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ONSOz

Nanoboyutta ilag tasiyici sistemlerin gelistiriimesi son yillarda artan bir 5nem kazanmigtir.
Bu sistemlerin ¢cogu pasif ve aktif hedefleme stratejisi kullanarak ilaci se¢imli bir sekilde tasimak
icin tasarlanmistir. Gegtigimiz yillarda, bu segimli sistemlere endozomal bélmelerde hizli ilag
salma 6zelligi saglamak amaciyla pH cevaplama birimleri eklenmis ve bu sistemlerin pH
cevaplamayan sistemlere gore terapotik etkisinin daha fazla oldugu deneysel olarak
ispatlanmistir. Ayrica endozomal enzimlerle bozunma 6zelligine sahip, peptid dizinlerinin ilag
tagiyici sisteme eklenmesinin ilag salim hizini daha da arttirdigi gosterilmistir. Bu bilgilerin
Isiginda, bu calisma kapsaminda mPEG-peptid ve model ilag doksorubisinin (DOX) kimyasal
bagla taslyici sisteme baglandigi iki grup ilag tasiyici sistemi gelistirilmigtir. Birinci grupta model
ilac tasiyici sisteme asidik ortamda bozunur hidrazon bagiyla baglanmistir ve peptid pH'ya
duyarli histidin igermektedir. ikinci grupta ise ilag tasiyici sisteme kararli amid bagiyla baglanmig
ve icerikte bulunan peptide hem pH cevaplayabilen histidinler hem de lizozomal bir enzim olan
katepsin B aktivitesiyle bozunabilir RRALAL dizini eklenmistir. Ayrica kontrol amacli olarak peptid
icermeyen mPEG ve doksorubisin konjuge sistemleri de sentezlenmigtir. Taglyici sistemlerin
boyutlari ve stabilitesi dinamik 1sik sagilmasi, morfolojisi ve kimelenme egilimi ise atomik kuvvet
mikroskobu ile gdéruntlilenmigtir. Birinci grup sistemlerin nétral pH ve pH 5'te ikinci grup
sistemlerin ise noétral pH, pH 5, ve katepsin varliginda ve pH 5’te ila¢ salim egrileri ¢ikariimistir.
Birinci grup sistemlerin in vitro sitotoksisitesi A549 hulcre hattl, ikinci grup sistemlerin
sitotoksisiteleri ise A549 ve PC3 hiicre hatti kullanilarak degerlendirilmistir. Temel olarak pH’ya
duyarli peptid iceren birinci grup tasiyici sistemleri sadece PEG ve DOX'tan olusan kontrol
sistemlere gore asidik ortamda ilaci daha hizh saldidi ve daha fazla sitotoksik etki gosterdigi
gozlenmistir. Benzer sekilde ikinci grup peptid igeren tasiyici sistemler ise katepsin B varliginda
kontrol sