkler icin  her bir
konsantrasyona ait intensite degerleri ilk Gegis Zamani modeline fit edildi(Strouthos vd.
2010). Sekilden deney verilerinin modeldenkleme iyi bir sekilde fit ettigi gorilmektedir.
Deneysel verilere fit parametrelerinden egri altinda kalan alan (AUC) degerleri daha sonraki
hesaplamalrimizda kullanildi. AUC igin genel formul su sekildedir:

AUC = (a* Co) (g} + @ (1)

Denklemde verilen a degeri mikrokoplkguklerin ekojenite dedgerlerini  vermektedir.
Denklemden gorulecegi Uzere, AUC ayni zamanda mikrokdpukcik konsantrasyonu, Co,
bolus hacmi, V, ve sivi akis hizina, Q, baghdir. Bolus hacmi ve sivi akis hizi bilindiginden
farkli mikrokodpukgik konsantrasyonlarinda dlgilen AUC degerlerinden elde edilecek
dogrunun egiminden mikrok&pukglklerin ekojenite degerleri, a, hesaplanabilir.
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Sekil 80. Farkli mikrokdpukguk konsantrasyonlarinda zaman-intensite egrileri.
Farkli katlelerde yuklenmis mikrokdplkgukler icin mikrokdplkgik konsantrasyon ile

AUC degerleri arasinda olusturulan dogrusal denklemler ve egim degerleri Sekil 81'de
gosterilmektedir. Sekilde, belirli bir konsantrasyon araliginda AUC ile konsantrasyon
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mikrokdpukguklerin ekojeniteleri hesaplanabilmigtir.
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Sekil 81. Farkh kutlelerde yuklemelere sahip mikrokdpukgtklere ait Egri Altindaki Alan
(AUC)-Konsantrasyon egrileri.

Farkh kutlelerde yuklemelere sahip mikrokdpukguklerin ekojeniteleri Sekil 82'de
verilmektedir. Deneyler 3’er kez tekrarlanmistir. Buna gore, mikrokdplikgik Gzerindeki yuk
arttikga ekojenitesinin de arttigi gértlmektedir. Bu sonug goésteriyor ki, mikrokdpukguklerin
Uzerlerindeki yuk arttikca mikrokopukguklerin osilasyonu da artmaktadir. Bu sonug bilylk
olasilikla, mikrokdpukguklerin Uzerindeki kutle tarafindan yaratilan itici osilasyon kuvveti
sonucu  mikrokopukguklerin  daha fazla blylylp kigllmesinden  kaynaklandigi
degerlendirilmektedir.
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Farkli Katlelerle YUkt Mikrokopukgtkler

Sekil 82. Farkli kitlelerde ytklemelere sahip mikrokdpukguklerin ekojeniteleri.
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Farkh Kitlelerde Yiiklemelere Sahip Mikrokopukgliklerin Ultrason Altinda Kararhhklari:

MB-Biyotin, MB-Biyotin-Avidin, MB-Biyotin-Avidin-Lipo-DOX, MB-Biyotin-Avidin-Lipo-
DOX-Avidin, MB-Biyotin-Avidin-Lipo-DOX-Avidin-EGF gibi farkli kutlelerde yuklemelere sahip
mikrokdpukguklerin ultrason altinda kararlliklarinin incelenmesi icin Sekil 11’de gdsterilen
deney dizenegi olusturuldu. Farkh kuatlelerde yUkli mikroképulgUklerin ultrason altinda
kararhihklari o6lguldd. Yiksek frekans (4 MHz) ve cikis glcinde (30 dB) her bir
mikrokodpukguk tirl ayni kosullar altinda ultrasona tabi tutuldu. Sekil 11°de gosterilen deney
dizeneginde, mikrokopukguklerin icine konuldugu kuvetin arka duvarindan geri yansiyan
akustik sinyalleriin genlik degerleri Sekil 83’de gosteriimektedir. Sekilden goruldugu uzere,
arka duvardan geri yansiyan iki adet sinyal piki olusmaktadir. Ultrason probundan yaklasik
144 mm uzaklikta olan ilk sinyal arka duvarin 6n ylzeyinden gelmekte, 145 mm uzakliktaki
ikinci sinyal ise duvarin arka ylzeyinden gelmektedir. Doalyisiyla, 6n ylzey ile arka ylzey
arasinda yaklasik 1 mm’lik bir mesafe bulunmaktadir. Analiz igin 6n ylzeyden gelen sinyalin
genligi degerlendirildi. Mikrokdplkgik slUspansiyonunu tampon ¢oézelti icerisine koymadan
once, tampon ¢ozeltisini iceren klvetin arka duvarindan maksimum pik genligini elde edecek
sekilde su banyosunun icine yerlestirildi. Sekil 83'de de goéruldigu lUzere, mikrokdpukglk
stspansiyonu ortama koyuldukta sonra, 0. dakikada, ortamdaki mikroképUkciklerden dolayi
ses dalgasi arka duvara ulasamadigindan akustik sinyal tamamen kayboldu. Yuksek cikis
glcunde mikrokoépukgUkler yikima ugradikga, ultrasonik dalgalar kivetin arka duvarina
ulasmaya basladi. Dolayisiyla, akustik sinyal zamanla artti ve tampon ¢ozeltiye denk gelen

maksimum degerine ulagti.
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Sekil 83. Kivetin arka duvarindan geri yansiyan akustik sinyallerin genliklerinin zamanla
degisimi.
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Farkli kutlelerde yUkli mikroképuguklerin ultrason altinda zamanla atentasyon ve
konsantrasyondaki degisim Sekil 84’de gdsteriimektedir. Ayni baslangic konsantrasyonlari
ile her bir mikrokopukguk tipi icin deneyler 3’er kez tekrarlandi. YUksUz mikrokdpukglk igin
atenlasyon grafiklerini inceledigimizde, ylkstz mikrokdplkglklerin ilk 10 dakika icerisinde
atenuasyonlarinda disls basladi ve 15 dakika sonunda atentasyonun %50’si azaldi.
Konsantrasyondaki zamanla degisime baktigimizda ise 30 dakika icerisinde ylksuz
mikrokopukguklerin  tamamen kararliliklarini  kaybettikleri gorilmektedir. Biyotin  bagli
mikrokdpukgtkler ve avidin bagl mikroképukglklerin sirasiyla ilk 20 ve 30 dakikadan sonra
atenuasyonlarinda dusis basladigi gorildi. Atentuasyonlarindaki %50’lik kaybin ise biyotinli
bagli mikroképtikglklerde ortalama 25-30 dakika sonunda, avidinli bagh mikroképukgiklerde
ise ortalama 50 dakika sonunda oldugu gérildid. Lipo-DOX'lu mikrokoplkglklerde ise
atenlasyon degerlerinin dismedigi ve hemen hemen sabit kaldigi goriimektedir. Bunun
nedeni, mikroképukglk-Lipo-DOX kompleksinin ultrason altinda parcalanmasi esnasinda
diger yukli mikrokdplkc¢lklere nazaran ortamda daha c¢ok sayida serbest kalmis misel,
lipozom ya da lipid topaklari gibi taneciklerin olusmasindan dolayi olabilecedi degerlendirildi.
Ortamda olusan bu yapilarin kiivet icerisinden ses dalgalarinin arka duvara gegcemeden geri
sacllmasina ve dolayisiyla arka duvardan herhangi bir sinyalin alinamamasina yol actigi
goruldd. Dolayisiyla, Lipo-DOX'lu mikrokdpukguikler s6z konusu oldugunda atenltasyonda
degisimin  gbézlenememesi, kararliliklarini  koruduklarini  goéstermemektedir.  Cunkd,
konsantrasyonlarinda zamanla disls oldugu goértlmastir. YUkla mikrokdpukgtklerin
konsantrasyonlarindaki zamanla dedisime baktigimizda, biyotinli mikrokdpukglklerin
yaklasik ilk 25 dakika, avidinli ve Lipo-DOX’lu mikrokdpUkg¢uiklerin ikisinin de yaklasik 50
dakika icerisinde tamamen kararliliklarini kaybettikleri gortldi. Toplam olarak tim bu
bulgulari degerlendirdigimizde, mikrokdpukgtklerin Gzerindeki ylklemeler arttikga ultrason
altinda daha uzun sure kararhliklarini koruduklari sonucu ¢ikartilabilir.
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Sekil 84. Yiksuz ve farkli kitlelerle yUkli mikrokdpulkguklerin ultrason altinda zamanla

konsantrasyon ve atentasyonundaki degisim.

Farkli kutlelerde yUkli mikroképUgtklerin ultrason altinda stabiliteleri Sekil 85’de

karsilastirlmistir. Sekilden goérilecedi Uzere, mikrokdpukglk Uzerindeki yuklere bagl olarak,

ultrason altinda

mikrokdpukguk

stabilitesinde

bir

iyilesme olmaktadir.

Literattru

inceledigimizde, ylksiz mikrokdplkgukler ile lipozom yUkli mikrokdpukgtkleri kararlilik

acisindan karsilastiran arastirmalar mevcuttur. McLaughlan vd. ultrason altinda 2 MHZ'te 0-

0.4 arasi Ml (mekanik indeks) degerlerinde her iki tip mikroképlkglk poptlasyonlarinin
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yikimlarini arastirmislardir. MikrokdpUkglkler Gzerine lipozomlarin yiklenmesinin yikim esik
degerine etkisinin ihmal edilebilir dizeyde oldugu anlasilmistir. Bulduklari sonuca gore,
0.4’ten blUyuk MI degerlerinde her iki tip populasyonun da %80’inin yikildigi rapor
etmektedirler(Mclaughlan vd. 2017). Peyman vd. ultrason ortami olmadan lipozom yuklu
mikrokdpukglklerin - oda  sicakhginda yasam  sUrelerini  arastirmiglardir.  YUksUz
mikrokdpukguklere nazaran, lipozom yukli mikrokdpukgUklerin daha uzun sirede ilk
konsantrasyonlarini koruduklari ve 3 saati askin bir siirede lipozom yUkli mikrokdpukguklerin
ilk konsantrasyonu sadece %37’lik bir azalig gosterirken, ylksiz mikrokdpukgukler %95’lik
bir azalma goéstermektedirler. Bu sonug, bizim sonuglarimizla értismektedir. Burada yalnizca
ultrason altindaki kararhliga bakilmigtir. Yine de elde edilen bu sonuglar bize bir fikir
vermektedir. Peyman vd., kararliliktaki bu farkliiginin sebebini mikrokdplkguklerin Gzerindeki
ekstra lipozom tabakasinin gaz gegisini engelleyerek mikrokdpukguklerin ortamda daha ge¢
¢6ziinmesine baglamaktadirlar (Peyman vd. 2012).
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Sekil 85. Farkli kitlelerde yukli mikrokdpUgtklerin ultrason altinda stabiliteleri.

Mikrokopiikgliklerin serum stabiliteleri:

Mikrokoépukcuklerin (MK) serum stabilitelerini arastirmak Uzere Sekil 11’de goésterilen
deney dizenedi kullanildi. MK’lerin kan plazmasinda en yaygin bir sekilde bulunan albumin
proteinin igerisindeki stabilitesi ultrason altinda incelendi. Kan serumunda albumin en disuk
30 mg/ml ve en yiksek 50 mg/ml olarak bulunmaktadir. Kan serumu proteini olarak sigir
serum albumini (BSA) secildi. MK’lerin bilesimindeki PEG’in serum stabilitesindeki rolinu
anlamak Uzere, 3 farkh oranda emiulsifier (PEG4St) iceren MK’ler test edildi.
MikrokopuguUklerin ultrason altinda zamanla atentasyon ve konsantrasyondaki degisimleri

Sekil 86'de gosterilmektedir. Sekilden gorilecegi Uzere, BSA’'siz ortamda mikrokopukglkler
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Sekil 86. Ortamda Bovine Serum Albumin (BSA) varliginda ve BSA’siz ortamda farkh

PEG4St ihtiva eden mikrokoplkclklerin ultrason altinda zamanla konsantrasyon ve
atenliasyonundaki degisim

Bovine Serum Albumin (BSA) varlidinda ve BSA’siz ortamda farkli PEG40St ihtiva
eden mikrokopukguklerin ultrason altinda stabiliteler Sekil 87°da goésterilemktedir. Sekilden

gOrulecegi Uzere, ortamda BSA proteinlerinin olmasi mikrokdplkglklerin stabiletelerini
olumlu yénde etkilemektedir.

300
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250 B BSA +
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Sekil 87. Bovine Serum Albumin (BSA) varliginda ve BSA’siz ortamda farkli PEG4oSt
ihtiva eden mikrokdpukguklerin ultrason altinda stabiliteleri.

4.1.7. Steril mikrokopiikgiik Uretimi

In-vitro ve in-vivo c¢alismalarda kullanilacak mikroképukgUkleri steril olarak

Uretebilmek Uzere, mikrokoépukcik (MK) karisimlari hazirlandiktan sonra PBS:PG (4:1)
karigsimi ilave edilerek 60°C’de 90 dak. hidrasyon edildi ve sonikator ile Uretimleri yapildi.
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Mikrokopukgukleri steril olarak Uretebilmek icin, yapilan dederlendirmelerin ardindan, U.V.
strerilizasyon ve ekstrizyon olmak Uzere iki farkli yontem uygulandi. Kullanilan cam
malzemeler otoklav (120 °C, 45 dakika) ile steril edildi. Kullanilan solusyonlar 0.22 mikron
siringa filtresinden gecirilerek sterilizasyonu saglandi. Steril mikrokdplUgUk Uretimi icin
asagida detaylari verilen yéntemler uygulandiktan sonra, mikrokopukglkler sonikasyon
yontemi ile Uretildi. Kullanilan sonikatdr probu dncesinde genis spectrumlu antibiyotik ile
sterilize edilerek dis ortama karsi izole edildi.
a) U.V. sterilizasyonu: Mikrokopukcuk filmleri U.V ile 30 dakika boyunca muamele
edildi.
b) Ekstrizyon yontemi: Mikrokdpukguk filmi hidrasyon edildikten sonra édnce 400 nm
sonrasinda 200 nm polikarbonat membrandan ekstriide edildi.

Normal laboratuvar kosullarinda Uretilmis (Sterilizasyon islemi uygulanmamig) ve
yukardaki sterilizasyon ydntemleri uygulanarak Uretilen MK’ler, TSA (trypticase soy broth
agar), NA (nutrient agar), EMB (Eosin Methylen-blue agar) ve BA (Koyun kanli agar) ve
bunlara ek olarak Potato Dextrose Broth (PDB), Tryptic Soy Broth (TSB) ve hicre kultir
(%10 inactivated bovine serum albumine eklenmis streri EMEM medium) ortamlarinda
ekimleri yapilarak sterilizasyonlari test edildi. Ortamlarin kullanim amaclari kisaca asagida
siralanmistir.

TSA (trypticase soy broth agar). Gram + bakteri tek koloni Gremesi

BA (Koyun kanli agar): Gram + bakteri tek koloni Uremesi

NA (nutrient agar). Gram - bakteri tek koloni Gremesi

EMB (Eosin Methylen-blue agar) : Gram - bakteri tek koloni Gremesi
Potato Dextrose Broth (PDB): Maya ve kif kontaminasyonu

Tryptic Soy Broth (TSB): Bakteri tireme

EMEM medium: 37°C’ de herhangi bir treme olup olmadiginin kontrol

MB sterilizasyon kontroll i¢in 5 grup olusturuldu.

Grup: (+) Kontrol bakteri ekimi yapildi

Grup: (-) Herhangi bir ekim yapilmamig ortamin kontrolu
Grup: UV sterilizasyon yontemi ile Uretilen MK

Grup: Ekstrizyon yontemi ile Uretilen MK

ok~ 0Dbd =

Grup: Normal laboratuvar kosullarinda uretilmis (Sterilizasyon islemi uygulanmamig)
MK
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5 grupta hicre kiltir ortaminda 48 saat, hiicre kilttir ortami, TSB ve PDB’ de 24 saat
370C’de inkibasyona birakildi. Bakteri ve kuf ekiminin yapildigi + kontrol grubunda Sekil
88'de soldaki tuplerin hepsinde Ureme gdzlemlenmistir. Herhangi bir ekim yapilmamis
ortamin kontrol grubunda (negatif kontrol) Gremenin olmamasi test icin kullanilacak olan
ortamin steril oldugunu gostermektedir. Sekil 88'deki diger gruplarin sonuclarindan da
uygulanan sterilizasyon yontemleri ile steril MK’ler Uretildigi gdzlenmektedir.

Iii

b

’.g "
e

Sekil 88. Uretilen MK’lerin hiicre kiltiird, TSB, PDB ortaminda ekim sonuglari: Herbir

resimde soldaki tip Greme kontroll; sagdaki tlpler sirasiyla,

a: MK’lerin EMEM medium ekim sonuglari; a-1)Negatif kontrol:Sadece hiicre kiltir ortami, a-2) UV sterilizasyonu ile sterilize
edilmis MK’ler a-3) Ekstrider yontemi ile sterilize edilmis MK’ler a-4) Normal laboratuvar kosullarinda uretilmis (Sterilizasyon
uygulanmamis) MK’ler

b: MK’lerin TSB ekim sonuglari; b-1) Negatif kontrol:Sadece TSB ortami, b-2) UV sterilizasyonu ile sterilize edilmis MK’ler b-3)
Ekstrider yontem ile sterilize edilmis MK’ler b-4) Normal laboratuvar kosullarinda retilmis (Sterilizasyon uygulanmamis) MK’ler
c: MK’lerin TSB ekim sonuglari c-1)Negatif kontrol: Sadece TSB ortami, c-2) UV sterilizasyonu ile sterilize edilmis MK’ler c-3)

Ekstrtider yontem ile sterilize edilmis MK’ler c-4) Normal laboratuvar kosullarinda Uretilmis (Sterilizasyon uygulanmamis) MK’ler.
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Sterilizasyon degerlendirmesi icin TSB, PDB ve hicre kiltir ortamina yapilan
ekimlerin yeterli olamayabilecegi disuUnulerek, ortamda olasi bakteri varligini arastirmak
Uzere agara tek koloni ekimleri yapildi. Tek koloni ekimleri 37 °C ‘de 15 glin inkliibe edildikten
sonra Sekil 89'de gorilecegi Uzere sonugclari alindi. Tek koloni ekimlerinde de pozitif kontrol
grubunda Ureme varken, negatif kontrol grubunda Ureme gdzlemlenmemistir. Normal
laboratuvar kosullarinda Uretilmis (Sterilizasyon uygulanmamig) MK’de bakteri ve kuf
uremesi gozlemlenmigtir. UV ve ekstrizyon yontemi ile Uretilen MK’de tek koloni ekiminde de
herhangi bir ireme gézlemlenmemistir.

(+) kontrol (-} kontrol UV yéntemi Ekstriider Sterilizasyon
yontemi uygulanmamis

Salmonella aureus
(gram +)

TSA
BA
Esherishia coli
{gram -)
NA
EMB

Sekil 89. Mikrokopukguklerin 37 °C’de 15 gunluk inkiibasyondan sonundaki fotograflar

Hem tek koloni hem de Broth ve hicre kiltir ortami ekimlerinin sonuglarina goére
steril MK Uretmek icin U.V. ve ekstrizyon yontemi kullanilabilir yontemlerdir. Ancak, U.V.
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sterilizasyon yonteminde, U.V. 1si§gi ortamda bulunan bakteri veya kufii membranini
pargalayarak yok ettijinden ortamdan bakteri kalintilari uzaklastirlamamaktadir. Ozellilke,
U.V. ile parcalama sonucu ortamda kalan DNA ve diger biyolojik molekiller canlida
immunolojik etki yapabileceginden bu teknik tercih edilmemesi kararlastiriimigtir. Bu nedenle
sterilizasyon yontemi olarak ekstriizyon yontemi tercih edilmistir.

4.2. Hedeflendirilmis ila¢ yiikli mikrokdpiikgiiklerin in-vitro etkinliginin iki boyutlu

(2D) ve li¢ boyutlu (3D) hiicre kiiltiirii diizeneklerinde belirlenmesi

Hedeflendiriimis DOX yukli mikrokdplkguklerin insan meme kanser hicresi, MDA-
MB-231, ve normal meme hcreleri, MCF10, kullanilarak iki boyutlu (2D) ve ¢ boyutlu (3D)
diizeneklerde calismalar yapilmistir. Sonuclar APPENDIX'de raporlanmistir. Bagisiklik
sistemi baskilanmig fare’de (nude mice) ilkk denemelerde MDA-MB-231 insan kanser meme
hicreleri ile timor olusturulamamistir. Timor olusumu fare meme kanser hicresi olan 4T1
hdcreleri ile basarilabilmistir. Hedeflendirilmis DOX yUkli mikrokdpuikguklerin 4T1 fare meme
kanser hucreleri Uzerine etkisi 2D ve 3D hicre kiltliriinde in-vitro kosullarda arastiriimistir.

4.2.1. Hedeflendirilmis ilag yiikli mikrokopiikgiiklerin antikanser etkilerinin iki

boyutlu (2D) hiicre kiiltiiriinde incelenmesi

Hedeflendiriimis ila¢g yuUkli mikrokdpukglklerin kanser hicreleri Uzerine etkileri
arastirilmigtir. Labaratuvarimizda tasarlanan akis dizenedi Uzerinde buluna kartusa
mikroskop lami Uzerinde 2D boyutlarda yetistirilin hicreler yerlestiriimis ve akis ortaminda
mikroképukgiiklerin hiicreler ile etkilesimleri incelenmistir. ik olarak serbest DOX'un hiicre
icerisine alim kinetigi incelenmisgtir.

iki boyutlu (2D) deney diizeneginde hiicrelere DOX yiiklemesi:

iki boyutlu hiicre kiiltiiriinde serbest DOX ve lipo-DOX'larin hiicre icerisine alinmasi
floresan mikroskop altinda gortnttlerin strekli modda kaydedilmesiyle élgtlmustir. DOX ve
lipo-DOX ylkleme islemi yaklasik 5 dakika strmustir. Ardindan, PBS tampon ¢ozelti sisteme
beslenmis ve ortamdaki serbest DOX ve Lipo-DOXlar yikanmistir. iki boyut (2D) hiicre
kultarinde serbest DOX ve lipo-DOX'un yikanmis ortamda hlicreler tarafindan alinmasi Sekil
90’de gosterilmektedir. Sekilde hucrelerin bir kisminin daha yassi bir kisminin ise daha

yuvarlak oldugunu gorulmektedir. Sekil 90(DOX)'da gorilecegi Uzere, bazi hiicrelere DOX
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gO6zle goérulur oranda alinirken, bazi hiicrelere ise sanki hi¢ alinmamaktadir. Benzer sekilde,
Sekil 90(Lipo-DOX)‘da  gorllecedi Uzere, bazi hilcrelere lipo-DOX yogun bir sekilde
alinirken, bazi hlcrelere ise yalnizca hicre duvarina adsorplanmis olduklari gorilmektedir.
DOX ve lipo-DOX’larin en ¢ok alindigi hicreler genel olarak yuvarlak hucreler olmaktadir.
DOX ve Lipo-DOX'un en az girdigi ya da hicre icine alinmadigi hlicreler ise daha ¢ok yassi
(elongated) hticreler oldugu goértlmektedir. Degerlendirmelerimizde, her iki hicre tiri g6z
onlne alinarak yapilmistir.

Sekil 90. iki boyut (2D) hiicre kiiltiiriinde serbest DOX ve lipo-DOX'un yikanmis ortamda
yassi ve yuvarlak hicreler tarafindan alinmasi.

iki boyutlu (2D) hiicre kiltirinde Lipo-DOXlarin 4T1 kanser hiicrelerine alinmasi
sonrasinda hicre canlilklarinin tryphan blue ile géruntilenmesi, ve Tryphan blue boya ile
hdcrelerin canhliklarinin gérintilenmesi, ardindan lipo-DOX ile inkiibasyonu, ve sonrasinda
tekrar tryphan blue ile hicrelerin canliliklarinin gorintilenmesi Sekil 91’daki resimlerde
gosterilemktedir. Sekil 91(a)da gorilecegi Uzere, 6zellikle yuvarlak hicrelere lipo-DOX
yuksek oranda alinmaktadir. Hicreler yikandiktan sonra tryphan blue ile boyandiginda bu
hicrelerin tryphan blue ile isaretlendikleri goriimektedir. Bagka bir deneyde, Sekil 91(b)'de
gorulecegi Uzere, hicrelerin canliliklari 6nce tryphan blue ile isaretlenmis, ardindan hlcreler
lipo-DOX ile 4 dakika inkiibe edilmiglerdir. Yikama sonrasinda hlcrelerin canliliklari tryphan
blue ile belirlendiginde lipo-DOX ile isaretli hlicrelerin tamaminin tryphan blue tarafindn
isaretlendikleri goértlmektedir. Resimlerden, lipo-DOX’larin hicre membrani ylzeyine
adsorplandigi ve hucre memraninda hasrlara yol actigi anlasiimaktadir. Sekil 91(a)da
hicrelerin blyutk bir kisminin lipo-DOX’lardan etkilendigi goértlmektedir. Tryphan blue ile
isaretlenmis hucreler lipo-DOX lie boyanmis hiicrelerle orantilidir. Sekil 91(b)'de 6lU hiicreler
tryphan blue ile isaretlenmistir ve sayica az olduklari gortlmektedir. Hiicrelerin lipo-DOX ile
inkiibasyonundan, yalnizca tryphan blue ile isaretli hiicreer degil, ayni zamanda baska diger
hicreler de lipo-DOX tarafindan boyandiklari gorilmektedir. Hicreler tekrar tryphan blue ile
boyandiklarinda, lipo-DOX etkisinden dolayi baslangictan daha faza hiicre dlimleri oldugu
resimlerden goértlmektedir. Bu deney ile, DOX ve lipo-DOX'larin hiicre membrani ylzeyine
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adsorplandigi ve hiicre memraninda hasrlara yol actigi anlagiimaktadir. Baska bir sonug ise,
DOX ve Lipo-DOX ile hicrelerin inkubasyonunda, ortamda bulunan hicre popllasyonunun
ancak belli bir kismi etkilenmektedir. Hiicrelerin ortamda bulunan blytk bir kismi ise DOX
ve Lipo-DOX’lardan etkilenmeden yapilarini koruyabilmektedirler. Bunun hicre canliliklarinda
onemli olabilecegi degerlendiriimektedir.

=

Q
~—

5
:
i

Lipo-DOX+Tryphan Blue Tryphan+(Lipo-DOX)+Tryphan

Sekil 91. (a) iki boyutlu (2D) hiicre kiltiriinde Lipo-DOX'larin 4T1 kanser hiicrelerine
alinmasi sonrasinda hiicre canlilklarinin tryphan blue ile gorintilenmesi, (b) Tryphan blue
boya ile hucrelerin canliliklarinin goérintilenmesi, ardindan lipo-DOX ile inkibasyonu, ve
sonrasinda tekrar tryphan blue ile hicrelerin canliliklarinin gérantilenmesi.

Serbest DOX ve Lipo-DOX'un hiicrelere girisini kinetik olarak incelenmek Uizere,
floresan mikroskobu ile hicreler Gzerindeki floresan yogunlugu ile hiicre ¢evresindeki bosluk
icin floresan intensiteleri Zeise mikroskop ile verilen zen programi sayesinde resimlerden
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belirlenmigtir. Hicre ici ve hicre disi intensiteler birbirlerinden ¢ikarilimis ve i1siga maruz
kalma slrelerine (exposure time) bdllnerek normalize ortalama intensiteler hesaplanmistir.
Normalize floresan intensitesi DOX konsantrasyonu ile dogrudan orantili oldugundan,
hesaplanan normalize floresan intensitelerinden hicreler tarafindan alinan DOX ve lipo-DOX
miktarlari hakkinda bilgi edinilmeye calisiimistir. Resimlerde farkli bélgelerde bulunan yassi
ve yuvarlak hicreler i¢in 6lgllen normalize floresan intensiteleri serbest DOX ve lipo-DOX
icin Sekil 92°da gdsteriimektedir. Sekil 92(a)'da gdrilecegdi Uzere, hicreler DOX ile inklibe
edildiklerinde Gzerlerindeki normalize intensite zamanla artmaktadir. Lipo-DOX ile hlicrelerin
birlikte inklbasyonundan dogan normalize intensite degerleri Sekil 92(b)'de verilmektedir.
Sekilden gorilecegi Uzere, hiicrelere DOX alimi i¢in hesaplanan normalize intensite degerleri
lipo-DOX’lar icin de benzer olarak hesaplanmaktadir. Hicreler yikandiginda normalize
intensite degerleri dismektedir. Bazen hlcre ¢evresindeki bosliklardan alinan (bakground)
floresan degerleri gercek degerlerinden farkl élgulebildiginden, normalize intensite degerleri
farkli hesaplanabilmektedir. Hesaplama hatalari géz 6nline alinarak, resimlerden hesaplanan
normalize intensite degerlerinden, serbest DOX ve lipo-DOX'un hem hicre duvarina
adsorplandigi hem de hicre igerisine alindigi anlasiimaktadir. Yuvarlak hcrelere alinan
DOX ve lipo-DOX miktari yassi hicreler tarafindan alinan DOX ve lipo-DOX miktarindan
yuksektir. Bdylece, yuvarlak hicreler daha ¢ok membrani zayif ve 6lU hicreler olarak
karsimiza ¢cikmaktadir. Yassi (elongated) hiicreler ise ilacin alinmasinda daha direngli, canli
ve saglikli huicreler olduklari anlasiimaktadir.
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g 12 Yikama =#rvassi hicro? E 15 Brvassi hucrez
o o
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H— 2 .r__u """
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Sekil 92. Yassi ve yuvarlak hicrelerde DOX alim kinetigi, (a) serbest DOX, (b) Lipo-DOX.

Farkli konsantrasyonlarda DOX ihtiva eden c¢ozelti ile inkibe edilen 2D hicre
kaltdrunde yuvarlak hlcreler ve yassi hucreler Uzerinde dlgulen normalize floresan intensite
degerleri Sekil 93'de veriimektedir. Sekilden gorilecegi tUzere, hiicrelere verilen DOX miktari
arttikga hicre icinde intensite degerleri zamanla artmaktadir. Hicreler tarafindan alinanDOX
miktari ortamda bulunan DOX konsantrasyonu ile orantili oldugu anlasiimaktadir. Yuvarlak
hicrelerde DOX girisi yassi hiicrelere gore daha fazla oldugu gorilmektedir.
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Sekil 93. Farkli DOX konsantrasyonlarinda (a) yuvarlak hicre ve (b) yassi hiicreler lizerinde

Olgulen normalize floresan intensite degerleri.

Farkh konsantrasyonlarda DOX ve lipo-DOX’larin yikama sonrasi yassi ve yuvarlak
hicrelere alim miktarlari Sekil 94’de verilmigtir. Sekilde yassi ve yuvarlak hicrelere ait
ortamdaki DOX ve lipo-DOX konsantrasyonuna bagh olarak hiicre Gzerinde dlgllen intensite
degerleri gorulmektedir. DOX ve Lipo-DOX konsantrasyonlari arttik¢a, intensite degerleri de
artmaktadir. Genel olarak, yuvarlak hiicrelerde normalize intensite degerleri her iki DOX ve
lipo-DOX igin yassi hiicrelere gore daha yliksek oldugu gortlmektedir. Buna karsin, DOX ve
Lipo-DOX ile elde edilen normalize intensite degerleri birbirine parallellik gostermektedir.
Bunun nedeni, 2D hicre kiltirinde DOX ve lipo-DOX'lar ile hicrelerin dogrudan kantakt
halde olmalari ve DOX ve lipo-DOX'un dogrudan htcrelerle temas halinde olmasindan
kaynaklanabilir. Sonug olarak, serbest DOX ve lipo-DOX’un hticre igine alimlari DOX ve lipo-

DOX'un ortamda bulunan konsantrasyonlari ile dogru orantili olarak arttigi anlasiimistir.
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Sekil 94. Farkli konsantrasyonlarda (a) DOX ve (b) lipo-DOX’larin yilkama sonrasi yassi ve
yuvarlak hucrelere alim miktarlari.
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Mikrokopukgiiklerin iki boyutlu (2D) deney diizeneginde hiicrelere baglanmasi:

Oncelikle, akis ortaminda mikrokdpuikgiklerin yiikselmeleri ve akis hizi ile yiikselme
yuksekligi arasindaki bagintilar kurulmus ve hesaplamalar yapilmigtir. Durgun bir ortamda

mikrokdpukgtklerin sivi icerisinde ylkselme hizi (u;) Denklem (12) ile hesaplanmistir.

d’ﬂ
U= g (o) g (12)

Burada,: d mikrokdpukglk capi, p sivi vizkositesi, pi ve pg sirayla sivi ve mikrokopukguk
yodunluklari, g yer c¢ekimi ivmesidir. Sekil 95°d gorllecedi Uzere, mikrokopukglklerin
yUkselme hizi ¢ap ile orantilidi ve ¢ap arttikga yukselme hizi ivmelenerek artmaktadir. Kanal
yuksekliginin 0.28 mm oldugu durumda, merkezden akmakta olan 5 um c¢apa sahip bir
mikrokopukguk, yaklasik 10 sn’de ylUkselerek ylzey duvara ulasabilir. Bu sire

mikrokdpukguk ¢api arttikga hizli bir sekilde dismektedir.
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Sekil 95. Tasarlanan akis dizenedi icin mikrokdplUkg¢ik ¢apina gbre hesaplanan yikselme

hizi ve 0.14 mm yukseklik igin ylkselme zamani.

Bu slire zarfinda, 5 ym capa sahip bir mikrokopukcik Sekil 96’de gorilecegi lUzere,
Ux=x/t bagintisi ile verilebilen ifade ile, 26 mm uzunlugunda bir yolu ylzey duvara ulagmadan
tamamlayabilir. Ancak, daha blylk capa sahip mikrokdpukglkler, ylzey duvara ulasarak

ylzeye yapisacaklardir.
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Sekil 96. Tasarlanan akig diizenegi icin 5 um ¢apa sahip bir mikrok6pukel’'gin ylzey duvara
ulasmadan ulasabilecegdi uzunluk

Model hesaplamalari test etmek igin, 5 ym boyutlarda homojen boyut dagilimina
sahip mikrokoépukglkler ve 5-50 pm boyut dagilimina sahip mikrokdplkgukler ile akis
deneyleri gerceklestiriimigtir. Kanal icerisinde olusturulan bir arka plan gorintl ile
mikrokdpukglklerin - ortamdan akiglari ¢ boyutluymus gibi daha net bir gsekilde
goruantilenmistir. Sekil 97(a)da gosterilen resim ve Ek'de verilen “3 RPM-1.avi” video ile
yaklasik 5 ym boyutlarda mikrokopukguklerin tasarlanan kanaldan akiglari gortlmektedir.
Sekil 97(b)'de gosterilen resim ve Ek’de verilen “1 RPM-1.avi” video ile ise farkh boyut
dagihmda mikrokdpukguklerin  kanaldan akiglart gorulmektedir. Videolardan gorulecegi
Uzere, kuclk boyutlardaki mikrokopukclkler ylzeye yapismadan akmalarina devam
ederken, buyuk mikrokdpukguklerin ylizeye yikseldikleri, yer yer yuzeye tutunduklari, ve akis
ile tekrar ylizeyden koparak ortamdan uzaklastiklari goéralmektedir.

Mikrokopukgcuklerin buyukliklerine bagli olarak akis kanalinda yuzeyden c¢ok uzak
seyretmeleri, ylzeye vyapismis hucreler ile mikrokdpukglkler arasinda temas
saglanamamasindan dolayl saglikh bilgi elde edilememektedir. Bu c¢alisma sonucunda,
mikrokdpukglklerin 6ncelikle ylizeye ylkselmeleri, ardindan farkli kayma gerilimlerinde akisa

maruz birakilarak hiicrelere yapisma davraniglarinin arastiriimasi amaglanmigtir.
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Video: 3 RPM-1.avi

ST ) |

o T

Video: 1 RPM-1.avi
Sekil 97. Farkh akis hizlarinda ve farkli boyutlarda mikrokdpukguklerin 2D akis dizeneginde
goruntilenmesi (a) 5 pm mikrokdpukglklerin  akisi (b) 5-50 pm boyut dagihminda
mikrokdpuikgcuiklerin akisl. ilgili videolar sisteme yiiklenmistir.

Hedeflendiriimis mikrokopukguklerin hiicrelere farkh akis hizlarinda ya da farkh
kayma gerilimlerinde baglanmalari 2D deney dizenegdi ile arastirilmigtir. Mikroskop lami
Uzerine ekilmis 2D hicrelerin bulundugu kanala bolus enjeksiyon ile sade ve hedeflendiriimis
mikrokdpukgukler génderilmistir. Akis kanalinda mikrokdpukguklerin mikroskop géruntileri
video olarak kaydedilmis ve daha sonra goruntl isleme teknikleriyle degerlendirilmistir.
Hucrelere baglanmayan mikrokdpukgtkleri ortamdan uzaklastirmak igin sistem ylksek hizda
PBS tampon c¢ozeltisi ile yikanmistir. Sade mikrokoplkguklerin iki boyutlu (2D) hicre
kiltirinde 4T1 fare meme kanser hicrelerine baglanma davraniglari Sekil 98'de farkl
zaman araliklarinda alinan video resimlerden gdsterilmektedir. Mikrok&pukgukler ilk 247 sn
icerinde hicrelerle inklibe edilmis ve daha sonradan farkli akis hizlarinda ve kayma
gerilimlerinde yikanmiglardir. Sekilden gorulecegi Uzre, sade mikrokdpukgukler 4T1
hicrelere baglanmamaktadirlar. MikroképUkglkler akis ortaminda akis ile birlikte
suriklenmekte ve hlcreler arasi olusan bosluklarda meydana gelen durgun bolgelere
hapsolmaktadirlar.
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Sekil 98. Sade mikrokopukguklerin iki boyutlu (2D) hiicre kdltirinde 4T1 fare meme kanser

hlcrelerine baglanma davranislari.

Hedeflendiriimis mikrok&pUkguklerin iki boyutlu (2D) hicre kultirinde 4T1 fare meme
kanser hiicrelerine baglanma davraniglari Sekil 99'de video resimlerinde gdsterilmektedir. ilk
300 sn igerinde hicrelerle inkibe edilmis olan hedeflendirilmis mikrokdpukglkler, daha
sonradan farkh akis hizlarinda ve kayma gerilimlerinde yikanmislardir. Sekilden goértlecegi
Uzre, hedeflendirilmis mikrokdpukglkler 4T1 hicrelere ancak az miktarda baglanmaktadirlar.
Akis ile birlikte suriklenen mikrokopukgukler hicreler arasi olusan bosluklarda meydana
gelen durgun bélgelere hapsolmaktadirlar.

90 sec, 39 rpm 300 sec, 30.rpm

470sec,40 rpm ; 565isec,50 rom 670 sec,60/rpm

780 sec, 70 rpm o930 sec;80 rpm 0 1040 sec,90 rpm

Sekil 99. Hedeflendiriimis mikrokodpukguklerin iki boyutlu (2D) hicre kiltirinde 4T1 fare
meme kanser hucrelerine baglanma davraniglari.
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Ote yandan, hedeflendirilmis mikrokdpukgukler yuvarlak hiicrelere baglanmaktadirlar.
Hedeflendiriimis mikrokopukglklerin yuvarlak hiicrelere baglanma davranislari Sekil 100’deki
video resimlerinde gosteriimektedir. Sekilden gorilecegi Uzere, hedeflendirilmis
mikrokdpukglkler yuvarlak hlcrelere tersinmez olarak baglanmisken ve akis ortaminda
birlikte haraket ederlerken, hedeflenmis mikrokdpukglklerin diger hiicrelere baglanmadiklari
g6zlenmistir. 4T1 fare meme kanser hicresi ylzeyinde yeterince EGFR reseptori
olmadigindan suphelenilmis ve bu yonde testler yapilimistir. Yapilan analizlerde, MDA-MB-
231 hucrelerinin yizeyinde %100 EGFR reseptdri tespit edilirken, 4T1 hilcrelerde ancak
%35 oraninda EGFR reseptoriu tespit edilmistir. Hucrelerin ylzeyinde ekspres edilen
reseptdriin mikrokdpukglklerin baglanmasinda énemli bir rol oynadidi kanaatine variimistir.

Sekil 100. Hedeflendirilmis mikrokdpukguklerin yuvarlak hiicrelere baglanma davraniglari.
DOX ve lipo-DOX’un hiicre proliferasyonu (cell viability %) tizerine etkisi:

Uygun serbest DOX ve Lipo-DOX dozlarini bulabilmek amaciyla iki boyutlu (2D)
hiicre kuiltirinde doz denemeleri yapiimistir. Bu amagla 75 cm?lik flasktaki hicreler 96
kuyucuklu plate’de, kuyucuk basina 10 hiicre/200 mL olacak sekilde ekilmistir. 96 kuyucugda
ekilen hucreler 37°C %5 COg igeren inkUbatérde 1 gln tutulmus, ertesi gun hcreler
tutunduktan sonra ise kuyucuklardan hicre besiyeri gekilip farkl konsantrasyonlarda DOX ve
Lipo-DOX’lu hazirlanmis besiyerler eklenmistir. Hlcrelerin canhliklari 24 saat, 48 saat, ve 72
saat sonunda MTT ve WST-1 hicre canlilik protokélleriyle (cell viability assays) ELISA
okuyucuda 450 nm ve 630 nm’de bakilmigtir.

Hucresiz ortamda MTT hicre canlilik protokoll ile hiicre canlihigi élgimui calismasi
yapilmis ve sonuclar Sekil 101°de gosterilmistir. Sekilden goérilecegi Uzere, disik DOX
konsantrasyonlarinda okunan 1gik siddeti degerleri etkilenmezken, ylksek DOX
konsantrasyonlarinda isik siddeti degerleri olmasi gerekenin Uzerinde okunmaktadir. DOX
480 nm dalga boyunda absorplama 06zelli§ olan ve 590 nm dalga boyunda floresan isik
yayan bir molekuldir. YUksek konsantrasyonlarda ortamda bulunan DOX'un absorplama
Ozelliginden dolayi, 6zellikle ylksek konsantrasyonlarda olgimlerin dikkatlice okunmasi
gerekmektedir.
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Sekil 101. Hicresiz ortamda MTT hicre canliik protokoli ile hiicre canlihgi dlgimi

calismasi.

iki boyutlu (2D) hiicre kiltiiriinde farkli serbest DOX ve lipo-DOX dozlarinda élgiilen
4T1 hicre canlilklar Sekil 102’da verilmektedir. Sekil 102(a)da 1.25 ug/ml DOX ve lipo-
DOX konsantrasyonunda 1.gun, 2.gun, ve 3.gun hicre canliliklari gosterilmektedir. Hlcreler
ekimlerinden sonra canlilklarini yitirmektedirler. Uctincii gliniin sonunda hiicrelerin canhliklari
%45’lere kadar dusgmustir. Sekil 102(b)'de farkli DOX ve lipo-DOX konsantrasyonlari igin
elde edilen hicre canliliklar verilmektedir. Hicre canliliklari DOX ve lipo-DOX igin disuk
konsantrasyonlarda hizla dismustir. Ancak, DOX'un absorplama 6zelliginden dolay! ylksek
konsantrasyonlarda hiicre canhlisinin yeterince etkilenmedigi gibi bir sonu¢ elde edilmigtir.
Dozlari 5 ug/mlPdan disuk DOX ve lipo-DOX konsantrasyonlarinda 4T1 hicre hattinin
%50’sinden fazlasinin etkilenecegdi degerlendirilmistir.
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Sekil 102. Farkl serbest DOX ve lipo-DOX dozlarinda iki boyutlu (2D) hicre kulturinde 4T1
hlcre canliliklarinin belirlenmesi, (a) 1.25 ug/ml DOX ve lipo-DOX konsantrasyonunda 1.gun,
2.gun, ve 3.gun hicre canliliklari, (b) Farklh DOX ve lipo-DOX konsantrasyonlari icin elde
edilen hicre canhliklari.

4.2.2. Ug boyutlu (3D) hiicre kiiltiirii gaigmalari

Akis kanalinda kullaniimak Uzere ¢ boyutlu hicre kiltiri matrijelllere hapsedilmis
hicre kultird yontemiyle elde edilmistir. Matrijel yontemiyle Uretilen ¢ boyutlu (3D) 4T1
kanser hicre yumaklarinin mikroskop gorintileri Sekil 103'de gosterilmektedir. Sekilden
gorilecegi Uzere, hicreler matrijel icerisine ekildiklerinde uygun formda dagilimiglar ve
bulunduklari konumda ¢ogalarak tGremelerini basarmislardir. Hiclererin bir birleri ile temas
halinde olduklari ve genel olarak, iki boyutlu (2D9 deney dizeneginde yassi (elongated)
hicreler yerine, daha ¢ok yuvarlak hiicrelerden olustuklari goériimektedir.
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Sekil 103. Matrijel yontemiyle Uretilen G¢ boyutlu (3D) 4T1 kanser hicre yumaklarinin
mikroskop goruntileri.

Ug boyutlu (3D) deney diizeneginde hiicrelere DOX yiiklemesi:

Mikroskop lami Uzerinde hazirlanan 3D hlcre kdltiri $Sekil 13'de gosterilen
labaratuvarimizda tasarlamis oldugumuz kartus Uzerine yerlestirilerek tg¢ boyutlu hiicrelerin
serbest DOX ve lipo-DOX alhm hizlari ve miktarlari floresan mikroskop vasitasiyla
Olcllmustir. Serbest DOX ya da Lipo-DOX’un 3D hicre kilttirG tarafindan alinmalar yaklasik
5 dakika kamera atagmanli floresan mikroskop ile izlenmistir. Boylece, serbest DOX ya da
Lipo-DOX’'un 3D hucre kultirinde hicreler ya da hiicre yumaklar tarafindan aliglari kinetik
Olgulebilmistir. Ardindan PBS tampon ¢ozelti ile ortamdaki serbest DOX ya da Lipo-DOX
yikanmisgtir. Yikama sonrasi hticreler tarafindan alinan serbest DOX ve Lipo-DOX miktarlari
tespit edilmistir. Ug boyutlu 4T1 hiicre kiltirinde serbest DOX ve lipo-DOX'larin alim hizlari
ve miktarlari Sekil 104’de verilmektedir. Sekil 104(a)da serbest DOX'un 3D hicre
yumaklarina (spherule) alis hizi verilmektedir. Sekilden goérulecegi Uzere, serbest DOX
hicreler igerisine zamanla alinmaktadir. Jel'lesmis matrijel'in yilkama esnasinda yuzeyine
adsorplanan DOX'lardan kurtuldugu ve arka plan (background) floresan sinyalinin azaldigi ve
bu esnada hesaplanan normalize intensite degerlerinde artma oldugu goértlmektedir. Yikama
sonunda 3D hlzre yumaklari tarafindan absorplanan DOX miktarlari tespit edilebilmistir.
Sekil 104(b)de lipo-DOX'larin 3D hicre kultirinde hicre yumaklari tarafindan
absorplamalari gorilmektedir. Ancak, daha sonra bahsedilecegi Uzere, matrijel’lerin
olusturdugu jel yapisi ne lipozomlarin ne de mikrokdpukguklerin hiicre yumaklarina gegisine
izin vermemektedir. Farkli konsantrasyonlarda ortama gonderilen lipozomlar zamanla jel
yuzeyine yapigsmakta, floresan intensitelerinde bir artis olmakta, ve yikama ile birlikte
ylzeyden ayrilarak uzaklagsmaktadirlar. Ug boyutlu (3D) hiicre kiiltirinde hiicre yumaklari

tarafindan absorplanmis DOX miktarlari Sekil 104(c)de gdsteriimektedir. Sekilden
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gOrilecegi Uzere, serbest DOX ve lipo-DOX normalize intensite degerleri arasinda oldukga
bayudk bir fark vardir. Serbest DOX matrijel gdzenek yapisi igerisinden rahatlikla gegebilirken,
DOX ihtiva eden lipozomlar jel gdzeneklerinden gecememekte ve bdylelikle hicre
yumaklarina ulasamamaktadirlar.
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Sekil 104. Ug boyutlu 4T1 hiicre kiltiriinde serbest DOX ve lipo-DOX'larin alim hizlari ve
miktarlari, (a) Serbest DOX'un hcreleri alis hizlari, (b) Lipo-DOX'un hticrelere alig hiclari, (c)
3D hcre kilttrinde hicrelere alinan DOX ve Lipo-DOX miktarlari.

Uc boyutlu (3D) hiicre kiltirinde farkli akis hizlarinda hedeflendirilmis
mikrokopukguklerin 4T1 hicre yumaklarina baglanmasi matrijel’in jel gézenek yapisinin nano
boyutlarda olmasindan dolayi basarili olamamigtir. Ug boyutlu (3D) hiicre yumaklarinin
matrijel icerisinde mikroskop gorlntlsu ve matrijel icerisine hapsedilmis hlcre yumaklarinin
ve akis kanalinin temsili gorantist Sekil 105'da gosterilmektedir. Sekilden goérilecegdi Uzere,
hedeflendirilmis mikrokdpUkg¢iklerin 3D hicre kultirinde akis kanalina gdnderilmesiyle 3D
hicre yumaklari floresan mikroskobun Ust fokus bdlgesinde rahatlikla gorilebilmektedir.
Mikroskobun alt fokus bolgesinde gecmekte olan mikrokdpUkgikler net bir gsekilde
goriulebilmektedir. Bu goruntilerden hareketle, matrijel ortaminda 3D hiicre yumaklari ile akis
kanalinda ilerleyen mikrokdpukguklerin bir birleri ile temasinin bulunmadidi anlagiimigtir.
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Sekil 105. Ug boyutlu (3D) hiicre kultiriinde farkli akis hizlarinda hedeflendirilmis
mikrokdpukguklerin 4T1 hicre yumaklarina baglanmasi, (a) 3D hiicre yumaklarinin matrijel
icerisinde mikroskop goéruntisu, (b) matrijel icerisine hapsedilmis hiicre yumaklarinin ve akis
kanalinin temsili gérintasu.

Hucre proliferasyonu (cell viability %) tayini:

Uc boyutlu (3D) hiicre kiiltirii ile serbest DOX ve lipo-DOX'un etkilesimlerini
incelemek Uzere 96’lik kuyucuklarda 3D hucre kdltrd hazirlanmis  ve farkli
konsantrasyonlarda DOX ve lipo-DOX kullanilarak hiicre canliliklarina bakilmistir. Ug boyutlu
(3D) hlcre kulturinde farkli konsantrasyonlarda DOX ve lipo-DOX ile hucre yumaklarinda
hdcrelerin canliliklari (cell viability %) Sekil 106’de veriimektedir. Sekilden gorulecegi Uzere,
artan serbest DOX miktarlari ile hicre canlliklarinda bir azalma olamktadir. Hucre
canhliginin  %50’seviyesine dismesi i¢cin nano gobzenekli matrijel yapisinda DOX'un
konsantrasyonunun yaklasin 100 ug/ml civarinda olmasi gerektigi anlasiimaktadir. Lipo-DOX
icin hiicre canlilik deerleine bakildiginda, lipozomlarin matrijelin nano gdézenekli yapisindan
hicrelere ulasamamasindan dolayi hicre canliliklart %90’nin Uzerinde dlgulmustir ve 3D
¢alismalarinda anlamli bulunmamistir. Mevcut sonuglar degerlendirildiginde, hedeflendirilmis
mikrokopukguklerin in-vivo tUmor mikrogevresinde hucrelere yapisma davranisinin disuk
olacagi ve tiumoér tedavisinin daha ¢ok mikrokdpukguklerin pompolama ve mikrojet gibi diger
Ozellikleri dolayisi ile hucrelere ilag tasinimini kolaylastiracagi degerlendiriimektedir.
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Sekil 106. Ug boyutlu (3D) hiicre kiiltiriinde farkli konsantrasyonlarda DOX ve lipo-DOX ile
hicre yumaklarinda hicrelerin canhiliklari (cell viability %).

4.3. Hedeflendirilmis ila¢ yukli mikrokoplikcuklerin biyouyumluluk testlerinin
yapilmasi, ilag tasiyici system olarak meme tiimori olusturulmus farelerde

kanser teshis ve tedavisinde kullaniimasi

4.3.1. iki farkh tiirde (rodent ve tavsan) hayvan modelinde biyouyumluluk

calismalarinin yapilmasi

1. Nekropsi Sonuglari

Hedeflendirilmis mikrokoplkcik (D-MK) verilmesinden 24 saat sonra 5 sigcan ve
14.ncU gunde galismaya alinan diger hayvanlar 35 mg/kg Ketamin HCI + 5 mg/kg ksilazin
kombinasyonu intraperitoneal verilerek genel anesteziye alinmistir. Daha sonra nekropsi
amaci ile hayvanin dis bakisi ve vicut kompartmanlari (cavum thoracis, cavum abdominus
ve cavum cranii) ic baki yapilarak nekropsi bulgulari degerlendirilmistir. Degerlendirilen
parametreler toplu olarak Tablo 3’'de verilmistir. Hayvanlarin dis bakisinda, hayvanlarin
tuyleri, deri, adiz, genital bosluklari ve gozleri incelenmis ve Sekil 107(a)'da gorildugu lzere
herhangi bir patolojik durum gézlenmemistir.

ic baki icin hayvan supin pozisyonda tespit edildikten sonra, genital ¢ikintinin hemen
onlnden baslayarak agiz bosluguna kadar deri ensizyonu yapilarak deri, deri alti insize
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edilerek, deri derialti ve kaslarda bir patolojik olusum olup olmadigi incelenmigtir. Daha sonra
linea alba cizgisi Ustinde karin kaslari kesilerek énce cavum abdominus, sternotomi
yapilarak cavum thoracis i¢i organlar daha sonrada craniotomi yapilarak beyin ve beyincik
nekropsisi yapilmigtir.

Cavum abdominus agildiktan sonra hemotolojik ve serum biyokimyasi incelemek
amaci ile vena cava caudalis’ten 8 ml kan toplanmistir. Daha sonra cavum abdominus igcinde
once periton olmak Uzere, karin ici sivi toplanmasi (ascites), karaciger-hepar, mide-gaster,
barsaklar-intestin, bobrekler - ren durumu makroskobik olarak incelenmis ve Tablo 3’deki
parametreler agisindan degerlendirilmistir. Daha sonra cavum thoracis i¢i organlar, pleura
basta olmak Uzere akcigerler, timus ve kalp degerlendirilmigtir. Cranitomi i¢in kafa derisi
Ustten acilarak oksipital, parietal ve frontal kemikler kostatom yardimi ile Ustten kaldirilarak
cavum cranii acllarak beyin zarlari (pia mater, arachnoid ve dura mater), beyin ve beyincik
degerlendirilmistir.

Histopatolojik degerlendirme igin nekropsi sirasinda bdbrekler, karacigerin lobus
hepatis sinister, sag akcigerin loblari, kalp, beyin ve beyincik organlari alinarak histopatoloji

laboratuvarina génderilmistir.

Hayvanlarin i¢ organlarinin incelenmesinde batin agilarak organlarin rengi, hemoraji,
yapigiklik, organ blyukligu ve organ yerlesimleri kontrol edilmis ve herhangi bir patolojik bir
durum goérulmemistir (Sekil 107(b)).

Cavum abdominus icinde assite rastlanmamis ve organlar periton, karaciger, kalin ve
ince barsaklar, mezenter, gaster, pankreas ve bobreklerde patolojik bir durum
g6zlenmemistir.

Cavum thoracic i¢i pleura, akcigerler, kalp ve timis Uzerinde yapilan incelemede
patolojik bir duruma rastlanmamisgtir (Sekil 107(c)).

Cavum cranii icinde beyin zarlari, beyin ve beyincik incelenmis olup herhangi bir
patolojiye rastlanmamistir (Sekil 107(d)).
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Sekil 107. (a) Sican makroskobik dis gorinimu, (b) Sakrifiye edilen hayvanda cavum
abdominus organlarin gorinimiu, (c) Cavum thoracis organlarinin goérinimu, (d) Cavum

cranii i¢i beyin ve beyincik goérinumu

2. Sicanlarda Doksorubisin yiikliT mikrokopikg¢iiklerin (D-MK) biokimyasal

parametreler lizerine etkisi:

D-MK grubunda 24.saatte serum glukoz ve kreatinin diizeylerinde, kontrol grubunun
baslangic degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh artma bulundu (p<0.01
ve p<0.01, sirasiyla). D-MK grubunda 24.saatte AST, LDH ve CK dizeylerinde, kontrol
grubunun baslangic degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalma
bulundu (p<0.01, p<0.01ve p<0.01, sirasiyla) (Tablo 3.1.3). D-MK grubunda 24. saat ve
14.gin serum glukoz ve kreatinin dizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (p>0.05).

Kontrol grubu ve D-MK grubunun 14. gin biyokimyasal parametreleri
karsilastirildiginda; D-MK grubunda CK-MB duzeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma bulundu (p<0.05). (Tablo 5).
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Tablo 5. Deney grubu siganlarinin biyokimyasal parametreleri

Parametre Kontrol grubu Kontrol grubu D-MK grubu D-MK grubu
(Baslangig) (n=5) | (14.glin)  (n=5) | (24.saat) (n=5) | (14.gun) (n=5)
Glukoz 139.00+£3.14 222.60+ 3.46 455.20+68.93** 346.8 + 31.85
Kreatinin 0.32+0.02 0.41+0.04 0.59+0.05** 0.5660+ 0.03
AST 155.60+8.06 110.40+ 4.47 107.60+ 3.43** 117.2+ 2.33
ALT 56.00+4.28 52.20+3.53 54.80+1.36 55.4043.31
LDH 1910.00+£125.40 | 1049.00+121.60 | 626.00+154.00** 750.01£124.2
CK 1141.00+41.14 596.40+83.43 416.20+92.26™* 443.6+78.00
CK-MB 529.60+102.20 796.40+103.20 703.20+£129.10 362.4+63.00*

* p<0.05, ** p<0.01 kontrol grubuna goére anlamlihd gosteriyor.

3. Sicanlarda Doksorubisin yiklii mikrokopiikgiiklerin (D-MK) hematolojik

parametreler lizerine etkisi:

D-MK grubunda 24.saatte PCT ( platelet - trombosit ) diizeylerinde, kontrol grubunun
baslangi¢ degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artma bulundu (p<0.05)
(Tablo 6).

Kontrol grubu ve D-MK grubunun 14, hematolojik  parametreleri
karsilastirildiginda; D-MK grubunda MPV (Mean Platelet Volume, ortalama trombosit hacmi),
PCT ( (platelet - trombosit ) ve PDW (Platelet Distribution Width, trombosit dadilim genisligi)

dizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artma bulundu (p<0.01, p<0.01ve p<0.01,

glin

sirasiyla) (Tablo 6).
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Tablo 6. Deney grubu siganlarinin hematolojik parametreleri.

Parametre Kontrol grubu Kontrol grubu D-MK grubu D-MK grubu
(baglangig) (n=5) (14.90n) (n=5) (24.saat) (n=5) (14.gun) (n=5)
Lokosit 13.18+1.36 9.1040.97 11.56+0.97
Eritrosit 7.64+0.20 7.96+0.37 7.64+0.20
Hemoglobin 13.90+0.34 14.00+0.47 13.90+0.34
Hematokrit 46.52+1.65 48.96+2.13 49.1840.46
MVC 60.70+1.23 61.64+1.81 62.06+0.86
MCH 18.20+0.39 17.66+0.53 17.94+0.29
MHCH 29.94+0.36 28.66+0.39 28.96+0.17
RDW 16.08+1.33 18.58+2.16 15.14£0.55
Trombosit 882.00+47.54 1021.004£20.52 998.00+34.11
MPV 6.72+0.09 7.84+0.73 8.82+0.28*
PCT 0.60+0.03 0.81+0.09* 0.88+0.06*
PDW 14.76+0.09 14.8840.16 15.26+0.06*
Notrofil % 16.38+1.10 18.40+1.08 21.80+2.08
Lenfosit % 77.30+1.13 76.50+0.96 71.90+2.21
Monosit % 5.50£0.55 4.08+0.77 5.30+0.49
Eosinofil % 0.7040.16 0.90+0.06 0.90+0.21
Bazofil % 0.1240.02 0.12+0.02 0.10£0.00

*p<0.01 kontrol grubuna gore anlamliligi gosteriyor.

4. Sicanlarda Doksorubisin yiiklii mikrokopiikgiiklerin (D-MK) idrar parametreleri

uzerine etkisi:

D-MK grubunda 24.saatte ve 14.glinde idrar kreatinin dizeylerinde, kontrol grubu

degerleri ile kargilastinildiginda istatistiksel olarak anlamli artma bulundu (p<0.01 ve p<0.05,

sirasiyla) (Tablo 7).

Tablo 7. Deney grubu siganlarinin idrar parametreleri.

Parametre Kontrol grubu Kontrol grubu D-MK grubu D-MK grubu
(baslangicg) (14.gun) (24.saat) (14.gun)
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Protein 12.63+1.18 13.40+1.10 14.47+1.95
Mikroalbumin 0.25+ 0.06 0.18+0.04 0.19+0.03
Kreatinin 5.96+0.24 7.51+£0.19** 8.45+0.71*

*p<0.05, p<0.01 kontrol grubuna goére anlamliligi gosteriyor.
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5.S1canlarda Doksorubisin yilikli mikrokopiik¢iiklerin (D-MK) su-yem tiiketimi, idrar

voliimii ve digki miktarina etkisi:

D-MK grubunda su ve yem tuketimi, idrar volumu ve diski miktarinda, kontrol grubu

degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmadi (p>0.05)

(Tablo 8).

Tablo 8. Deney grubu si¢anlarinin su-yem tuketimi, idrar volimu ve diski miktari

Parametre Kontrol grubu (baslangic) D-MK grubu D-MK grubu
(n=5) (baslangig) (14.gun)
(n=10) (n=5)
Su tuketimi (mL) 38,60+2,60 38,60+1,82 44,40+4,12
Yem tuketimi (gr) 21,80+0,88 22,95+1,74 27,00+1,74
Idrar miktari (mL) 14,00£0,89 12,40+0,72 18,80£2,01
Digki miktari (gr) 11,20+0,52 8,50+0,83 13,00+0,99

Deney boyunca gruplar arasi ve grup ici sican agirliklarinda istatistiksel olarak anlaml

degisiklik saptanmadi (p>0.05).

6. Sicanlarda Doksorubisin yuklii mikrokopiikgliklerin (D-MK) viicut sicakligina etkisi:

D-MK grubunda 30.dk, 1.saat ve 4.saat vicut sicakliklarinda kontrol grubu ile

karsilastirildijinda istatistiksel olarak anlamli azalma bulundu (p<0.01, p<0.01 ve p<0.05,

sirasliyla) (Tablo 9).

Tablo 9. Deney grubu siganlarinin vicut sicakhgi

Deney Vicut sicakligi

gruplar 30.dk 1.saat 4 .saat 24 saat 7.gun 14.gUn

Kontrol 36.36+0.28 36.70+0.20 36.10+0.43 | 35.56+0.39 | 35.54+0.44 | 34.58+0.62

grubu (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

D-MK 34.26+£0.35* | 34.80+0.17** | 34.56+0.29* | 35.27+0.37 | 34.28+0.43 | 34.82+0.26

grubu * (n=10) (n=10) (n=10) (n=5) (n=5)
(n=10)

*p<0.05, ** p<0.01 kontrol grubuna gore anlamhligi gésteriyor.
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(D-MK) biyokimyasal

D-MK grubunda 14.glinde serum glukoz dizeylerinde, kontrol grubunun baslangi¢

degerleri ile kargilastinidiginda istatistiksel olarak anlamli artma bulundu (p<0.019) (Tablo

10)

Tablo 10. Deney grubu tavsanlarinin biyokimyasal parametreleri.

Parametre Kontrol grubu (baslangic) D-MK grubu
(n=5) (14.gun) (n=10)

Glukoz 122.20+4.53 657.60+£124.80 *
Kreatinin 0.79+0.06 1.018+0.05877
AST 23.80+2.04 30.60+5.627

ALT 44.20+5.66 48.40+4.781

LDH 258.80+45.28 144.001£40.24

CK 1210.00+£148.70 903.40+186.70
CK-MB 626.00+26.53 409.60+74.24

*p<0.01 kontrol grubuna gére anlamhligi gosteriyor.

8. Tavsanlarda Doksorubisin yukli mikrokdpukgiiklerin (D-MK) hematolojik

parametreler lizerine etkisi:
D-MK grubunda 14.glinde MHCH (Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu ) ve

lenfosit (%) dizeylerinde istatistiksel olarak anlamli azalma bulundu (p<0.05 ve p<0.05,

sirasiyla) (Tablo 11).

126




Tablo 11. Deney grubu tavsanlarinin hematolojik parametreleri.

v

TheiTAK

Parametre Kontrol grubu D-MK grubu
(baglangig) (14.g0n)
(n=5) (n=10)

Lokosit 9.98+0.59 8.94+0.68
Eritrosit 6.72+0.16 4.42+0.16
Hemoglobin 14.04+0.12 9.00+2.70
Hematokrit 44.30£0.49 32.34+0.49
MVC 66.16+1.98 73.30+2.43
MCH 20.92+0.56 19.26+2.04
MHCH 31.68+0.26 26.10+2.38 *
RDW 14.78+0.45 14.34+0.32
Trombosit 348.80+18.11 294.80+118.30
MPV 7.34+0.42 9.06+0.42
PCT 0.28+0.02 0.26+0.09
PDW 15.04+0.17 15.28+0.15
Nétrofil % 25.38+3.16 32.16+0.95
Lenfosit % 69.46+2.89 59.144+2.01*
Monosit % 3.00£0.49 6.50+1.54
Eosinofil % 0.02+0.02 0.14+0.09
Bazofil % 2.14+0.39 2.260+0.22

*p<0.05 kontrol grubuna gére anlamhligi gosteriyor.

9. Tavsanlarda Doksorubisin yiikli mikrokoplikgiiklerin (D-MK) vicut sicakligina

etkisi:
D-MK grubunda 1. saat, 4. saat, 24.saat ve 7.gun tavsan vicut sicakliginin kontrol

grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artma bulundu (p<0.01, p<0.05,
p<0.05 ve p<0.05, sirasiyla) (Tablo 12).
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Tablo 12. Deney grubu tavsanlarinin vicut sicakhgi

Deney Vucut sicakhgi

gruplar 30.dk 1.saat 4.saat 24 saat 7.gun 14.gun
Kontrol

grubu 38.02+0.09 | 36.52+0.24 | 36.54+0.46 | 37.32+0.32 | 36.98+0.41 | 37.66+0.56
(n=5)

D-MK

grubu 37.7£0.10 | 38.224+0.29** | 38.4410.45* | 38.24+0.22* | 38.44+0.29* | 37.94+0.14
(n=5)

**p<0.01, *p<0.05 kontrol grubuna gére anlamliligi gésteriyor.
Deney boyunca gruplar arasi ve grup ic¢i tavsan agirliklarinda istatistiksel olarak anlaml
degisiklik saptanmadi.

Sican ve Tavsanlarda Doksorubisin yiiklii mikrokopiikgiiklerin (D-MK) histopatojik

etkisi:

Sakrifikasyon sonrasi organlar cgikarildiktan sonra 2 gun sire ile tamponlu %10
formaldehit solisyonu iginde oda sicakliginda bekleyen dokular fikse olmustur. Fiksasyon
sonras! dokulardan en genis yuzine 3mm kalinlikta seri kesitler atilarak organlarin kesit
yiizleri makroskopik olarak incelenmistir. incelenen organlar kalp, akciger, bobrek, beyin ve
karacigerdir. En demonstratif alanlardan kesitler alinarak kasetlenmis %10 formaldehit iginde
hizmet alimi yapilan laboratuvara ulastirilmistir. Bu laboratuarda uzun doku takip islemi
uygulanmistir. Dehidrate edilip kurutulup parafin emdirilmis olan dokular, parafin bloklara
gémuilmustir. 5 mikrometrelik mikrotom ile kesitler alinip 60 derece su havuzunda
kirisikliklari agilan kesitler lamlar Gzerine alinmistir. Bu lamlar ksilol icinde deparafinize edilip
azalan alkol serilerinden gecirilerek, suya getirilip, hematoksilen yilkama eosin yilkama ile
boyama yapilip tekrar artan alkol serilerinde dehidrate edilmistir. Ksilol ile seffaflandirilip
entelan ve lamelle kapatimistir. Olympus egitim mikroskobunda incelenmis ve dijital
fotograflanmistir. TUm olgulara ait mikrofotograflar ek pdf dosyadadir.

1.Grup: Sigan kontrol n=5 hayvan (SF) 14 giin sonlandirma
Temel Onkoloji laboratuari patolojik inceleme kayit numarasi 36-40/2017 protokol

numara ile incelenmistir. Sekil 108’da goruldugu Uzere, her 5 sicanin kesitlerinde incelenen

tum organlarin kesitleri olagan morfolojidedir.
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Sekil 108. Toksisite grubu sigan AF grubunda 36/17 nolu kesitte akciger parankiminin
olagan mikroskopik goérinumda, (b) Toksisite grubu sican AF grubunda 36/17 nolu kesitte
karaciger parankiminin olagan mikroskopik gértinimui, (c) Toksisite grubu sican AF grubunda
36/17 nolu kesitte bobrek parankiminin olagan mikroskopik gérinimda, (d) Toksisite grubu
sican AF grubunda 36/17 nolu kesitte beyin parankiminin olagan mikroskopik gérinimd, (e)
Toksisite grubu sigan AF grubunda 36/17 nolu kesitte kalp kasi parankiminin olagan
mikroskopik gérinimu

2.Grup: Tavsan kontrol n=5 hayvan (SF)

Biyokimyasal analiz vardir. Patoloji yoktur. ilk giin kan alinan tavsanlar grup 4 olarak
kullaniimistir.
3.Grup: Sigan toksisite n=10 hayvan (22,6 pg/mi-1 ml)

Patoloji no 42-51/2017 kodludur. 42-46/2017 doksorubisin yUkli mikroképukguk
verildikten sonra 14. gin sonlandiriimigtir. 47-51/2017 doksorubisin yUkli mikrokdpukgik
verildikten sonra 24 saat sonra sonlandiriimigtir.

incelen dokularda mikroskobik diizeyde patoloji saptanmamistir. Tim gruplarin
mikroskopik fotograflari ek dosyadadir.

129



v

TheiTAK

4.Grup: Tavsan toksisite n=5 hayvan (22,6 pg/mi-5 ml)

Patoloji 52-56/2017 kodlu 5 tavsana ait organ kesitleri yer almaktadir. Doksorubisin
yukli mikrokopukglk verildikten 14 gin sonra sonlandiriimistir. Akciger ve bobrekte yer yer
konjesyon bulgusu disinda patoloji izlenmemigtir. Bu konjesyon 6lim ani dolagim stazi

sonucu oldugu yorumuna variimistir.

PATOLOJIK TANI ve YORUM: Tek doz doksorubisin yiiklii mikrokdpiikciik
uygulanan sican ve tavsanlarda 24 saat ve14. gun sakrifikasyon sonrasi kayda deger
histopatolojik bulgu izlenmemistir. incelenen organlar kalp, beyin, karaciger, bébrekler ve
akcigerlerdir.

TARTISMA:

Akut tek doz (uzatilmig) toksisite calismalarinda doksorubisin  yuklU
mikrokdpukguklerin (D-MK), siganlarda 24.saatte serum glukoz ve kreatinin dizeylerini
artirdig1 ve bu artisin 14. gunde de devam ettigi, tavsanlarda da benzer bir sekilde 14.gln
serum glukoz dizeylerinin  arttigi  bulunmustur. Siganlarda  doksorubisin  yUklu
mikrokopukguklerin 24. saat ve 14.glinde idrar kreatinin duzeylerini arttirdigr goraldu.
Liposomal doksorubisin formilasyonuna ait preklinik glvenlilik verilerinde farelerde,
tavsanlarda ve maymunlarda intraventz tek doz uygulamanin nefrotoksisite yol actigi rapor
edilmekle birlikte pazarlama sonrasi guivenlik c¢alismalarinda hastalarda 6nemli bir
nefrotoksisite gézlenmedigi bildiriimektedir (2). Bu bulgular sonuglarimiz ile uyumlu olup D-
MK’nin, sigan ve tavsanlarda yapilan tek doz (uzatiimig) toksisite ¢alismalarinda goézlenen
serum ve idrar kreatinin duzeylerindeki artma nedeni ile olasi nefrotoksisitelerin ve kan
glukoz seviyelerinindeki degisimin gz ardi edilmemesi gereklidir.

Akut tek doz (uzatiimig) toksisite calismamizda D-MK, siganlarda hemogram
degerlerinden MPV, PCT ve PDW dulzeylerini arttirdi, tavsanlarda ise MHCH ve lenfosit (%)
duzeylerini azaltti. Tum diger hemogram parametreleri Gzerinde 6nemli bir degisiklige neden
olmadigi icin sadece bu parametrelerdeki dedisim g6z o6nutne alindigindan toksisite
acisindan anlamli bir risk olusturmayacagi kanaatindeyiz.

Akut tek doz (uzatiimis) toksisite ¢alismalarinda D-MK, siganlarda vicut sicakligini
(30.dk, 1.saat ve 4.saatte) azalttigi, tavsanlarda ise vicut sicakligini (1. saat, 4. saat, 24.saat
ve 7.gunde) arttirdigi gézlendi. Vicut sicakliginda gruplar arasinda 14.gtinde anlamh fark
bulunmamasi nedeniyle D-MK’e bagh bir enfeksiyon riski olmadigi kabul edilebilir.

D-MK’in akut tek doz toksisite calismalari boyunca takip edilen her iki trin canli
agirlik degisimi, su-yem tuketimi, idrar-diski miktari, klinik gézlem ve nekropsi bulgulari

Uzerine olumsuz bir toksik etkileri gézlenmemistir.
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Sonug¢ olarak doksorubisin yUkli mikrokopukglklerin, sican ve tavsanlarda yapilan
tek doz (uzatilmig) toksisite ¢alismalarinda g6zlenen serum ve idrar kreatinin diizeylerindeki
artma nedeni ile olasi nefrotoksisitelerin ve kan glukoz duzeyindeki artigin gbz ardi
ediimemesi  gereklidir.  Histopatolojik dizeyde degisiklik saptanmamistir.  insan
uygulamalarina gegmeden Once tekrarlayan doz toksisite, subkronik ve kronik toksisite
calismalarinin da yapilmasinin faydali olacagi kanaatindeyiz.

4.3.2. Nude farelerde meme tiimori olusturulmasi

Tuimor enjeksiyonundan itibaren her glin hayvanlar kontrol edilmistir. Sekil 109de
goruleegi Uzere, 8.gundeki kontrolde Nude Mice-1'de timor olusumu
g6zlenmistir. Nude Mice-2'de ise timdr olusumu gdzlenmemistir.

TUmor enjeksiyonu sonrasi Nude Mice-1’de 8.ci ginde timér 1 cm capa ulasmis
olup, Nude Mice-2’de timaorin ¢api 12.ci ginde 1 cm’e ulagsmistir.

15. glnde mikrokdpukclk enjeksiyonu yapiimistir. MikrokdpUkglk enjeksiyonunu
takiben 18. giinde Nude Mice-1'de nekroz goériimus, Nude Mice-2'de ise timdrin hemen
altinda timoruin enjeksiyonu sirasinda o bolgeye seeding gortlmustar.
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Sekil 109. Nude Fare-1 ve Nude Fare-2’de timér olusumunun gozlenmesi
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Nude Farede Tiimér Hacim Olgiimii

Tdmorlerin boyutunun 6lgimu iki tarli (1) manuel ve (2) ultrasonografik olarak
gercgeklestirilmigtir. Tamor boyutlarinin manuel dlgimunde Sekil 110'de gorulen surmeli
kumpas kullaniimistir. TUmor boyutu dlgtlecek hayvan diz bir sekilde, timdrinin en belirgin

olacagi sekilde tutulduktan sonra timor boyut 6lcimU gergeklestirilmistir.

Sekil 110. Manuel yontemle nude farenin sirtinda bulunan timér boyutlarinin élgiiimesi.

Ultrasonografik 6lgum ise Visual Sonics Vevo 2100 model hayvan deneylerine dedike
yuksek ¢ozunarlikli ultrasonografi cihazinin 6zelliklerinden biri olan 3D gorintileme ile
gerceklestiriimistir. Ultrasonografik olgimde, Sekil 111'da gorildigu Gzere, kiglk deney
hayvani stabilizasyon tablasi Uzerine yerlestirilen ve anestezi altinda bulunan nude farenin
sirtindaki timor Gzerine cihazin MS550 yuksek ¢ozunurlUkli probu (22-55 MHz), G¢ boyutlu
transduser konumlandirma sistemi yardimi ile yerlestirilmistir.

Sekil 111. Sirtinda tiimor bulunan ve kiglk deney hayvani tablasi lizerine konumlandiriimis

nude fare.
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Mikromanipulator ile stabilizasyon tablasi hareket ettirilerek tUmor ultrasonografik

olarak goéruntilenmigtir (Sekil 112).

Sekil 112. Ciltalti yerlesimli timoérlerin iki boyutlu ultrasonografik goérintlsi ile ilk

degerlendirme gercgeklestirildikten sonra 3D goriuntllemeye gecilmistir.

Mikromanipulatorin cetveli yardimi ile 3D goéruntileme motoruna bagli olan bu prob,

timorin tam orta noktasina konumlandiriimistir (Sekil 113).

Sekil 113. Probu hareket ettiren 3D goérintlileme motoru ve U¢ boyutlu konumlandirma
sistemi ile timaorian degerlendirilmesi mimkin olmaktadir.

Cihazin 3D goruntileme yazihmi ve 3D goérintileme motoru yardimi ile nude fare
1’de 2 cm’lik, nude fare 2’de ise 3 cm’lik bir segment 0,5 mm araliklarla otomatik olarak
ultrasonografik kesitler alinarak goruntilenmistir. Nude Fare 1’de 40 kesit, nude Fare 2'de 60
kesit alinmigtir. Cihazin 3D yazilimi sayesinde timorlerin G¢ boyutlu goérintist elde
olunmustur. Bu U¢ boyutlu géruntiler Gzerinde yazilim volim 6lgimuine olanak vermektedir.

3D hacim dl¢gimd, elde olunan goérlntilerin 3D degerlendirme yaziliminda agilmasi
ardindan 6lcim yodntemi olarak paralel ve rotasyonel metodlar opsiyonunun segilmesi ile
tumor orta hattindan her iki ydne olacak sekilde en az 10 ila 12 kesitte timor sinirlari manuel
olarak cizilerek gerceklestirilmigtir.

Sekil 114’'de gorllecegdi Uzere, bu cizimler tamamlandiginda yazilim tim timoérin

sinirlarini otomatik olarak belirleyerek timor volimini hesaplamaktadir. Nude Fare-1 (Video
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2) ve Nude Fare-2’ye ait (Video 3) 3D video goruntuleri rapor ekinde verilmistir. Nude Fare-
1’e ait timor volimiad 709 mm3 (Video 2) ve Nude Fare-2’ye ait timor volimi 96 mm3 (Video

3) olarak dl¢ulmustdr.

Video 2 mice 1 8.gun_2016-02- Video 3 mice 2. 8. gun._2016-02-18-
18-19-32-1111.avi 19-51-35.avi
Sekil 114. Cilt alti yerlesimli timdrlerin sinirlari otomatik olarak ¢izilmis ve bu sayede hacmi

hesaplanabilmistir.

4.3.3. Biyouyumlulugu denenmis olan ilag yiikli hedeflendirilmis
mikrokopukgiiklerin  timoér olusturulmus farelerde uygulanmasi,
ultrasonografi ile goriintileme altinda mikrokopiikg¢iiklerin izlenmesi,
mekanik indeks artirilarak patlatilmasi, ve kanser hiicre ve dokusunda

ila¢ salinimlarinin artiriimasi

Bir cm ve Uzeri Tiimér Boyutu Olan Grubun Bulgularn:

ilk gecis PE ve 4 dklik siirecte kontrast dagihm egrileri degerlendirildiginde MB
grubunda 2, DOX-MB grubunda 1 hayvanda egri dagilimlari beklenen hemodinamik yanita
uymamaktaydi. Diger 13 farede ise ekojenite dagiim egrileri beklenen hemodinami ile
uyumluydu. Kontrast egrisi anlamli olmayan bu 3 hayvanin timinde (Kafes 7 Cizgi 3, Kafes
9 Cizgi 1, Kafes 9 Cizgi 2) MB enjeksiyonu uygulamada sorunsuz gerceklestiriimekle birlikte
timor dokusunda ultrasonografik degerlendirmede vizualize edilebilen ekojenite artisi
saptanmamistir. Bu durum kontrast maddenin hedef diizeye istenilen sekilde ulasmadigini
dusindurmekte olup sorun hayvana ait anatomik varyasyonlara ya da MB’larin in vivo
ortamda 6ngorilemeyen bir nedenle hizli yikimina bagh olabilir. Bu 3 hayvandan 2’si MB
enjeksiyon grubunda olup biri ise DOX-MB enjeksiyon grubundadir. MB grubunda olan 2
hayvanin (Kafes 7 Cizgi 3, Kafes 9 Cizgi 1) timdr nekroz oranlari sirasi ile %5 ve %10 olup,
DOX-MB grubunda olan bir hayvanin (Kafes 9 Cizgi 2) nekroz orani %80’dir. Bu U¢ hayvanda

nekroz oranlarinin bulunduklari gruplarda beklenen dizeyler ile uyumlu olmasi
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goruntilemede ekojenite artisi saptanmamasinin  tedavi Uzerine etkisi olmadigini
disundurmektedir. Bu hayvanlarda MB’larin timdrde ekojenite artigi olusturmamig olmalari
ya da hedef dizeye saglam olarak varamamigs olmalarinin tedavi etkinligini degistirmedigi
distndlmds olup Kafes 9 Cizgi 2 numarali farenin nekroz orani olan %80 nekroz orani
calismadaki en yuksek nekroz oranidir.

Hedeflendiriimis MB baglanma oranlari (PA:Percent Agent) degerlendirildiginde 2 fare
disinda diger 14 farenin baglanma oranlari oldukg¢a dislk ve anlamsiz diizeydedir. 2 farede
ise PA yuzdeleri %6 duzeylerinde olup muadil ilag Vevomarker igin belirtilen baglanma
yluzdeleri ile benzer, karsilastirilabilir dizeydedir. Bu iki fareden biri (Kafes 8 Cizgi 2) MB
enjeksiyon grubunda olup timoér nekroz orani %3 gibi oldukga disik bir deger olup
bulundugu grup igin olagandir. Diger fare (Kafes 8 Cizgi 5) ise DOX-MB grubunda olup
nekroz orani %50 dlizeyindedir. Bu nekroz orani bulundugu grup igin uygun olmakla birlikte
ayni DOX-MB grubunda olan Kafes 7 Cizgi 5 numarali farede ise nekroz orani %60 olmasina
ragmen baglanma yuzdesi 0,004 gibi olduk¢a dusuktir. Bu bulgular bize deney grubumuzda
efektif baglanmanin saglanamadigini ve efektif baglanma olabilecek 2 farede ise nekroz
oranlarinin baglanma duizeyi ile iligkisiz oldugunu digstindirmektedir.

PA dlzeylerinin  disuk c¢ikmasi hedeflendiriimis  MB’larin  timdr dokusuna
baglanmadigini ve timoér dokusunda akiimule olmadigini distindirmektedir. Bu durum timaor
dokusunda, baglanmayi saglayacak EGF ekspresyonunun olmamasina sekonder olabilir. Bu
durum timor olusturmadaki hicre hatlarinda EGFR ekspresyon testindeki diguk baglanma
dizeyi ile paralellik gdostermektedir.

iki cm’den Kiigiik Tiimér Boyutu Olan Grubun Bulgular:

Bu grupta 5 farede ilk enjeksiyonda timor gelismis ancak 2 farede timor gelisimi ilk
enjeksiyonlarda saglanamamigtir. Tumor gelisen 5 nude fareye timdér boyutlari 8 mm ve
altinda iken enjeksiyon gergeklestirilmistir. ilk enjeksiyonda tiimor gelismeyen 2 farede ise
tekrar enjeksiyon ile tumor gelistiriimis ve kontrol grubu olarak ayrilmiglardir.

ilk gecis PE ve 4 dakikalik slrecte kontrast dagilim egrileri degerlendirildiginde bu
grupta tim ekojenite egdrileri anlamli ve beklenen sekilde gerceklesmistir.

PA degerleri 5 farede de oldukga dusik (%0,3 ve altinda degerlerde) olup spesifik
baglanmanin olmadigini gostermektedir. Bu durum 1 cm den buyuk tumor grubunda da
oldugu gibi EGF ekspresyonunun yokluguna sekonder olabilir.

Enjeksiyon gunu ultrasonografik degerlendirme uygulanan tim hayvanlardan; sadece
MB verilen grupta, sadece bir farede (Kafes 7 Cizgi 3) boyutsal bliyime saptanmamis olup

tumor hacmi stabil kalmis iken diger dlgim yapilan farelerde hacim artisi saptanmigtir.
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DOX-MB verilen grupta ise sadece bir farede (Kafes 8 Cizgi 5) timor hacminde
gerileme izlenmistir. Bu farede enjeksiyon giinli hacim 87 mms3, sakrifikasyon giinii hacim 72
mm?tir. Yine bu farede baglanma orani %6,39 olup diger farelerin baglanma oranlarina gére
belirgin ylksektir.

Tablo 13. Tim gruplardaki 35 hayvanin timoér boyut farki, nekroz, apoptoz ve canlilik
oranlarinin ortalamalari

Parametreler Ortalama Deger p Degeri Istatistiksel Anlam
Tamor Boyut Farki 1,6571 0,145 YOK
Nekroz 35,4 0,000 VAR
Apoptoz 17,2571 0,001 VAR
Canlilik 63,0 0,000 VAR
Karaciger Hasari - 0,000 VAR

istatistiksel analiz sonucunda p degeri 0,05’ten kiiciik olan veriler istatistiksel anlamli
degisiklik gostermis olarak degerlendirilmistir.

Histopatolojik Degerlendirmenin Yapilmasi:

Atimik nude farelerden sakrifikasyon sirasinda alinan dokulardan yapilan
histopatolojik degerlendirmede akciger (Sekil 115), bobrek (Sekil 116), beyin (Sekil 117),
karaciger (Sekil 118), ve timor dokulari (Sekil 119) incelendi. Akciger, bdbrek ve beyinde,
tim gruplar i¢in normal histoloji gézlendi.
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Sekil 115. Kontrol (A), DOX (B), MB (C) ve MB-DOX (D) gruplarinda akciger dokusunun
histopatolojik goéruntusu. Akciger dokusundan alinan Kkesitler histopatolojik olarak
incelendiginde tim gruplar i¢cin normal histopatoloji gézlendi.

Sekil 116. Kontrol (A), DOX (B) , MB (C) ve MB-DOX (D) gruplarinda bébrek dokusunun
histopatolojik goérintist. Bobrek dokusundan alinan kesitler histopatolojik olarak
incelendiginde tim gruplar i¢cin normal histopatoloji gdzlendi.
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Sekil 117. Kontrol (A), DOX (B), MB (C) ve MB-DOX (D) gruplarinda beyin dokusunun
histopatolojik gorintiust. Beyin dokusundan alinan kesitler histopatolojik olarak
incelendiginde tim gruplar igin normal histopatoloji gézlendi. Karacigerde ise, DOX ve Lipo-

DOX gruplarinda, her bir gruptaki 7’ser olgunun parenkiminde spotty nekroz tarzinda hasar,
hafif dizeyde dikkati cekmistir.

Sekil 118. Kontrol (A), DOX (B), MB (C) ve MB-DOX (D) gruplarinda karaciger dokusunun
histopatolojik goérintist. Karaciger dokusundan alinan kesitler histopatolojik olarak
incelendiginde, Doxorubicin ve Lipozomal Doxorubicin gruplarinda karaciger parenkiminde
spotty nekroz tarzinda hasar, hafif dizeyde dikkati gcekmistir.
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Sekil 119. Kontrol (A), DOX (B), MB (C) ve MB-DOX (D) gruplarinda tumdr dokusunun

histopatolojik goérintisu.

Her bir grupta 7 olgu olmasi nedeniyle non-parametrik test yapiimistir. 2'den fazla
grup olmasi ve gruplarin birbirinden bagimsiz olmalari nedeniyle, Kruskal Wallis testi
uygulanmistir. Bu test ile gruplar arasinda timor boyut farki, apoptoz, nekroz ve canlilik
oranlari, karaciger hasari degerlendirilmigstir.

5 gruptaki toplam 35 hayvanin timér boyut farki, apoptoz, nekroz ve canlilik
degerlerinin ortalamalarina bakildiginda, Tumdér boyut farki orani %1,6, Nekroz orani %35,4,

apoptoz orani %17,2 ve canlilik orani %63 olarak belirlenmistir.

Tablo 14. Kruskal Wallis-H testi sonucu anlamli ¢ikan gruplarin arasinda Mann Whitney-U
testi uygulanmasi sonucu timoér boyut farki, nekroz, apoptoz ve canllik degerlerinin

istatistiksel olarak karsilastiriimasi

Tumor Boyut Farki Nekroz  Apoptoz  Canlilik  Karaciger Hasari

Grup
p Degeri p Degeri p Degeri p Degeri p Degeri

Kontrol x DOX 0,259 0,01 0,01 0,01 0,026
DOX x MB-DOX 0,71 0,209 0,017 0,007 0,026
MB x MB-DOX 0,011 0,017 0,097 0,128 1
Kontrol x MB 0,456 0,053 0,456 0,456 1
Kontrol x MB-DOX 0,097 0,007 0,017 0,004 1
Kontrol x Lipo-DOX 0,902 0,001 0,004 0,001 0,026
Dox x Lipo-DOX 0,535 0,902 0,011 0,001 1

Istatistiksel analiz sonucunda p degeri 0,05'ten kiclk olan veriler istatistiksel anlamli

degisiklik gostermis olarak degerlendirilmistir.
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DOX ve kontrol gruplari karsilastirildiginda, timoér boyutu farki icin istatistiksel anlamh
bir degisiklik goézlenmemistir (p=0,259). istatistiksel olarak; nekroz (p=0,001), apoptoz
(p=0,001), canhlik (p=0,001) ve karaciger hasari (p=0,026) degerlerinde anlaml fark
g6zlenmistir. Kontrol grubu icin tim %92 hicre canlihdi, %3 apoptoz, %2,3 ise nekroz
g6zlenmis olup; DOX grubunda %16 canlilik, %38 apoptoz ve %60 nekroz belirlenmistir.
DOX grubunda hilcre canhligi, kontrol grubuna goére anlamli oranda azalis gdsterirken,
apoptoz ve nekroz oranlari kontrol grubuna gére anlamli oranda artis géstermigtir.

DOX ve MB-DOX gruplari karsilastirildiginda, timor boyutu farki (p=0,710) ve nekroz
(p=0,209) agisindan istatistiksel anlamli bir degisiklik saptanmamigtir. Canliik (p=0,007),
apoptoz (0,017) ve karaciger hasari (p=0,026) acisindan ise istatistiksel anlamli fark
belirlenmigtir. DOX grubu i¢in %16 htcre canlligi, %38 apoptoz, %60 nekroz gézlenmis olup;
DOX yukld mikrokdpukgluk grubunda %58 canlihk, %16 apoptoz ve %44 nekroz
saptanmistir. DOX grubunda, canlilik dederi DOX ylUklenmis mikrokdpukgik grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli azalis gosterirken, apoptoz orani istatistiksel olarak anlamli artis
gostermistir.

MB ve MB-DOX gruplari karsilastirildiginda, timér boyut farki (p=0,011) ve nekroz
(p=0,017) acisindan istatistiksel anlaml bir fark gézlenirken, apoptoz (p=0,097), canllik (p=
0,128) ve karaciger hasari (p=1,000) agisindan istatistiksel anlamli fark gézlenmemistir. MB
grubu igin tum hayvanlarin ortalamalar alindiginda, %2,28 timoér boyut farki, %80 hicre
canlihgi, %9 apoptoz, %6 ise nekroz gézlenmis olup; MB-DOX grubunda %7,1 timdr boyut
farki, %58 canlilik, %16 apoptoz ve %44 nekroz gbézlenmistir. MB-DOX, MB grubuna goére
tumor boyutunda istatistiksel anlamli bir azalig belirlenmis, nekroz oraninda ise istatistiksel
anlaml bir artis saptanmamistir. Karaciger hasarina bakildiginda, her iki grupta da karaciger
hasari anlamli dizeyde olmadigindan, 2 grup arasinda karaciger hasari bakimindan anlamli
bir fark bulunmamaktadir.

Kontrol ve mikrokdplkguk gruplari karsilastirildiginda, timér boyut farki (p=0,456),
apoptoz (p= 0,456), nekroz (p=0,53) ve canllik (p=0,456) degerleri arasinda istatistiksel
anlamh bir fark gozlenmemistir. Kontrol ve mikrokdpukguk gruplari karsilastirildiginda,
kontrol grubu igin tim hayvanlarin ortalamalari alindiginda, %92 hucre canlihgi, %3 apoptoz,
%2,3 ise nekroz gdzlenmis olup; mikroképukglik grubunda %80 canlilik, %9 apoptoz ve %6
nekroz izlenmistir.

Kontrol ve MB-DOX gruplar karsilastirildiginda, timér boyutu farki (p=0,097) ve
karaciger hasari (p=1,000) icin istatistiksel anlamli bir degisiklik yoktur. Nekroz (p=0,007),
apoptoz (p=0,017) ve canliik (p=0,004) acisindan ise istatistiksel anlamh farkhlik
g6zlenmistir. Kontrol grubu icin tim %92 hicre canhligi, %3 apoptoz, %2,3 ise nekroz

g6zlenmis olup; doxorubicin ylklenmis mikroképlikglk grubunda kontrol grubuna goére %58
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canlilik, %16 apoptoz ve %44 nekroz goézlenmigtir. MB-DOX grubunda, apoptoz ve nekroz
oranlarinda istatistiksel anlamli bir artis gézlenirken, canlilik degerinde istatistiksel anlamli bir
azalis goézlenmistir.

Kontrol ve Lipo-DOX gruplari karsilastirildiginda, timdér boyutu farki (p= 0,902) igin
istatistiksel olarak anlamh bir fark gézlenmemigken, nekroz (p=0,001), apoptoz (p=0,004),
canhlik (p=0,001) ve karaciger hasari (p=0,026) acisindan ise istatistiksel anlaml bir farkllik
g6zlenmistir. Kontrol grubu igin %92 hicre canhligi, %3 apoptoz, %2,3 ise nekroz gézlenmis
olup; Lipo-DOX grubunda %66 canlilik, %18 apoptoz ve %63 nekroz gézlenmistir. Lipo-DOX
grubunda nekroz, apoptoz ve karaciger hasari agisindan istatistiksel anlamli bir artis
g6zlenirken, canlilik oraninda istatistiksel anlamli bir azalis gdzlenmistir.

DOX ve Lipo-DOX gruplarn karsilastinildiginda, gére timér boyutu farki (p=0,535),
nekroz (p=0,902) ve karaciger hasari (p=1,000) igin istatistiksel anlamli bir degisiklik
g6zlenmemistir. Apoptoz (p=0,011) ve canlilik (p=0,001) acisindan istatistiksel anlamli bir
farklilik goézlenmistir. DOX grubu igin tim hayvanlarin ortalamalari alindiginda, %16 hucre
canlihgi, %38 apoptoz, %60 ise nekroz var olup; Lipo-DOX grubunda %66 canlilik, %18
apoptoz ve %63 nekroz gbézlenmistir. DOX grubunda Lipo-DOX grubuna goére, apoptoz orani
istatistiksel olarak artis gozlenirken, canlilik oraninda istatistiksel olarak anlamli azalig
belirlenmigtir.

Lipo-DOX ve MB-DOX gruplari karsilastirildiginda, MB-DOX grubunda %58 canlilik,
%16 apoptoz ve %44 nekroz gézlenmis olup; Lipo-DOX grubunda %66 canlilik, %18 apoptoz
ve %63 nekroz gdzlenmistir. Bu verilere gore sadece karaciger hasarinda istatistiksel olarak
anlamh bir degisiklik gézlenmis olup, timoér boyut farki, apoptoz, nekroz canlilik agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.

Hedeflendirilmis mikrokopukg¢iik verilen timor boyutu 1 cm altinda olan niide farelerin

histopatolojik bulgulari

Bu grupta 7 ek nude fare deney hayvanlari etik kurulundan talep edilmis ve onay
alindiktan sonra, bu farelere ayni yéntemle ayni sayida ve ayni yere 4T1 hilicre enjeksiyonu
yapilmistir. 7-10 giinde her bir timoér 8-9 mm boyuta ulasinca, 5 fareye (5.108 MB/ml .
4.5.10® pg-DOX/MB . 0.3 ml =) 6.7 ug-DOX/fare hedeflendiriimis DOX yiikli mikrokopulkglk
verildi. 2 fare’ye yalnizca SF verilip kontrol olarak degerlendirildi. 4.ct gin sakrifiye edildi.
Tamodre ait boyut ve oranlar Tablo 15°'de yer almaktadir. Tablodan goérilecegi Uzere, ultrason
altinda hedeflendirilmis mikrokdpukgtklerin timér boyutu 8 mm’in tzerinde timorlerde timor
boyutunda 6nemli bir kiiciime ve %40’lara varan nekroz’a sebebiyet verdigi gorilmektedir.
Tamoér boyutu 8 mm’den kiglk olan timorlerde ise enjekte edilen hedeflendirilmis
mikrokdpukgukler timor boyutunda kigllme yaratirken, nekroz oranlarinda bir degisime
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sebebiyet olmamistir. Kontrol grubunda timor boyutlarinda herhangi bir degisim olmazken,

nekroz oranlarinda herhangi bir etki goérilmemistir. Boyutlari 8 mm’den kiguk tumdrlerde

henlz damarlasma olugsmadigindan dolayi olabilecegi degerlendirilmistir.

Tablo 15. Timor boyutu 1 cm altinda olan hedeflendirilmis mikroképukcik ¢alismasi

No Cizgi No Grup Enjeksiyon Sakrifikasyon Boyut farki Nekroz orani
Gunu (1. GUnU (mm) (%)
Gun) (4.Gun)
Tamor Tamor
Boyutu Boyutu (mm)
(mm)
1 1-CizGI, MB-DOX 10 6 -4 40
92/17
2 2-CizGi, MB-DOX 11 7 -4 35
93/17
3 3-CizGi, MB-DOX 9 3,5 -5,5 30
94/17
4 CizGisiz, MB-DOX 8 4 -4 0
95/17
5 4-CizGi, MB-DOX 8 4 -4 3
96/17
6 CizGisiz, KONTROL 10 12 +2 2
97/17
7 1-CizGi, KONTROL 6 6 0 0
98/17
p Paired 0,034 0,093 0,012
Degeri sample T Ortalamalarin Ortalamalarin
test: karsilagtirilmasi  karsilastiriimasi

Tam farelerin kalp, akcigerler, karaciger, bobrekler ve beyin dokulari histopatolojik

incelendi. Yer yer bobreklerde ve akcigerlerde konjesyon gézlendi. Bu bulgular élim ani

bulgulari olarak yorumlandi. Histopatolojik bulguya rastlanmadi. 5 farenin timorinde 2

kontrolle kargilastirildiginda, boyutta kigilme ve nekroz oraninda artma saptandidi icin

MB+dox’un timore etkili oldugu ve yan etki olusturmadigi yorumuna ulasildi.

olarak desteklendi.
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EGFR immunhistokimyasal Analiz

Calismamizda kullanilan 4T1 hicrelerindeki EGFR reseptérinin protein dizeyinde
ekspresyonunu MDA231 hicreleri ile karsilastirmali olarak semikantitatif olarak saptamak
amaclyla Ventana Discover cihazinda otamatik olarak, manuel olarak ve dis laboratuarda
DAKO otomatik immunhistokimya boyama cihazlar ile 3 kez EGFR antikoru ile boyama
yapildi. Santa Cruz marka EGFR (A-10): sc-373746 kodlu antikor 1:100 dilisyonda calisild1.
Primer inkUbasyon suresi 1 saatti. Degerlendirmeler arasinda fark saptanmadi.

Sekil 120. (a) MDA M1231 hicreleri %100 +2 ekspresyon; (b) 4T1 hicreleri %30 +1
dizeyde ekspresyon gostermistir.

4T1 hucrelerinde ekspresyon daha dusuktir ama vardir. 4T1 hicreleri Her2 negatif
(triple negatif) meme kanseridir. EGFR Her?’leri saptamaktadir. 4T1 fare kokenli hucre
hattidir. MDAMB231 nude farelerimizde timor olusturmadigi icin bu hlicre hattina gecilmistir.
Kullandigimiz Santa Cruz primer antikor antihuman antirat antimouse Ozelliktedir. Bu
nedenle false negatiflik olmadigi kesinlesmistir. Test ayrica farkli laboratuar, farkli alet, ayni
laboratuar farkli metodlarla gerceklestirilerek valide edilmigtir. Bu ekspresyon dusuklagu
mikrobubblelarin hicrelere tutunmalarindaki azhgr aciklayabilir.

TARTISMA

istatistiksel analizler incelendiginde timdr dokusundaki nekroz orani kontrol grubu ile
mikrobubble+doksorubisin grubu arasinda istatistiksel anlamli fark gostermigtir. Bu fark
mikrobubble+doksorubisin grubunda nekrozun arttiyi yéntndedir. Tumor dokusu igcinde
nekroz kemoterapi etkisinin iyi bir gostergesidir. Hucre olumuna gosterir. Tumor boyut farki,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli degildir. Anlamli fark olmamasinin nedeni olarak
sakrifikasyonlarin 4. gunde yapilmasi gosterilebilir. Doxorubicin grubundaki timérlerde
nekrotik ve apoptotik etki, kontrol grubuna gére anlamli artista iken, Doxorubicin grubundaki
timorlerde resorbsiyon olmayigi, timoér boyutunda fark olmamasinin nedeni olarak

gOsterilebilir. Tumoér dokusu iginde kemoterapi etkisi ile nekroz olustuktan sonra parcalanmis
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nekrotik hilcreler zaman iginde ortamdan uzaklastirilir ve timoér boyutunda kigliime
belirginlesir. Ancak 6zellikle son grubumuzda ilag 6ncesi ve sonrasi boyutlar arasinda paired
sample T test uyguladigimizda timér boyutunda degisim saptanmasinin istatistiksel olarak
anlamh olmasi boyut fark degisiminin de 4.cl gun gibi akut etki slUresinde bile ila¢ etkisini
destekledigini gostermektedir.

Hayvan kullanimini minimum sayida tutmak amaciyla, tek doz MB-DOX denenmis
olmasi, hayvanlara ultrason altinda goéruntileme isleminin hayvan refahi agisindan her gin
yapilamiyor olusu, timoér boyutunda istatistiksel anlamli azalma olmamasinin nedenleri
arasinda gosterilebilir.

Ghannam ve arkadaglari, Doxorubicin yukli lipozomlarin, bazi kati tumorlerde,
serbest Doxorubicin ile karsilastirildiginda daha etkili oldugunu géstermiglerdir. Bu ¢alismada
ilag enjeksiyonlari timor hacim geligmesine bakilmaksizin 7.gunde yapimigtir. Bizim
calismamizda ise tumoér enjeksiyonunu takiben timér hacim kontroli yapilmis ve ilag
enjeksiyonu, timor hacmi 1cm®e ulastiginda yapilmistir. Calismadaki kontrol ve serbest
DOX (2ug Dox/ Hayvan Agirhdi g) grubu hayvanlari 30. gine kadar yasatilirken, Lipo-DOX
grubu hayvanlari 60.glne kadar yasatiimiglardir. Bizim ¢alismamizda ise tim gruplarda ilag
enjeksiyonundan sonraki 4. gine kadar yasatiimiglar, 4. glinde timor boyut Slgimuni
takiben sakrifiye edilmiglerdir. Kontrol grubunda hayvanlarin sakrifiye edildigi 30. glndeki
timor buyukligi 0,93 cm? iken serbest DOX grubunda timor blyUkligi 0,85 cm®tiir. Lipo-
DOX grubunda tim&r buydkligu, ancak 40. ginde kontrol ve serbest DOX igeren grubun
tumor blyutklugune yaklasabilmistir. Ancak 40. ginden sonra timaor bdylimesi devam etmistir
ve sakrifikasyonun yapildigi 60. glinde timor biyukligad 1,5 cm?® olarak Olglimistir.
Calismada ilag yuklu lipozomlarin, ilacin metabolizma ve bagisikhk tepkilerinden koruyarak
daha uzun sire etkili tuttugunu, bu nedenle sakrifikasyonun kontrole ve serbest DOX'a gére
daha ileri bir zamanda yapildigina dikkat gekilmistir.

Gao ve arkadaslarinin atimik nude farelerle yaptiklari ¢galismada hayvanlarda timor
olusumu goézlendikten sonra tedavi 2 ay boyunca, haftada 1 gun ilag verimi olacak sekilde
slirerken; bizim c¢alismamizda timor ¢api 1 cm®e ulastigi andan itibaren ilag uygulamasi
yapilmis ve ilag uygulamasini takiben 4 giinde hayvanlar sakrifiye edilmistir.

Calismada hayvanlarin sag ve sol arka kisimlarinda timoér olusturulmustur.
Tamorlerin ikisine de 0,75 mg/ml dozda lipozomal kapli DOX yUkli mikrokdplkguk verilmistir.
Bizim galismamizda ise hayvanlara 0,125 mg/ml olacak sekilde DOX verilmigtir. bu
calismada, hayvanlardaki timérlerin bir tanesine ilag verilmesine ragmen ultrason
uygulanmazken diger timoére ila¢ enjeksiyonundan 4 saat sonra ultrason uygulanmistir.
Bizim calismamizda ise ilag uygulamasi ile ayni anda ultrason uygulamasi da yapiimis,
mikrokdpukgukler ultrason altinda patlatiimistir. Calismada 2 aylik tedavi suresince ultrason

145



v

TheiTAK

almis timorin blylmesinin, ultrason almamis olan timér blyimesine gére anlamh farkhlik
gOsterdigi belirtiimisse de, her iki uygulamada da timdr boyut kiigllmesi gézlenmemistir.

Lentacker ve c¢alisma arkadaslarinin  melanom hicrelerinde DOX  yUkli
mikrokdpukguklerin ultrason ile etkilesiminin incelendigi bir c¢alismada, DOX yuklu
mikrokdpukguklerin, ultrasona maruz birakildiginda, serbest lipozomal doxorubicinlerden ¢ok
daha fazla timaor hicresi 6ldarildigu gosterilmistir. Bu ¢galismada BLM melanom hiicre hatti
kullaniimis ve Lipo-DOX, ultrason ile indiklenmis Lipo-DOX ve Ultrason ile indiklenmis DOX
yukld mikrokopukguklerin hicre canliigina etkisi, hacre kiltird duzeyinde incelenmigtir. 30
ug/ml DOX konsantrasyonunda, ultrason ile indiklenmis DOX yUklu mikrokdpukguk %40
canhlik gosterirken, Lipo-DOX ve ultrason ile indiklenmis Lipo-DOX gruplarinda yaklasik
%80 hucre canhhgdr gostermigtir. Doz artigi ile beraber ultrason ile induklenmig DOX yuklu
mikrokdpukguklerin hiicre 6limdnd arttirdigr gosterilmistir. Ultrason ile indiklenmis DOX
yukli mikrokdpukgukler 50 pg/ml’lik DOX dozunda %70 canlilik, 100 ug/mr’lik DOX dozunda
ise %60 canlilik gostermistir.

Escoffre ve arkadaslari ise hem glioblastoma hem de meme kanseri hicreleri
Uzerinde, ultrason altinda farkli tlrlerdeki mikroképukgiklerin, DOX'un antitimdral etkinligi
Uzerinde etkisini incelemiglerdir. Bu ¢alismada U87-MG glioblastom hicreleri kullaniimis ve
serbest DOX ve 200 kPa, 400 kPa, 600 kPa ultrason degerlerinde indiklenmis DOX yUklu
mikrokdpukguklerin hiicre canliligina etkisi 48. saatte MTT testi ile degerlendirilmistir. Buna
gore serbest DOX %60 civarinda bir canlilik gdsterirken, 200 kPa, 400 kPa ve 600 kPa
ultrason degerlerinde indiklenmis serbest DOX'ta canlilik sirasiyla yaklasik %40, %20 ve
%18 bulunmustur. Bu calisma ile, ultrason ve mikrokdpukgulklerin kullanimi sonucu kanser
hlcresinin élimunde artis oldugu gdsterilmistir..

5. SONUCLAR

Kanser gunimuzde en dnemli 6lum nedenleri arasinda yer almaktadir. Ne yazik ki,
kanser tedavisinde kullanilan kemoterapik ilaglar yalnizca hastalikli hticreleri degil, ayni
zamanda vucudun tum bolgelerine yayilarak saglikli hicreleri de etkilemektedir. Bu nedenle,
ilacin tim vicuda dagiimasi yerine dogrudan kanserli bolgeye ulastiriimasi ve hedef bdlgede
hdcre igine alimi igin alternatif sistemlerin gelistiriimesi dnem arz etmektedir. Bu projede, bir
kanser tlrd olmak tzere, meme kanserine spesifik belirteclerle isaretlenmis ve kemoterapétik
ajanla yUklenmis mikrokdpukgUklerin, kanser teshis ve tedavisinde kullanilabilecegi
gosterilmistir. Geligtilen sistemin en blyulk avantaji, ultrasonografi gibi son derece yaygin
kullanimda olan, x-i1sini igermeyen, guvenli, ucuz bir cihazla kanserli dokunun gergek
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zamanl goruntilenebilmesi (real-time imaging), ve non-invaziv olarak lokal kemoterapi
uygulanabilmesine olanak saglayan bir ydntem olusudur.

Calismalarda, ilk 6nce degisik oranlarda DSPC, kolesterol ve lipopolimerden iceren
lipozomlar hazirlanarak, Uretim kosullari ve DOX yukleme parametreleri optimize edilmistir.

Lipozomlara pH gradiyenti altinda aktif ylikleme metodu kullanilarak doksorubisin
yuklenmigtir. Lipozomlara DOX yuklemenin, sabit lipid miktarlarinda DOX konsantrasyonu ile,
ya da sabit DOX consantrasyonunda lipid miktarlari ile, Langmuir tipi bir davranis gosterdigi
bulunmustur.

Degisik biyotin yogunluguna sahip ilag yUkli lipozomlarin mikrokdpukcuklere avidin-
biotin kdprusu ile baglanmasi saglanmistir. Mikrokdpuikgik ve lipozom Uzerindeki biyotin
yogunlugunun mikrokopukciklere DOX yuklemede etkili oldugu saptanmistir. Ancak, yuksek
biyotin konsantrasyonlarinda mikrokdpukgiklere DOX yuklemesi olumsuz etkilenmistir.

Mikrokopukguklere DOX ylklemede hem mikrokdpukgik ve hem de lipozom
kompozisyonuna %0.05 biyotin yogunlugunun ideal oldugu saptanmistir.

MikrokopukgUklere yiklenebilen DOX miktari yaklasik 4.5 .10® ug-DOX/MB olarak
bulunmustur.

Doksorubisin yuklenmis ilk yerli Uretim hedeflendirilebilir ultrason kontrast ajani
mikrokdpukguklerin in-vitro deneylerinde %60 ve Uzeri power Doppler guglerinde hizla ve
blylk oranda yikiminin saglandigi saptanmistir. Bozulma %100 gug¢te maksimum seviyede
ve hizda gerceklesmektedir.

In-vivo deney hayvani modelinde, hedeflendirilebilir ultrason kontrast ajani
mikrokdpukguklerin hedeflenen bdlgeye ulastiriimasi, ultrason altinda gorintilenmesi, hedef
bolgede patlatiimasi ve bu sayede ilacin hedef bdélgede kontrolli salinimi denenmis ve
saglanmigtir.

Ultrasonografik degerlendirmeler sonucunda deney grubunda timor boyut artisinin
durdurulamadigi, genel olarak efektif baglanmanin saglanamadigi belirlenmektedir. Bunun
da EGFR ekspresyonunun yetersiz olmasina bagli olabilecegi distnulmustir, nitekim bu
durum timor olusturmadaki hicre hatlarinda EGFR ekspresyon testindeki diguk baglanma
dizeyi ile paralellik gdéstermektedir.

TUmdr dokusunda nekroz oranlarinda kontrol grubuna gbére anlamli fark saptanmasi
doksorubisin yukli mikrokdpukguklerin timoér boyutunda degisiklik olusturmamasina karsin
nekrozu arttirdigini ortaya koymaktadir. Tedavi etkinliginde spesifik baglanma olmaksizin
olasilikla lokal ultrasonografik artmis permeabilite etkisi ile hlicre igine gecis sayesinde lokal
tedavi etkinligi artmaktadir.

Doksorubisin yUkli mikrokdpulkguklerin, sican ve tavsanlarda yapilan tek doz
(uzatilmig) toksisite calismalarinda histopatolojik dizeyde degisiklik saptanmamistir. Ancak
go6zlenen serum ve idrar kreatinin diizeylerindeki artma nedeni ile olasi nefrotoksisitelerin ve
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kan glukoz diizeyindeki artisin géz ardi edilmemesi gereklidir. insan uygulamalarina
gecmeden dnce tekrarlayan doz toksisite, subkronik ve kronik toksisite c¢alismalarinin da
yapilmasi faydali olacaktir.
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EKLER
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insan Meme Kanser Hiicresi, MDA-MB-231, Ve Normal insan Meme Hiicresi, MCF10A,

Kullanilarak Yapilan in-Vitro Galigsmalar

Manyetik bezlerle 2 boyutlu (2D) kalip olusturma optimizasyonu ve PDMS kalip
hazirlama: iki boyutlu kalip olusturmak icin ilk olarak manyetik bez kullanildi. Kanal genisligi
1 cm olacak sekilde kesilen manyetik bezlerin uglarina yan akis kanali olusturabilmek icin tel
yerlestiriidi ve  PDMS bu kalibin Uzerine doékildi. PDMS’in polimerlesmesi icin oda
sicakliginda gecen iki giin bekleme suresinin ardindan PDMS kalip, manyetik bezden etanol
yardimiyla ayrildi, kesildi ve teller cekilerek yan akis kanali olusturuldu (Sekil 121).
Temizleme protokoliinin ardindan, PDMS lam ile UV/ozon uygulandiktan sonra yapistirilip
kanal olusumu tamamlandi. Gorintilemede kullanilacak mikroskobun goérintilemeyi Ustten
saglayacak olmasi ve hicrelerin PDMS ylizeye yapismamasi sebebiyle camin Ust tarafta
olmasi gerekiyordu. Bu durumda altta olacak olan PDMS Uzerinde olusturulacak delikler ve
akis borulari sizintiya sebep oldu ve kanalin mikroskop Uzerine yerlestiriimesinde sorun
yarattl. Akis kanallarinin yan taraftan olmasi bu problemin asilmasina olanak sagladi. Daha
sonra bu yontemle ayni anda tek c¢ip Uzerinde iki kanal olusturmak amaciyla manyetik
bezden yapilmig ikinci kalip hazirlandi (Sekil 122). Bdylece zaman ve malzeme kullaniminin
azaltiimasi hedeflendi. Ancak manyetik bezlerin elle kesilmesi sebebiyle standart kanallar

olusturmanin guc¢lugu litografi teknigiyle kalip olusturmaya karar verilmesine neden oldu.

Kanal genisligi 1 cm

Manyatik bez Yan alig kanall alugtuFrrakicin kullamilzn tel

Sekil 121. Tabani (siyah ile gosterilen) ve kanali (beyaz ile gdsterilen) manyetik bez
kullanilarak olusturulmus kalip ve akis igin boru girisini saglamak amaciyla kullanilan tel.

Kanal genislig: 1 cm, yuksekligi 1mm.
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Delgec yaricapiz 0.7mm

Kanal genisligi: 5Smm

Kanal yikseklig: Imm

Sekil 122. A. iki kanal iceren cip Uretimi icin manyetik bezden hazirlanan kalip. Delgec
yarigapi: 0.7mm, kanal genigligi: 5mm, kanal yiksekligi: 1mm. B. iki kanalli kaliptan uretilen
PDMS c¢ip.

Manyetik bezlerle 3 boyutlu (3D) kalip olusturma optimizasyonu ve PDMS kalip
hazirlama: Sekil 123A’da manyetik bezler Utzerine gizilip kesilen tasarim yine manyetik bez
Uzerinde sabitlenip Gzerine PDMS doékilerek Lab on a Chip (LOC) olusturuldu. Kanalin iki
ucuna yukleme icin 1.5 mm’lik delgegle delikler acgildi. LOC’lar, UV/ozon ile cam Uzerinde
kalici olarak sabitlendi. Sonra Sekil 123B’ de yukaridan asagiya sirasiyla hamilton
siringasinin kalin ve ince ignesi, en sonda ise 21 gauge’lik igne akisin gececegdi kanalin
olusturulmasi icin LOC’lara gegcirildi. Matrijel yUklemesi icin acilan deliklerden birisi
kullanilarak yapildi digeri hava c¢ikisl igin acik birakildi. Hamilton siringa igneleri ile
olusturulmaya calisilan akis kanallarina, matrijel yiklemesi diizgin bir sekilde gercgeklestirildi.
Matrijelin polimerlegsmesi icin 30 dakika oda sicakliginda beklendikten sonra igneler yavas bir
sekilde kanaldan c¢ikarildi. Akis kanalinin dizgin bir sekilde olup olmadigini
g6zlemleyebilmek icin mavi gida boyasiyla karistirilan matrijel, igneyle olusturulmus akis
kanalina ylUklendi (Sekil 123C).

Hamiltan sirngasi

Polimerizasyandan dnce / Polimerizasyondan sonra

Sekil 123. Ug boyutlu LOC (Lab on a chip) olugturma ve kalip hazirlanma basamaklari.

Sekil 124A ve Sekil 124B kisminda 21 gauge’lik igne ile olusturulmaya caligilan akig
kanalina yuklenen matrijel ve matrijel polimerlestikten sonra igne c¢ikarilinca olusan LOC
gorulmektedir. Sekil 124A’ da igne yerlestirilip matrijel yUklendi; ancak olusturulacak akis
kanalinin disinda kalan kanalin bir tarafina matrijel gecisi saglanmadigindan igne disinda
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kalan kanal kismi dlzgun bir sekilde matrijel ile kaplanamadi. Sekil 124C’de gorilen daha
kalin olan hamilton siringa ignesiyle daha dizgun bir akig kanali elde edildi. Ancak bu
yontemle tasarlanan ¢ boyutlu LOC’ larin hazirlanmasi asamasinda her seferinde ayni ve
dizgln bir kanal olusumu matrijelin yuklenmesi ve ignenin ¢ikarilmasi noktalarinda sorun
yarattigi icin UV litografi teknigi ve maske kullanilarak kanal iceren yeni bir tasarimin
olusturma sureci baslatildi.

WL LWL L (B ]

Bleai & 3 % 5 6 1 8 9 10 0 @8 ¢

Sekil 124. igne kullanilarak {¢ boyutlu LOC’' ta olusturuimaya calisilan akis kanali

gorantaleri.

UV litografi optimizasyonu: UV litografi yonteminde kullanilacak yuzey genellikle
silikon ylzeydir; ¢lnki silikon yizey, SU-8 polimerinin yapismasi i¢in cam ylzeye gore daha
elveriglidir. Isitici dncelikle 65°C’ye ayarlandi ve silikon tabaka 65°C olan isiticinin Uzerine
konarak yaklagik 5 dakika bekletildi. Bu bekleme asamasi daha sonra Uzerine dokulecek
olan SU-8in daha hizli yayilmasini sagladi. Yaklasik 4ml SU-8 isitilan silikon tabaka Uzerine
yavascga dokuldi ve tabaka Uzerine yayildi. Kabaca yayilan SU-8'i esit olarak yaymak igin
‘spinner’ isimli makine kullanildi. Bu makineye girilen degerlere goére o6rnegin dénme
asamasinda ne kadar hizda ne kadar surede ylkselecegi, ne kadar slre bu hizda dénecegi
ve ne kadar slUrede duracagi belirlendi. Bu projede uygulanan degerler Tablo 16’'de
gOsterilmis ve buna goére elde edilen yUkseklikler belirtiimistir. Yikseklik, déndirme igleminin
ara basamaklarina bagl olmakla birlikte SU-8 dékiim asamasinda kullanilan SU-8 miktarina
da baghdir.

Tablo 16. SU-8 kalip hazirlama asamasinda déndurme basamaginda uygulanan tarif ve

sonucunda elde edilen yukseklik degerleri.

Yiikseklik Doniig hizina  Doniig hizi  Déniis siiresi  Doniig hizina  Donilg luzi Doniig siiresi  Doniis hizina  Déniis hizi
ulagma siiresi ulagma siiresi ulagma siiresi

100 mikrometre 10 saniye 500 rpm 45 saniye 5 saniye 1000 rpm 30 saniye 5 saniye Orpm

185 mikrometre 5 saniye 500 rpm 10 saniye S saniye 1000 rpm 20 saniye 10 saniye Orpm

120-257 mikrometre 5 saniye 500 rpm 45 saniye 5 saniye 1000 rpm 30 saniye 5 saniye 0rpm
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UV litografi isleminde birinci gin Silikon ylzeye SU-8 foto-rezistinin dokuilmesi,
yayllmasi, yuzeye esit sekilde yayilmasi igin ‘spinner’ ile déndirme iglemi, ardindan isitma
basamagini icerir. UV litografi isleminde ikinci gun ilk gin gergeklestirilen pisirme
basamaginin yeterliligini 6lgme amach kirigiklik testi ile baslar, daha sonra drnek Uzerine
belirlenen tasarimi iceren maske yerlestirilir ve 6rnek UV isigina belirlenen sirede maruz
birakilir. UV 1s1gina maruz birakilma asamasindan sonra 6rnek 1sitilir ve bir sonraki gine
kadar sogumaya birakilir. Uglincli giin érnek developer olarak isimlendirilen soliisyona
birakilir ve UV 15191 ile ¢apraz baglanma olmayan bdlgelerden kurtarilir. SU-8 kalibi son
olarak izopropanol ile yikanir ve kurulanir, kalip kullanima hazir hale getirilir. PDMS kalip
aretimi icin UV litografi ile Uretilen SU-8 kalip kullanihir. PDMS karigimi hazirlanarak SU-8
kalibin Uzerine konur ve yaklasik 2 giin sonra PDMS polimerlesir. Daha sonra PDMS kalibi
SU-8 kalibindan cikarilir; yukleme deliklerinin olusturulmasi ve kalibin temizlenmesi
asamasindan sonra temizlenen lam Gzerine UV/ozon ile sabitlenir.
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’ ' POMS ve cam plrcy dcaluyturaan
konain siipve yaklere delik ed

Sekil 125. UV litografi yontemi ile kalip hazirlama.

Dondirme asamasindan sonra 6rnek 65°C’ye yerlestirildi ve 5 dakika bekletildikten
sonra 1isitici 95°C’ye ayarlandi; érnek 30 dakika bu sicaklikta bekletildi. Daha sonra isitici
kapatilip 6rnek bir giin sogumaya birakildi. SU-8 fotorezisti ani sicaklik degisimlerine
duyarlidir, ani sicaklik degisimleri kalipta ¢atlak ve kiriklara neden olur. UV litografinin ikinci
glnl ornek, 1sitici tUzerinden alinip oda sicakhdinda bekletildi ve bu sirada isitici 95°C’ye
ayarlandi. Isitici istenen sicakliga geldiginde érnek isitici Gzerine konuldu ve SU-8 ylzeyinde
kinigiklik olup olmamasi durumuna bakildi. Kirisiklik olan érnekler, 5 dakika daha isitilarak
oda sicakligina alindi. Daha sonra kirigiklik giderilene kadar bu islem tekrarlandi. Bu
asamadan sonra isitici 65°C’ye ayarlandi. Ornek oda sicakliginda bekletildi. UV 1sik
kaynagina bagh, tasarlanan deseni istenilen 6rnede uygulamak icin kullanilan maske
hizalama makinesinin drnek yerlestirme bolimU su terazisi yardimi ile diz bir konuma
getirildi. Daha sonra 6rnek yerlestirildi ve ek vakum butonu aktiflestirildi. Tasarlanan maske
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ornek Uzerine parlak ylzey Ust kisma, yazili kisim alt kisma gelecek sekilde yerlestirildi. UV
ISIg1 belirlenen dozda ve 30 saniye uygulandi. UV 1sigina maruz birakildiktan sonra ornek
daha 6nceden ayarlanmis ve sicakligi dengelenmis olan 65°C isiticiya yerlestirildi. 5 dakika
sonra 1sitici 95°C’ ye ayarlandi ve bu sicaklikta 10 dakika bekletildi. Daha sonra isitici
kapatildi ve 6rnek sogumasi i¢in bir sonraki gline kadar isitici Gizerinde bekletildi.

UV litografinin Gg¢lncu gununde 6rnek developer olarak adlandirilan solisyonda 5
dakika sabit bekletildi. Daha sonra 5 dakika daha ayni sollisyonda calkalanarak bekletildi.
Daha sonra izopropanol ile develop basamaginin tamamlanmasi test edildi. Bunun igin
ornegin bir kosesine izopropanol damlatildi. Solisyon beyaz renk oldugunda develop
basamagina devam edildi. Eger beyaz olmazsa drnek birka¢ kez developer solisyonundan
gegcirilerek artik SU-8 parcalarindan arindirildi ve developer sollisyonunun etkisini durduran
izopropanol sollsyonu ile temizlendi. Ornek, tozsuz pegete ile kurulandi ve PDMS kalip
hazirlanmasi icin kullanildi.

PDMS kalip Gretimi icin Uretilen SU-8 kaliplar kullanildi. SU-8 kaliplar tekrar tekrar
kullanilabilir; fakat PDMS kaliplar tek kullanimhktir. PDMS kalip hazirlamak igin sylingard 184
PDMS elastomer base ve PDMS curing agent agirlik olarak 10:1 oraninda karigtirildi.
Karisim sonucunda bol miktarda olusan koptkguklerin giderilmesi igin karisim vakum altinda
tum kopukgukler giderilinceye kadar bekletildi. PDMS karigimi SU-8 kalip Gzerine dokuldi ve
iki gin oda sicakliginda ya da 1 glin 25°C’ye ayarlanmis firinda bekletildi. PDMS polimeri
katilastiktan sonra %70’ lik etanol yardimi ile SU-8 kalibindan ¢ikarildi. PDMS kalib1 uygun
sekilde kesildi ve yukleme yapilabilecek noktalar ¢esitli delgecler ile delindi. Delgecler farkh
capta yukleme alanlar yaratarak yikleme sirasindaki akisi kolaylastirdi.

PDMS kaliplar, kullanimdan énce temizlik asamasindan gegirildi. Kaliplar yiksek
safliktaki su ile yikandi ve %70’ lik etanolden gegirildi. Etanol kalintisini gidermek icin tekrar
yuksek saflikta sudan gegirildi. Bu ilk temizlik asamasindan sonra kaliplar sirayla etanol ve
yuksek saflikta su iceren kaplara konarak sonikatérde bekletildi, titresim ile kaliplarda
bulunan herhangi bir maddenin veya tozun uzaklastiriimasi saglandi. Daha sonra kaliplar 2
gln oda sicakhginda kurumaya birakildi. Hazirlanan PDMS kaliplar daha édnceden metanol
ve su iginde temizlik icin bekletilmis ve kurutulmus lam Gzerine kalici olarak yapistiriimak igin
UV/ozona 5 dakika maruz birakildi. Bu basamaktan sonra UV/ozon goren PDMS ylzeyi ve
cam yuzey birlestirildi ve dnceden 100°C’ ye ayarlanmis isitici Gzerinde 10 dakika bekletildi.
Bu i1sitma islemi PDMS kalibin ve cam yilzeyin kalici olarak birbirine baglanmasini sagladi.
Ayni zamanda UV/ozon yapilarak yuzeyler organik molekillerden arindirildi. UV/ozon goéren
ylzey hidrofilik 6zellige sahiptir ve hazirlik asamasinda olan ¢ok kanalli LOC de bu 6zellik
yukleme asamasinda negatif bir 6zellie sahiptir. Hidrofilik yapinin giderilmesi igin LOC ler
24-36 saat sure icin 80°C firinda tutuldu ya da 2 saat 120°C’ de isitici Uzerinde bekletildi.
Hicre kultiri calismalarinda kullanilacak olan LOC ler laminar kabine yerlestirilerek 30
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dakika UV 1sigina maruz birakildi ve daha sonra oda sicakliginda kullanima hazir halde
bekletildi.

Imaged programi yardimiyla, olusturulan kanalin yuksekligi 6l¢tldi. Bunun igin ilk
once SU-8 kalibina PDMS dokuldi ve polimerlesmesi beklendi. Daha sonra kaliplardan hem
kanalin icini hem de disini kapsayacak sekilde ince bir kesit alindi. Daha sonra bu kalip faz
kontrast mikroskopta 4X objektif ile gortuntulendi. Ayni objektifte dlgek olarak kullanilan cetvel
de fotograflandi. Olgekte uzun gubuklar 1 mm aralikl iken, kiigiik gubuklar 200 mikrometre
aralikhdir. ki kiiglik gubuk arasi piksel degeri dlgiimii, yan kesitten alinan yiksekligin piksel
degeri, mikrometre cinsinden degerine ulasmamizi sagladi.

Ornek kanal kalinlig hesaplama

145.828 piksel = 200 mikrometre
93,343 piksel = ? Mikrometre

Yan kesit kalinlifi (kanal kalinlig 128
mikrometre)

Sekil 126. Ornek kanal kalinligi hesaplama.

UV litografi yontemi ile 2 boyutlu kanal olusturma: UV litografi teknigiyle
yuksekligi 240 uym, genigligi 0.5, 1 ve 1.5 cm olan SU-8 kalip hazirlandi. Yan akis kanali
olusturmak amaciyla da teller kullanildi (Sekil 127). Ancak telleri PDMS doékimi sirasinda
sabit tutmada yasanan zorluklar ve duz bir sekilde yan kanal olusturamama akisin yan
taraftan degil PDMS (zerinden yapilmasi zorunlulugunu getirdi. Kanal genisligi 0.5 cm
oldugunda gorintilenen alanin kiigik olmasi, 1.5 cm oldugunda ise fazla hiicre kullaniimasi
gerektigi icin standart kanal genisligi olarak 1 cm’ye karar verildi ve her biri 1 cm genigliginde
olan 3 kanal iceren, ylksekligi 185 um olan yeni SU-8 kalip hazirlandi (Sekil 128A). PDMS
ylzeyine hlcre yapismasini saglayabilmek icin yeni protokol gelistirildi ve bu sayede akisin
Ustten yapilabilmesine olanak saglayan sistem elde edildi. iki boyutlu LOC hazirlamak igin
kanalin ortasina bir adet hava ¢ikis deligi kanalin bagina ve sonuna birer tane yukleme deligi
acildi. UV/ozona maruz birakilarak kanalin Ustine ek kuiltir ortami saglayacak olan
rezervuar yapistirildi. Olusturulan kanal yine UV/ozon ile cam ylzeye sabitlendi($ekil 128B).
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Sekil 127. A. Litografi teknigiyle Uretilmis kanal genisligi 0.5, 1, 1.5 cm ve yuksekligi 240 pm
olan SU-8 kalip. B. Olusturulan SU-8 kalibin yan akig kanali i¢in kullanilan tel ile gosterimi.

' yikleme
delikleri

Sekil 128. A. Her bir kanal genisligi 1 cm ve yuksekligi 185 ym olan SU-8 kalip. B. 2 boyutlu
LOC.

UV litografi yontemi ile 3 boyutlu (3D) kanal olusturma: Sekil 129-1 ile gésterilen
rezervuar bdlgesindeki delikler 2 mm ve 0.75 mm c¢apinda delgegle kaltir ortaminin
difiizyonunun daha kolay olmasi icin 1. ve 2. bolge arasindaki sttunlara yakin olacak sekilde
acildi. 2. ve 3. bolgede ylkleme ve akis i¢in kullanilacak olan ikiser delik 1.5 mm capindaki
delgecle acildi. MDA-MB-231 ve MCF10A hcreleri esit hiicre sayisinda, 3x108/ml, olacak
sekilde sayildiktan sonra matrijel ile 1:1 karistirildi. 2. bdlgeye sag ve soldan agilan
deliklerden sirayla hicrelerden birinin yiklemesi yapildiktan sonra LOC lizerinde 2. bolge
disindaki tim delikler bantla kapatiimak suretiyle diger htcrenin yiklemesi yapildi. Matrijel
yuklemesi yapilmis LOC’ ler hiicrelerin cam ylzeye yapismamalari icin ters gevrilerek 1 saat
sure ile 37°C de %5 CO, iceren inkubatére kaldirildi.

Sekil 129. 3 boyutlu LOC Uretimi igin gelistirilen maske tasarimi. A. Maske tasarimlari B. UV

litografi basamagi sonrasi elde edilen kalip C. Cam Uzerine sabitlenmig PDMS LOC.

Polimerlesme gerceklestikten sonra, Sekil 130D’ de rezervuar olarak; 100-1000

mikrometrelik pipetlerin uclari kesilerek olusturulan hazneler ya da kare seklinde kesilip
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ortasi delinen PDMS parcalari kalici olarak UV/ozon yapilarak LOC Uzerine yerlestirilerek
kullanildi. Hacre kdltdr ortami olarak daha énce U¢ boyutlu hiicre denemeleri igin yapilan
kiltir ortami denemelerinin sonuglarina dayanilarak MCF10A hulcre kualtir ortami secildi.
Hucre yUklemesi yapilan LOC’ ler, petri kabinda hicrelerin nem ortamini saglamak igin kabin
igine biraz su ya da islatilmis kurutma kagidi konulup rezervuarlara kaltir ortami eklenerek
inklUbatore yerlestirildi. 3 boyutlu LOC igin Uretilen tasarimda Sekil 130A’da rezervuar 1 ile,
MDA-MB-231 meme kanseri hicreleri ile MCF10A saglikli meme epitel hicrelerinin birlikte

kultarlerinin yapilacagi kisim 2 ile, akisin yapilacagi kisim 3 ile gosterilmigtir.

Sekil 130. 3 boyutlu ortamda iki farkli hicre hattinin birlikte kultirine ve akiga olanak
saglayan LOC tasarimina hticre yuklenmesi 3 boyutlu LOC’un hazirlanma basamaklari.

MDA-MB-231 kultiir ortami hazirlama: Kiltir ortami hazirlamadan bir giin énce, -
20°C’ den daha 6nce alikotu hazirlanmis 50 ml fetal sigir serumu, 5 ml L-glutamin, 5 ml Pen-
strep +4 °C’ de saklandi. Hazirlik asamasi laminar kabinde gerceklesti. DMEM yUksek glikoz
iceren serumsuz kualtir ortami firmadan 500 ml olarak temin edildi. Serum oranini 1:10
saglamak icin DMEM vyuksek gilikozdan 50 ml falkona alindi ve +4 °C’ de saklandi. DMEM
yuksek glikoz sisesine 50 ml fetal sigir serumu, L-glutamine ve Pen-strep eklendi. Sise
icindekilerin karismasi igin yaklasik 10 kez déndurtldi ve PES filtre sisteminden gegirildi.
Kaltdr ortami +4 °C’ de saklandi.

MCF10A kiiltir ortami hazirlama: Kultir ortami hazirlamadan bir giin dnce, -20°C’
den daha once alikotu hazirlanmis 25 ml donor at serumu, 5 ml L-glutamin, 5 ml Pen-strep
+4 °C’ de saklandi. Hazirlik asamasi laminar kabinde gergeklesti. DMEM-F12 serumsuz
kiltir ortami firmadan 500 ml olarak temin edildi. 25 ml donor at serumu 50 ml’ lik
falkonlarda alikot halinde daha dnceden hazirlandi. Bu 50 ml’ lik falkon igine 12-13 ml
DMEM-F12, Pen-strep, L-glutamin eklendi. -20 °C de saklanan hidrokortizol (250 pl), insulin
(500 pl) ile +4 °C’ de saklanan koleratoksin (50 pl) eklendi. Son olarak -80 °C’ de saklanan
epidermal buyume faktori (100 pl) falkon icene eklendi. Daha sonra falkondaki karisim
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DMEM-F12 sisesine aktarildi. Sise icindekilerin karismasi igin yaklasik 10 kez déndurulda ve
PES filtre sisteminden gegirildi. Klltir ortami +4 °C’ de sakland.

MDA-MB-231 ve MCF10A hiicre pasaji: Hlcre pasaji dncesinde hicreler mikroskop
altinda kontrol edildi, eger %80-90 ylizey alanini kaplama varsa pasaj yapildi. Pasaj 6éncesi
laminar kabin steril hale getirildi. Kabin igine alinan her sey %70’ lik etanol ile sterilize edildi.
Kullanmadan énce oda sicakhgdina gelmesi icin tripsin-EDTA solusyonu ve kultar ortami +4
°C’ den oda sicakhgina alindi. Hicreler 100 mm olan petri Uzerinde buyuatildi. Hicrelerin
Uzerinde bulunan kultir ortami vakum ile ¢ekildi ve petri kabina 2 ml tripsin-EDTA eklendi.
Bu asamada eski kllttir ortamindan kurtulmak amaclandi. Petri kabi icerisindeki tripsin-EDTA
vakum ile cekildi ve hlcreleri kaldirmak amaciyla 4 ml tripsin-EDTA eklendi. Petri 37 °C’ de
MDA-MB-231 i¢in 3 dakika MCF10A icin 17 dakika bekletildi. Bekleme asamasinda yeni 100
mm petri kabina 10 ml taze kilttir ortami eklendi ve 37 °C %5 CO_’ de sabitlenen inkiubatdre
kaldirildi. 15 ml’ lik falkon c¢ikarildi. Bekleme asamasindan sonra petri kabi mikroskop altinda
incelendi; hucrelerin yaygin halden yuvarlak hale gectikleri ve bir kisminin ylzdigu gorulda.
Petri kabina cevresinden ve alt tabanindan hafifce vuruldu ve mikroskop altinda gdzlendi.
Hucrelerin blyuk bir kisminin ylizdigu goérildi. Laminar kabine alinan petriye tripsin-EDTA
etkisini durdurmak amaciyla serum iceren 1 ml kuiltir ortami eklendi. Toplamda 5 ml
solUsyon barindiran petride sollisyon pipetle alinip birakilmasiyla ylzeyde tutunan hiicrelerin
ayrilmasi saglandi ve solisyon 15 ml’ lik falkona alindi. Petri kabina 5 ml kiltir ortami
eklendi ve yine ayni sekilde solisyon pipetle ¢ekilip birakildi, hiicrelerin ylzeyden ayriimasi
saglandi, solisyon 15 ml’ lik falkona eklendi. Peti mikroskop altinda goézlendi ve hicre
kiltir( ¢épline atildi. 15 ml’ lik falkon 1000 rpmde 5 dakika santrifuj edildi. Ust kisim vakum
ile cekildi, pellet 1000 pl kdltdr ortaminda ¢ézuldd. Hicre sayimi icin tlp icine 90 ul kalthr
ortami 10 pl hiicre bulunduran solisyondan konuldu(1:10 seyreltme). Cozulen hlcre istenilen
oranda daha 6nce inkUbatére konulan petri igerisine eklendi ve petri X-Y yonlerinde hareket
ettirilerek hdcrelerin esit oranda ylzeye yayillmasi saglandi. Petri kabi 37 °C %5 CO.’ de
saklandi. Pasaj her 2-3 gunde bir yapildi.

Hiicre Dondurma: iki giinde bir %80-90 oraninda yiizey kaplama diizeyine ulagan
1/2 ve 1/4 pasaj oraniyla sirasiyla MDA-MB-231 ve MCF10A hticre hatlari yizeyden kaldirilip
santriflj islemiyle c¢okturtldikten sonra 1000 ul kendilerine ait yeni kultir ortaminda
¢ozuldller. Hucrelerin donma strecinde, su molekillerinin donarken membrana zarar
vermesini 6nlemek amaciyla kriyo koruyucu olarak DMSO (dimetil sulfoksit) kullanildi.
Toplam hacimde %5 olacak sekilde hazirlanan DMSO ayri bir falkon tiptnde 1000 ul kdltar
ortaminin icine konuldu. Diger falkon tipinde 1000 pl kiltir ortaminda ¢6zinmus olan
hdcrelerin Uzerine 1000 pI’ lik DMSO’lu kultar ortami, hiicrelerin soka ugramamasi igin damla
damla yavas bir sekilde konuldu. 2000 pl’ lik toplam hacim her birinde 1000 pl olacak sekilde
iki kriyo tUpe konuldu. Hucreler, hicrelerin soka ugramadan kademeli bir gsekilde
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dondurulmasini saglayan izoproponol igceren dondurucu kap icinde -80°C’ ye konuldu. 24
saat sonra sivi azota kaldirldi.

Hiicre Cozme: Sicak su banyosu 37°C’ ye ayarlandiktan sonra sivi azot tankindan
¢ikarilan daha 6nce dondurulmus kriyo tdpler iginde bulunan hicreler, tiplin yarisi suyun
icine girecek sekilde ¢dzinme islemi gerceklesene kadar bekletildi. 9 ml kiltir ortaminin
icine 1 ml olan ¢dzlinmuls hicreler konularak daha énce dondurma iglemi igin kullanilan
DMSO'’ yu ortamdan uzaklastirmak icin santriflj yapildi. Hicreler 1000 I’ lik kaltir ortaminda
¢ozllerek 6nceden 1sinmasi igin inkdbatdre konulan 10 ml kiltdr ortami iceren petri kabina
konuldu. 24 saat sonra hicrelerin kiltar ortami degistirildi. Hlcreler pasaja hazir hale gelip
ylzeyi kaplayana kadar hticrelerin kultar ortami iki giinde bir degistirildi. Yeni agilan hicreler,
en az iki pasaj gectikten sonra deneylerde kullanildi.

Hiicre Sayimi: Hucreler pasaj sonrasi 1 ml kiltir ortaminda ¢6zildl ve sayim igin
1:10 oraninda seyreltildi. Hicreler, Sekil 131°de goésterilen hemositometreye ylklenmeden
once birbirlerinden ayrilmalari igin pipetlendi. Yikleme sonrasi faz kontrast mikroskopta
g6zlem yapildi. Hemositometre Uzerinde var olan 4 alanda bulunun hiicre sayisi Sekil 131’de
gOsterilen ayri ayri hicre sayim aleti ile sayildi ve bu sayilar toplandi. Sayr 4 alanin
ortalamasini almak amaciyla doérde bdlindl, seyreltme faktért ile ¢arpildi (1:10 seyreltme
icin 10 ile carpildi). Daha sonra duzeltme faktoru ile ¢carpildi. MDA-MB-231 hicreleri 100 mm
petride yaklasik 6 milyon hicre/ ml iken MCF10A hucreleri genellikle 10 milyon hicre/ ml
hesaplandi.
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Sekil 131. Hicre sayimi igin kullanilan hemositometre.

2 boyutlu LOC sisteminde yilizey modifikasyonu ve hiicre Kkiiltiirii
optimizasyonu: Hucrelerin PDMS ylzeyine yapismasini saglayabilmek icin PDMS; poli-L-
lizin (PLL), fibronektin (FN) ve PLL+FN ile kaplanarak gortntileme yapildi. PLL hicrelerin
yapismasi i¢in kullanilan bir aminoasit olmasi sebebiyle, FN ise hlcrelerarasi sivi igerisinde
olduk¢ca c¢ok bulunan bir glikoprotein oldugu icin tercih edildi. Kontrol olarak kaplama

yapilmamig PDMS ytzeyi kullanildi. Denemeler sonucunda en iyi yapismanin PDMS (zerine
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PLL+FN kaplanmis olan kanallarda oldugu goézlendi (Sekil 132). Bu islem icin camla
yapistiriimig kanallar UV altinda 30 dakika bekletildikten sonra PLL kaplanmasi igin 20
dakika inkliibe edildi. Daha sonra PLL vakumla c¢ekilerek FN eklendi ve kaplanmasi igin 1
saat daha inkibe edildi. FN kaplanmasi iglemi tamamlandiktan sonra kanallardan FN
cekilerek yuksek saflikta su ile yikama yapildi ve 2 boyutlu LOC’ ler kullanilana kadar vakum
altinda saklandi. FN igin farkl iki konsantrasyon (0.025 mg/ml ve 0.0125mg/ml) denendi ve
0.0125mg/ml konsantrasyonun yeterli oldugu sonucuna varildi (Sekil 133).

Tablo 17. YUzey, hlicre sayisi ve klltlr stresi optimizasyonu igin denenen kombinasyonlar.

PDMS 1.5%10%/ml 3 saat PDMS+FN 1.5x105/ml 3 saat
PDMS 1.5x10°/ml 6 saat PDMS+FN 1.5x10%/ml 6 saat
PDMS 3x10%/ml 3 saat PDMS+FN 3x10%/ml 3 saat
PDMS 3x10°/ml  6saat PDMS+FN 3x10%/ml  6saat
PDMS 6x10°/ml 3 saat PDMS+FN 6x10°/ml 3 saat
PDMS 6x10°/ml 6 saat PDMS+FN 6x10%/ml 6 saat
PDMS+PLL 1.5%10%/ml 3 saat PDMS+PLL+FN  1.5%10°/ml 3 saat
PDMS+PLL 1.5x108/m| 6 saat PDMS+PLL+FN  1.5x10%/ml 6 saat
PDMS+PLL 3x10%/ml 3 saat PDMS+PLL+FN  3x10%/ml 3 saat
PDMS+PLL 3%10°/ml 6 saat PDMS+PLL+FN  3x10%ml 6 saat
PDMS+PLL 6x10°/ml 3 saat PDMS+PLL+FN  6x10°/ml  3saat
PDMS+PLL 6x10%/ml  6saat PDMS+PLL+FN  6x10%/ml 6 saat

160



4

TheiTAK

[« . e - O U)W S e ST Pl P e |

Sekil 132. PDMS, PLL kapli PDMS, FN kapli PDMS, PLL+FN kapli PDMS ylizeyi lUzerinde
4X ve 10X objektifte gekilmis hicre fotograflari.

3x10%hiicre/ml 3x10%hucre/ml 6x10°hiicre/ml 6x10°htcre/ml
3 saat 6 saat 3 saat 6 saat
0.025mg/ml 0.025mg/ml 0.025mg/ml 0.025mg/ml

i
2100 um

Sekil 133. PLL ve 0.025 mg/ml konsantrasyonda FN kaplh PDMS yuzey tzerinde, farkli
hlcre konsantrasyonlari ve kultir surelerinde 4X, 10X, 20X, 40X objektif kullanilarak ¢ekilen
hicre fotograflari.
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Hicre sayisi optimizasyonu icin 3 farkli konsantrasyon ve 2 farkh kultlr siresi
kulanilarak 6 kombinasyon denendi. Hiicre sayisi olarak 1.5x108hlicre/ml, 3x108hicre/ml,
6x10%hiicre/ml kullanildi, kiiltir sUresi olarak ise 3 saat ve 6 saat denendi. 1.5x108hicre/ml
kullaniminin 3 ve 6 saat sonunda PDMS (zerinde yeterli kaplamayi saglamadigi gozlendi.
Kaltdr sdresinin uzatilimasi kultir ortaminin azalmasina sebep olacagindan ve kultir
suresince rezervuarla ek kultir ortami saglanamayacagi igin daha uzun kultir siresi
denenmedi. 3x10%hiicre/ml hilcre konsantrasyonunun 6 saat kultir siresiyle kanalin
tamamen hicre ile kaplanmasi icgin yeterli oldugu sonucuna varildi. 6x108hlcre/ml hicre
konsantrasyonu 3 saat ve 6 saatte kaplanmayi sagladi, ancak daha az hicre kullaniimasi
icin denemelerde 3x108hiicre/ml hiicre konsantrasyonu kullaniimasina ve 6 saat kiiltiir slresi
uygulanmasina karar verildi (Sekil 134).

Sekil 134. PLL ve 0.0125 mg/ml konsantrasyonda FN kapli PDMS yuzey Uzerinde, farkli
hlcre konsantrasyonlari ve kultlr surelerinde 4X, 10X, 20X, 40X objektif kullanilarak ¢ekilen
hicre fotograflari.

Optimizasyon sonunda karar verilen kosullarda (PLL+FN kapli PDMS ylzeyinde
3x108hlcre/ml konsantrasyon ve 6 saat kiiltiir sliresi) projede kullanilacak olan MDA-MB-231
ve MCF10A hicre hatlan cgesitli glinlerde fotograflar gekilerek goézlemlendi. Her iki hicre
hattinin da ¢ip igerisinde uzun sure saglikli olarak yagsamaya devam ettikleri géruldu (Sekil
135;Sekil 136).
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3x10%hiicre/ml 6saat 0.0125mg/ml| MDA-MB-231

100 um

50um
[=_— ]

Sekil 135. PLL+FN kaplanmis PDMS ylizey lzerinde 3x108hicre/ml konsantrasyonunda 6
saat kuiltirlenen MDA-MB-231 hcrelerinin farkh ginlerde 4X, 10X, 20X, 40X obijektifle
cekilmis fotograflari.
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3x10°hiicre/ml 6saat 0.0125mg/m| MCF10A

1. gln 4. gln 7.gln

200 um
=]

200um
L]

Sekil 136. PLL+FN kaplanmig PDMS yiizey Uzerinde 3x10°hiicre/ml konsantrasyonunda 6
saat kultirlenen MCF10A hacrelerinin farkli glinlerde 4X, 10X, 20X, 40X objektifle ¢ekilmis
fotograflari.

Deneylerde Kullanilacak Kiiltiir Ortami Denemeleri: Deneylerde MDA-MB-231 ve
MCF10A htcre hatlarinin kilttrd LOC igerisinde birlikte yapilacagindan her iki hiicre hattinin
da saglikh bir sekilde buylyebilecegi kultir ortamini bulabilmek i¢in denemeler yapildi.
Matrijel ve hlcreler 1:1 oraninda karistirilarak nokta halinde petri kabina konulan matrijel
icindeki htcreler ters cevrilerek matrijelin polimerlesmesi igin yarim saat bekletildi. Daha
sonra Uzerlerine farkli kiltir ortamlari konularak 10 guine kadar hucrelerin blylimesi ve
cogalmasi gozlemlenerek fotograflari ¢ekildi (Sekil 137).
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MDA-MB-231 MCF10A

MCF10A kiiltiir ortami - MDA-MB-231 killtiir artami MCF10A kiiltir ortami - MDA-MB-231 kiiltiir ortami

7. gun 4. gilin

glin

10.

Sekil 137. MCF10A ve MDA-MB-231 hicrelerinin  MCF10A, MDA-MB-231  kaltdr

ortamlarindaki goruntuleri.

MCF10A hucreleri MDA-MB-231 kiltir ortamlarinda olagan seyrinde blylime ve
¢ogalma gosteremezken MDA-MB-231 hlcreleri, MCF10A kultir ortaminda olagan seyrinde
blyime ve c¢odalma godsterdiler. Bu sonuclara dayanarak deneylerde iki hucrenin birlikte
kaltard icin MCF10A kaltdr ortaminin kullaniimasina karar verildi. Goéruntuler 4X objektif

kullanilarak cekildi.

3 boyutlu LOC sisteminde sutun tasarimi: 3 boyutlu hicre kaltiri uygulanacak
olan LOC sisteminde iki farkli hiicre hatti (MCF10A saglikli meme epitel hiicresi ve MDA-MB-
231 meme kanseri hiicresi) ayni anda gézlem yapmak ve ayni kosullari saglamak amaciyla
tek LOC iginde kullanildi. iki hiicre hattinin da biiyiimesini saglayan MCF10A kiltiir ortami
LOC iginde akis kanali olacak kanala ve rezervuar alanina yiklendi. Sekil 138A’ da kanallari
birbirinden ayiran situn tasarimi bir sonraki is paketinde olan akis sisteminde problem
yaratmamasi icin altigen tasarimdan(Carlos P. Huang ve digerleri, 2009) ikizkenar yamuk
(Sekil 138B) olacak sekilde degistirildi. Boylece akis halinde ylklenen solisyonun herhangi
bir dalgalanma olmaksizin ilerlemesi, solisyonun situn ile olan ¢arpismasinin azalmasi ve

secici olmayan baglanma ylzeyinin azaltiimasi amagclandi.

—
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Matrijel Icinde MCF10A hocreleri Matrijel iginde MDA-ME-231 hicreleri

Matrijel iginde MCF104 hilcreleri Matrijel iginde MDA-MB-231 hiicreleri

Sekil 138. 3 boyutlu deneylerde kullanilabilecek olan tasarimda kanallari ayiran sdtunlarin

gelisimi.

3 boyutlu LOC iginde iki hiicre hattinin birlikte kiiltir denemeleri: Sekil 139’ deki
LOC’ de sag tarafa MCF10 hucresi, sol tarafa MDA-MB-231 hucresi yuklemesi yapildi.
Yapilan deneylerde hem MDA-MB-231 hem de MCF10A hcreleri 1. glinlerinde yuvarlak
olarak go6zlemlendi. 3. gunlerinde ise hucrelerin yayllarak c¢ogalmaya bagladiklari
gézlemlendi. ilerleyen giinlerde ise hiicrelerin daha cok cogalarak sayilarini arttirdiklar ve
kanal disina ciktiklari gézlemlendi. 8. ginden itibaren tUmdr yapisini yansitan morfolojik
yapilar gozlemlendi. 3 boyutlu LOC iginde, hicrelerin morfoloji ve bolinme o6zelliklerini
koruyarak canliliklarini 2 haftadan fazla sire ile devam ettirdikleri gdzlemlendi.
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Sekil 139. Birlikte kilturt yapilan MCF10A ve MDA-MB-231 hicrelerinin LOC iginde 1-3-8 ve
13. glnlerindeki gorintileri. Hicreler, akis olmayan LOC iginde 3. ginde morfolojik olarak
saglkl gézlemlenirken daha sonraki gtinlerde hicrelerin akis kanalina dogru gecis yaptiklari
g6zlemlendi.

Transfeksiyon: Birden fazla hicrenin bir arada bulunacagr LOC sistemlerinde
hicrelerin birbirinden ayirt edilebilmesi transfeksiyon yapildi. Floresan isik altinda hiicrelerin
farkli renklerde goérinebilmesi icin hicreler floresan madde sentezleyen plazmidlerle
transfekte edildi. Plazmidler firmadan bakteri iginde gonderildi. Bu asamada plazmidler
hdcrelere aktarilamadi. Bunun igin ilk dnce bakteriler gerekli besin ortaminda buyGtulda.
Bakteri hlicreleri segildi ve plazmid izolasyonu yapildi. Toplanan plazmidin yogunlugu tespit
edildi ve hem lipozom ile hem de elektroporasyon ile hucrelere aktarim saglandi. Firmadan
alinan plazmidler bakteri icinde bulunmaktaydi, plazmid icerisindeki nikleotid dizileri floresan
Isik altinda renk veren proteinler sentezledigi icin satin alindi. Bu, hlcreleri birbirlerinden
ayirt etmek icin gerekliydi. Nikleotid dizileri ayrica bakteri iginde segilim icin gerekli
antibiyotik diren¢ geni ve 6karyotik hicre igcinde secilim icin gerekli antibiyotik direng geni
icerer. Elde varolan tim plazmidler icin bakteriyel antibiyotik diren¢ geni kanamisini, 6karyotik
antibiyotik diren¢ geni neomisini icermekteydi. LB-kanamisin besi yeri Uzerinde stoktan 20-
200 pl lik tip ucu ile alinan bakteriler, besi yeri lizerinde ¢izikler olusturularak bakteri segilimi
gercgeklestirildi. Stoktan alinan tip ucuyla 6nce yogun bakteri iceren cizik (Sekil 140 1.cizik),
daha sonra baska bir tip ucuyla yogun cizikten alinan bakteri ile baska bir cizik (Sekil 140 2.
Cizik) ve en az konsantrasyon iceren c¢izik (Sekil 140 3. c¢izik) olusturuldu. Farkl
konsantrasyondaki bakteri miktari iceren ekimler tek koloni elde etmek icin gerceklestirildi.
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Sekil 140: Tek bakteri kolonisi elde etmek icin kati besi yerine ekim. Deneylerde
stoktan alinan bakteriler LB-kanamisin kati besi yerine ¢izikler olusturularak ekildi.

Bakteri ekim asamasindaki tim deneyler ates basinda vyapildi, bdylece
kontaminasyon riski yok edildi. Besi yeri kanamisin antibiyotigi icerdiginden kanamisin
antibiyotigine direncli olmayan bakteriler bu ortamda buylyemedi. Bu deneysel adim
bakterilerin blylUmesi i¢in gerekliydi, ayni zamanda firma tarafindan yapilabilecek olan yanhs
etiketleme durumunu degerlendirmek icin ilk adimdi. LB-kanamisin besi yeri lUzerine ekim
genellikle aksamustl yapildi ve hucrelerin buyumesi icin bir sonraki sabaha kadar sadece
bakterilerin konabilecegi bir firnda 37°C’ de bekletildi. Hicreler kontrol edildi ve tek koloni
secildi. Kati besi yeri ve sivi besi yeri arasindaki fark kati besi yeri igeriginde agar
maddesinin bulunmasidir. Secilen koloni mini kiltlir olan 4 ml sivi LB- kanamisin besi yerine
alindi ve segilim yapilan tip ucu da sivi besi yerinde kalacak sekilde karistiricida 120 rpm 37
°C’ de bir gece birakildi. Segilim yapilan kati besi yeri yedek olarak +4 °C’ de saklandi. Midi
kaltur yapmak tzere 100 ml sivi LB-kanamisin icerisine bakterilerin bayataldaga midi kaltur
LB-kanamisin besi yerinden 100 ul eklendi ve karigtiricida 150 rpm 37 °C’ de bir gece
birakildi. Mini kultar tapleri +4 °C’ de saklandi.bMidi kultur erlenleri midi prep protokolu
bakterilerden plazmid izolasyonu igin kullanildi. Midi prep protokolu igin “Invitrogen PureLink
HiPure Plasmid Filter Purification Kits” kullanildi ve ilgili kitin kitapcidinda belirtilen sekilde
islemler takip edildi. Oncelikle midi prep situnlarindan 15 ml dengeleme tamponu (EQ1)
gegcirildi. Bu sirada 100 ml sivi besi yerinde biaylimuUs bakteriler ikiye bdlinerek 50 ml’ lik
falkon tuiplere aktarildi ve 4000 g hizda 10 dakika santrifilj edildi. Ust kisim atildi ve ¢dkelti
RNAse A iceren 10 ml yeniden-sispansiyon (resuspension-R3) tamponunda ¢ozuldd.
Sollsyon nazikge tamamen homojen olana kadar ¢alkalandi. Soltisyon yeni 50 ml’ lik falkona
aktarildi ve icerisine 10 ml liziz tamponu (L7) eklendi ve homojen olana kadar karistirildi.
Lizata 10 ml ¢ékeltme tamponu eklendi.

Sollsyon daha dnceden hazirlanan midi prep sutunlarindan gegirildi. Gegirme islemi
icin yaklasik bir saat bekletildi ¢linkl akis sistemi yercekimi kuvvetiyle saglandi. Sttundaki
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kalintilar yikama tamponundan (W8) gecirildi. StUtun icindeki filtre atildi ve filtre 20 ml yikama
tamponundan (W8) gegirildi. Bu filtrede de solisyon akiglari yercekimi ile gergeklesti. Filtre
altina 50 ml’ lik falkon tlp yerlestirildi. Stitundan 5 ml elisyon tamponu gecirildi. Elisyon
tiptne 3.5 ml izopropanol eklendi ve 2 dakika beklemede birakildi. Daha sonra +4°C 12000
g de 30 dakika santrifiij edildi. Ust kisim atildi. Cokelti 3 ml %70’ lik etanol ile ¢ézuldi. Tip
+4°C 12000 g de 5 dakika santrifiije birakildi. Ust kisim atildi. Cokelti yaklagik yarim saat oda
sicakliginda fazla alkoliin buharlagsmasi icin bekletildi. Cokelti 40 ul ylUksek saflikta suda
¢6z0ldu ve -20°C’ de saklandi. Midi prep plazmid izolasyonundan sonra nano-drop ile
solisyon igerisinde bulunan plazmid miktari belirlendi. Bunun igin -20 °C’ de saklanan
plazmid tupleri buz banyosu icinde bekletildi. Plazmid miktari ile DNA/RNA (260/280) ve
etanol/protein (260/230) kontaminasyon varligina bakildi.

Tablo 18. Plazmid yogunlugunun 40 pl yiksek saflikta su iginde ¢dzuldikten sonra nano-
drop ile 6lciminden elde edilen sonuglar.

Plazmid ach Bakteriyel antibiyotik direng geni 260/280 260/230 Plasmid miktari( ng/ul)
pcDNA3 mCherry LIC cloning vector (6B}  Kanamisin 1.50 1.76 5326.9
pcDNA3-mRFP Kanamisin 1.30 1.52 5489.3

Nano-drop sonucu orneklerin saflik olarak uygun olmadigi ve plazmid miktarinin
yuksek c¢ikmasi ile sonuglandi; fakat bu durum nano-drop sonucu 5000 ng/ pl Uzeri
oldugunda makinenin dogru sonu¢ vermedidi ile dogrulandi. Plazmid solisyonu 100 pl
olacak sekilde tamamlandi ve daha sonra tekrar nano-drop 6lgimu yapildi (Tablo 4).

Tablo 19. Plazmid yogunlugunun 100 pl yiksek saflikta su icinde ¢dzuldikten sonra nano-
drop ile 6lciminden elde edilen sonuglar.

Plazmid adi Bakteriyel antibiyotik direng geni 260/280 260/230 Plasmid miktan( ng/ul)
pcDNA3 mCherry LIC cloning vector (6B} Kanamisin 1.89 2.26 2512

pcDNA3-mRFP Kanamisin 1.90 2.27 2636.1

AcGFP-N1 Kanamisin 1.86 2.18 3968

EBFP2-Lifeact-7 Kanamisin 1.82 2.13 4140

izole edilen plazmid yogunlugu 5000 ng/ul ‘nin altinda elde edildi. Saflik degerleri
260/280 ve 260/230 sonugclarindan olmasi gerektigi gibi sirasiyla 1.8 ve 2.0 ¢ikti.

Gliserol bakteri stoju hazirlamak icin midi kultir tiplerinden 850 ul kriyo tlplere
eklendi ve Uzerlerine 150 ul otoklavlanmis gliserol eklendi. Daha sonra tupler vorteks ile
karistirildi ve sivi azot icinde bir slire bekletildi. Son olarak tlipler -80 °C’ de saklandi.

Plazmidler kolay transfekte olan 293T hucrelerinde lipozomal transfeksiyon olan
Fugene ile denendi (Sekil 141). Kirmizi, yesil ve mavi hiicreler elde edildi.
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Sekil 141. izole edilen plazmidlerin kolay transfekte oldugu bilinen 293T hiicrelerde
denemesi. Hucreler mRFP, acGFP ve EGFaktin iceren plazmidlerle transfekte edildi ve

floresan mikroskopta gorintilendi.

16.4 ul soltsyon
3.6 ul tamamlayici
0.4 ug DNA

2x10° hiicre/ml

- ) ——> (053585880889 ¢
O pasaj hiicre $00000000000 0
sayimi E— =
MDA-MB-231 meme kanseri hiicresi

veya 1X PBS \cmde hiicreler
MCF10A saglkh meme epitel hiicresi .

L 1 2 3
82 p soliisyon — A0 @ @
18 u/ tamamlayici O ® @
2 ug DNA %

1x10° hiicre/ml

Sekil 142. Lonza Nucleofector 4D cihazi kullanilarak yapilan transfeksiyon isleminin

basamaklarinin sematik gésterimi.

Sirasiyla 1/2 ve 1/4 pasaj oraniyla blyutilen MDA-MB-231 ve MCF10A hdcreleri
ekildikleri yizeyde ¢ogalip ylzeyi tamamen kapladiktan sonra pasajlanip hicreler sayildi. 96
kuyucuklu plakaya transfeksiyon icin kullanilacak her iki hicre hattindan her kuyuda ml de
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2x10% olacak sekilde hiicrelerin seyreltmesi yapildi. Transfeksiyon icin proje biitgesinden
alinan Lonza Nucleofector 4D cihazi ve kitleri kullanildi. Transfeksiyon yapilacak her kuyucuk
icin transfeksiyon kitinde bulunan kii¢lk ya da buylk olgekte yapilacak transfeksiyona gore
kullanilacak farkli kivetler icin 16.4 pl / 82 pl solisyondan ve 3.6 pl / 18 pl tamamlayicidan
olusan karisim hazirlandi. 100 mm lik petride yetistirilip yizeyden kaldirihp santrifiij yapilarak
¢Oktarildd. Hucreler, yeni hicre ortaminda 1 ml icinde ¢dzulip hicrelerin seyreltme islemi
yapildiktan sonra 1X PBS’ te tekrar ¢ozlldl. Santrifljle ¢coktirme islemi yapildiktan sonra
hidcreler hazirlanan  karisimin icine aktanldi. Coézldlen hicrelere transfeksiyonu
gerceklestirilecek olan 0.4 ug/ 2 pg plazmid DNA da eklenip karistirildiktan sonra Lonza
Nucleofector kitindeki kullanilacak her kivete 20 pl / 100 pl lik karigimlar dikkatli bir sekilde
0.1-20 pl / 20-200 pl pipet uglar kullanilarak kivetlere ylkleme yapildi. Lonza Nucleofector
4D cihazina, yikleme yapilan kivetler yerlestirildikten sonra agagidaki tabloda belirtilen her
hiicre hatti icin uygun program segcilerek cihaz calistirildi. islem gerceklestirildikten sonra
kuyular cihazdan cikartilarak 10 dakika oda sicakliginda guvenlik kabininin iginde bekletildi.
Bekleme sirasinda 96 kuyulu plakaya transfeksiyonu yapilmis hicrelerin eklenmesi igin
gerekli kuyu sayisi kadar her kuyuya 200 pl hicre kdltir ortami eklenerek hicre kaltar
ortaminin 1sinmasi igin plaka inkibatére kaldirildi. 10 dakikanin sonunda 96 kuyulu plaka
inkUbatoérden cikarildi transfeksiyon islemi gerceklesmis hidcrelerin bulundugu kivetlerdeki
20 ul’ lik karisima 80 ul 96 kuyulu plakadaki hiicre kultiri ortami eklenerek her kivette 100
Ml olan karisim kivetten alinarak 96 kuyulu plakaya konularak inkibasyon igin inkibatdre
kaldirldi. 24 saat sonra transfeksiyonu gerceklesen hicreler ile gerceklesmeyen hicrelerin
seciliminin yapilabilmesi icin transfeksiyon islemi basariyla gerceklesmis hicrelerde hicre
icine alinan DNA da bulunan antibiyotik direngli genin olmasindan yararlanilarak hicrelerin
bulunduklari ortama antibiyotik eklemesi yapildi. Bu islem icin J847 G418 antibiyotik
solusyonu kullanilarak en uygun dozu bulmak icin de denemeler yapildi. 200, 400 ve 800
dozlar kullanildi.
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Tablo 20. Lonza Nucleofector 4D cihazinda MDA-MB-231 ve MCF10A hlcre hatlarinin
transfeksiyonu ic¢in kullanilan degerler.

Substra | Analiz igin ]
| Progra | Substra Transfeksiy ) Transfeksiy
ID Kit t gerekli
m t ) on platformu . on Basarisi
miktari stire
3175 )
Plazmi
(MDA-MB- | SE | CH-125 J 0.4 ug 4DX 24 saat +
231)
2584 Plazmi
SE | EN-130 0.4 ug 4DX 24 saat +
(MCF10A) d
3054 Plazmi
SE | DS-138 0.4 ug 4DX - -
(MCF10A) d
MCF10A MDA-MB-231
GFP GFP faz-kantrast GFP GFP faz-kontrast

ACGFPN1 AcGFPNM1 faz-kontrast EBFP2- Lufel\tt 7 EBFPI LifeAct-7 faz-kontrast

mcherry mcherry faz-kontrast

Sekil 143. MCF10A ve MDA-MB-231 hicrelerinin Lonza Nucleofector 4D cihazi kullanilarak
MCF10A hucreleri igin sirasiyla GFP, AcGFPN1 ve EGFP2-LifeAct-7, MDA-MB-231 hicreleri

icin sirasiyla GFP, EGFP2-LifeAct-7 ve mcherry ile transfekte edilmis hallerinin floresan ve
faz kontrast goruntuleri.

EBFP2-LifeAct-7 EBFP2-LifeAct-7 faz-kontrast

Transfeksiyon islemi her iki hiicre hatti icin Lonza Nucleofector 4D cihazi ile
gercgeklestirildikten 24 saat sonra antibiyotik uygulamasi yapiimadan 5X objektif kullanilarak
floresan ve faz-kontrast goéruntileri ¢ekildi. MCF10A hucreleri icin transfeksiyon AcGFPN1
icin %70-80 gibi yuksek oranda gergeklegirken EGFP2-LifeAct-7 ve GFP igin dusuk oranda
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g6zlemlendi. MDA-MB-231 hucreleri icin GFP, EGFP2-LifeAct-7ve mcherry ile yapilan
transfeksiyon denemeleri %70-80 gibi yuksek oranda gergeklesti. Bu denemeler sonucunda
MDA-MB-231 hucrelerinin farkh floresan renklerinde ornekleri elde edilirken MCF10A
hdcreleri icin yUksek oranda transfekte hicreler elde edebilmek icin farkli bir yontemle
“Fugene” transfeksiyon denemeye karar verildi. Gorintuler 4X objektif kullanilarak cekildi.
Olgek 200 um olarak gosterilmistir.

MCF10A MDA-MB-231
GFP faz-kontrast RFP RFP faz-kontrast

&
Rl
-l

Doz 200

Doz 400 ug/ml

I If ml

Sekil 144. MCF10A ve MDA-MB-231 hicrelerinin Lonza Nucleofector 4D cihazi kullanilarak

siraslyla GFP ve RFP ile transfekte edilmis hallerinin floresan ve faz kontrast goruntuleri.

Transfeksiyon islemi Lonza Nucleofector 4D cihazi ile gerceklestirildikten 24 saat
sonra sekilde gorilen farkli dozlarda G418 antibiyotik uygulamasi yapildi. 48 saat sonra
alinan gorintilerde 200 ug/ml dozun transfekte olan hicrelerin secilimini yapmak igin
yetersiz kaldidi, 800 ug/ml dozun ise ¢ok fazla gelerek transfekte olan hucrelerin de cogjunu
oldirdigi gézlemlendi. 400 olan doz uygulamasinin ise diger iki doza gore segilim i¢in daha
uygun oldugu gdézlemlendi. Gorintller 4X objektif kullanilarak cekildi. Olcek 200 um olarak
gOsterilmistir.
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mRFP mRFP faz-kontrast

MDA-MB-231

MCF10A

Sekil 145. MDA-MB-231 ve MCF10A hcrelerinin “Fugene” yontemi kullanilarak sirasiyla
mRFP ve GFP ile transfekte edilmis hallerinin floresan ve faz kontrast gortntuleri.

MDA-MB-231 hicrelerinin bu yontemle daha dusik oranda transfekte olduklar
g6zlemlenirken MCF10A hucrelerinin %80-90 oraninda transfekte olduklari gbézlemlendi.
Transfeksiyon icin yapilan tim denemelerin sonuglarina bakilarak MCF10A hicrelerinin
transfeksiyonu icin “Fugene” ydnteminin, MDA-MB-231 hiicrelerinin transfeksiyonu igin
Lonza Nucleofector 4D cihazinin kullanimina karar verildi. Gorlntller 4X objektif kullanilarak
cekildi. Olgek 200 pym olarak gosterilmistir.
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MDA-MB-231 Lonza Nucleofector 4D
GFP GFP faz-kontrast

Doz 400 ug/ml

EBFP EBFP faz-kontrast

Doz 400 ug/ml

Sekil 146. MDA-MB-231 hicrelerinin Lonza Nucleofector 4D cihazi kullanilarak GFP ve
EGFP ile transfekte edilmig hallerinin floresan ve faz-kontrast goruntuleri.

Transfeksiyon islemi Lonza Nucleofector 4D cihazi ile gerceklestirildikten 24 saat
sonra 600 ug/ml doz antibiyotik uygulamasi yapildi. 48 saat sonra hicre kultird ortami
degistirlerek 400 ug/ml doz antibiyotik uygulamasi yapildi. Ayni uygulama 48 saat sonra
yinelendi ve hicrelerin floresan ve faz-kontrast fotograflar cgekildi. Gorlntiler 4X objektif
kullanilarak gekildi. Olgek 200 um olarak gdsterilmigtir.

Serbest DOX etkisinin incelenebilmesi icin 6ncelikle doksorubisinin hangi dozlarda
hidcreye uygulanacagi belirlendi. MDA-MB-231 metastatik meme kanseri hicreleri igin
yapilan serbest DOX calismalarinda, ICso olarak bilinen, ilacin etkinliginin olcimuna
gOstererek kanserli hicrelerin %50 oraninda 6lumine neden olan konsantrasyon 0.5 pM
secildi (Neoff ve ark., 2014). Bu dederin altinda kontrol ve hicrelerin 6limu i¢in son noktayi
belirleyebilmek icin bu degerin Ustindeki diger konsantrasyonlar ile beraber dozlar 0, 0.5,
2.5, 5, 10 yM olarak segcildi. 2 boyutlu ve 3 boyutlu dizeneklerde MDA-MB-231 hucreleri ile
birlikte kulturt yapilacak, gézlemlenecek olan MCF10A saglikh epitel meme hdcreleri igin de
ayni dozlar uygulanarak ilacin farkh dozlarda zamana bagli hticre icine alinimi bu iki hicre

tipinde gozlenerek karsilastirildi.
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24 kuyulu sistemde iki boyutlu kultiirdeki hiicrelerde serbest DOX etkisinin

incelenmesi :

24 kuyulu sistemler ilag etkilerinin belirlenmesi icin yaygin kullanilan materyaller
olmasi sebebiyle serbest DOX etkisini belirlemek Gzere denemeler dncelikle bu sistemlerde
yapildi. Bu amagla proje kapsaminda kullanilan metastatik meme kanseri hiicresi MDA-MB-
231 ve saglkl epitel meme hicresi MCF10A 24 kuyulu sistemlere farkh hiicre sayilarinda
ekildi. Hicre sayisi olarak oncelikle MCF10A hucreleri igin 15000 hucre/ml, MDA-MB-231
hicreleri icin ise 23000 hicre/ml hicre yogunluklari denendi. Huicreler 24 saat sonunda 24
kuyulu sisteme ekildi ve 48 saat inkibe edildi. Doksorubisin seyreltiimesi igin iki hlcre tipinin
de yasamasina olanak saglayan besi karisimi kullanildi ve inkiibasyondan sonra 6nceden
belirlenmis olan doksorubisin konsantrasyonlari olan 0.5 yM, 2.5 yM, 5 pM ve 10 pM ile
kontrol olarak doksorubisin icermeyen besi karisimi hicrelere uygulandi. Sekil 147°de
gOrilecegi Uzere, MDA-MB-231 hlcreleri 24, 48 ve 72. saatlerde goéruntilendi.

w0 G -3
: N o 4 \
Sekil 147. 24 kuyulu sistem icerisindeki MDA-MB-231 hicrelerine uygulanan farkl ilag

dozlari igin zamana bagl faz-kontrast hiicre fotograflari. Olgek 20 um olarak gésterilmistir.

Sekil 148’'de goruldugu uzere, farkl dozlarda uygulanan ilaclarin MDA-MB-231
hlcreleri (zerinde morfolojik olarak bozunmaya sebep oldugu ve ayni zamanda ilacin

uygulanma slresinin uzamasiyla bu bozunmanin da arttigi gézlendi.
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Sekil 148. 24 kuyulu sistem icerisindeki MDA-MB-231 hicrelerinin 2.5uM, 5uM, 10uM ilag
konsantrasyonlari igin 72 saat sonunda cekilen sirasiyla faz-konstast, doksorubisin ve
birlestiriimis fotograflari. Olgek 20 um olarak gésterilmistir.

Morfolojik olarak ilag etkisiyle bozulmus olan MDA-MB-231 hicrelerinin 72 saat
sonunda c¢ekilen faz-kontrast resimleri ve doksorubisin resimleri Dbirlegtirildiginde
doksorubisinin hlcre igerisine qirdigi gozlenerek bozunmanin ilag etkisi sebebiyle
gerceklesmis oldugu gosterildi.

MCF10A hucreleri icin hiicre sayisi 30000 hiicre/ml'ye cikarilarak inklibasyon suresi
24 saate indirildi. Inkiibasyon siiresi sonunda daha ©nceden belirlenen dozlarda
doksorubisin hucrelere uygulandi. Uygulamadan 24 saat sonra hicrelerin faz-kontrast
fotograflari ve doksorubisinin fotograflari c¢ekildi. Yapilan goéruntilemelerin sonunda, Sekil
149’de gorllecegi Uzere, yluzeydeki hlicre sayisinin diusik oldugu gézlendi ve 24 kuyulu

sistem icin hicre sayisinin arttiriimasinin daha uygun olacagina karar verildi.
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Sekil 149. 24 kuyulu sistem igerisindeki 30000 hicre/ml yogunlugundaki MCF10A
hicrelerinin farkl dozlarin uygulanmasindan ardindan 24 saat sonunda ¢ekilen faz-kontrast

ve doksorubisin fotograflari. Olgek 20 ym olarak gosterilmistir.

Bir onceki is paketinde iki boyutlu ve ¢ boyutlu sistemler igin optimize edilmis olan
MCF10A ve MDA-MB-231 hiicre sayilarindan yola c¢ikarak alan hesaplamasiyla 200000
hdcre/ml hicre sayilarinin her iki hicre tipi igin de 24 kuyulu sistemlere ekilmesinin uygun
olduguna karar verildi. Daha 6nceki fotograflardan yola ¢ikarak 1.5uM ilag konsantrasyonu
da denendi (Sekil 150 ve Sekil 151).

=
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Birlegsmig

Sekil 150. 24 kuyulu sistem icerisindeki 200000 hicre/ml yogunlugundaki MCF10A
hdcrelerinine farkli dozlarin uygulanmasinin ardindan 24 saat sonunda g¢ekilen faz-kontrast

ve doksorubisin fotograflari. Olgek 20 ym olarak gosterilmistir.
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Sekil 151. 24 kuyulu sistem igerisindeki 200000 hucre/ml yogunlugundaki MDA-MB-231
hdcrelerinin farkli dozlarin uygulanmasindan ardindan 24 saat sonunda ¢ekilen faz-kontrast
ve doksorubisin fotograflari. Olgek 20 ym olarak gosterilmistir.

MCF10A ve MDA-MB-231 hicreleri karsilastiriidiginda, MCF10A hicrelerinin
doksorubisini hucre icine daha kolay aldigi goézlendi: MCF10A hucrelerinde 1.5 uM
doksorubisin i¢in floresan sinyal gozlenirken, MDA-MB-231 hicrelerinde benzer seviyede
sinyal 2.5 uM doksorubisin i¢in gézlendi.

Ciplerde iki boyutlu kiiltiirdeki hiicrelerde serbest DOX etkisinin incelenmesi :

Daha dnce optimizasyonu yapilan iki boyutlu ¢ipler kullanilarak ila¢g konsantrasyonlari
tekrar denendi. Cipler PDMS kaliplarin hazirlanmasi, temizlenmesi ve cam kullanilarak kanal
olusturulmasi islemlerinden sonra daha sonraki deneylerde kullanilacaklari sekilde poli-L-lizin
ve fibronektin ile kaplandi. MDA-MB-231 ve MCF10A hicreleri konsantrasyonlari
3x106hiicre/ml olacak sekilde ciplere yiiklendi. inkiibasyon siiresinin ardindan farkli
doksorubisin konsantrayonlari hiicrelere uygulandi. ilag uygulamasinin ardindan 24 ve 48.
saatlerde fotograflari ¢ekilerek analizi yapildi. Hlcrelerin faz-kontrast resimlerinden elde
edilen hicre cizimleri doksorubisin fotograflarina uygulanarak ilacin hicre icine alinma
miktari degerlendirildi ve farkli dozlar karsilastirildi.

Sonuclar Sekil 152 ile $ekil 158 arasinda verilen resim ve grafiklerde
gosterilmektedir. Bu sonugclarda, iki boyutlu kaltirler icin, giplerde, 24 kuyulu sistemdeki gibi
MCF10A hucrelerinin doksorubisini daha kolay hucre igine aldiklari gézlendi. Doksorubisin
konsantrasyonu arttikga hlcre igindeki doksorubisin miktari da artti. Doksorubisin uygulama
suresi arttikga, hlcre icine alinan ilag miktari da arttl.
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| Kontrol

Sekil 152. 3x10%hiicre/ml hiicre yogunlugundaki MDA-MB-231 hiicrelerine iki boyutlu cipler
icerisinde farkli dozlarda ilag uygulanmasi ve 24 saat gorintileri. Olgek 20 um olarak

gOsterilmistir.

8
a

Birlesmis

Sekil 153. 3x10°hlicre/ml hiicre yogunlugundaki MCF10A hiicrelerine iki boyutlu cipler
icerisinde farkli dozlarda ilag uygulanmasi ve 24 saat gorintileri. Olgek 20 um olarak

gOsterilmistir.
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Sekil 154. 2B ciplerde 24 saatte doksorubisin hiicre i¢cine aliminin sayisal incelenmesi

kontrast
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Sekil 155. 3x108hicre/ml hiicre yogunlugundaki MDA-MB-231 hiicrelerine iki boyutlu gipler
icerisinde farkll dozlarda ilag uygulanmasi ve 48 saat gorintileri. Olgek 20 um olarak

gOsterilmistir.
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Sekil 156. 3x10°hlicre/ml hiicre yodunlugundaki MCF10A hiicrelerine iki boyutlu cipler
icerisinde farkli dozlarda ilag uygulanmasi ve 24 saat gorintileri. Olcek 20 um olarak
gOsterilmistir.

25 48 saat
B 20 -
£
@ 15 -
| =
210 - ® MDA-MB-231
S 5 B MCF-10A
0 -

0 05 25 5 10
Doxorubicin (uM)

Sekil 157. 2B ciplerde 48 saatte doksorubisin hiicre igcine aliminin sayisal incelenmesi
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Sekil 158. 2B ciplerde 24 ve 48 saatte doksorubisin hicre i¢ine aliminin kargilastirmali

sayisal incelenmesi

24 kuyulu sistemde ¢ boyutlu kiltlirdeki hiicrelerde serbest DOX etkisinin

incelenmesi :

Hucreler matrigel ile 1:1 oraninda karistirilarak ¢ boyutlu ortami taklit etmesi
amaciyla 24 kuyulu sisteme ekildi. Hlcre ekimi ve 24 saat inkibasyondan sonra ilag
konsantasyonlari uygulanarak, ila¢c uygulamasindan 24 saat sonra hucrelerin fotograflari
cekildi.

Bu sonuglardan, 24 kuyulu sistemde U¢ boyutlu kiltirde, 24 kuyulu sistemde iki
boyutlu ve ciplerde iki boyutlu kiltirlerde oldugu gibi, MCF10A hicrelerinin doksorubisini
daha kolay hucre igine aldiklari gozlendi. Doksorubisin konsantrasyonu arttikga hucre
icindeki doksorubisin miktari da artti.
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Sekil 159. 24 kuyulu sistem igerisinde 1:1 oraninda MCF10A-matrijel karisimi icin farkh
dozlarda ilag uygulanarak elde edilen hiicrelerin faz-kontrast, doksorubisin ve birlestirilmis

fotograflari. Olgek 20 ym olarak gosterilmistir.
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Birlegsmis

Sekil 160. 24 kuyulu sistem icerisinde 1:1 oraninda MDA-MB-231-matrijel karisimi igin farkh
dozlarda ilag uygulanarak elde edilen hlcrelerin faz-kontrast, doksorubisin ve birlestirilmis

fotograflari. Olcek 20 um olarak gosterilmistir.
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Sekil 161. 3B ortamda 24 saatte doksorubisin hiicre i¢ine aliminin sayisal incelenmesi.
Ciplerde u¢ boyutlu kiltiirdeki hiicrelerde serbest DOX etkisinin incelenmesi :

Ug¢ boyutlu ciplere bir énceki gelisme raporunda belirlendigi sekilde 1:1 oraninda
matrijel-htcre karisimi ekildi. Her ¢ip icerisinde iki tip hucre i¢in de U¢ boyutlu ortam yaratildi.
Hucrelere inklbasyon slresinin ardindan ilag uygulanarak 24, 48 ve 72. saatlerde goruntiler
alindi.

Bu sonuclardan, giplerde ¢ boyutlu kiltirdeki hicreler, 24 kuyuda iki boyutlu, gipte
iki boyutlu ve 24 kuyuda Uc¢ boyutlu kultirdeki hlcrelerde gozlendigi gibi, ila¢ uygulama
suresi arttikga ve ilag dozu arttikga saglikli hiicre morfolojilerini kaybettiler.

Sekil 162. U¢ boyutlu dizeneklerde MDA-MB-231 hiicrelerinin farkli dozlarda ilaglar
uygulanmaslyla 24, 48, 72 saat faz-kontrast géruntileri. Olgek 20 uym olarak gosterilmigtir.

185



4

TheiTAK

Sekil 163. Uc boyutlu dizeneklerde MCF10A hiicrelerinin farkh dozlarda ilaglar
uygulanmasiyla 24, 48, 72 saat faz-kontrast gérintileri. Olgek 20 um olarak gosterilmistir.

Faz-kontrast Dox Birlestirilmis

MCF10A

Sekil 164. Uc boyutlu dizeneklerde MDA-MB-237'ne 10uM konsantrasyonda ilag
uygulanmasi sonucunda elde edilen 72 saat gériintileri.Olgek 20 um olarak gosterilmistir.

Ozet olarak, projenin ikinci ara déneminde 2 numarali is paketi dahilinde gerceklestirilen
serbest doksorubisin deneyleri gdsteriyor ki hem iki boyutlu hem de ¢ boyutlu kiltlrde,
normal hiicreler (MCF-10A) serbest doksorubisinden, kanserli hiicrelere (MDA-MB-231) gore
¢ok daha fazla etkilenmektedirler. Bu sonuglar, projenin uzun ddnemli hedefi olan
hedeflendirilmis ilag yUkli mikrokdpukguklerin gelistiriimesinin dnemini desteklemektedir.
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patlatilarak ilacin timor bélgesinde dagilmasi saglanmistir. Boyutu 8 mm?den buyuk
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mikrokdpukguklerin kanser tedavisinde etkinligini gdstermektedir. Sonuglar hedeflendirilmis
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vericidir.
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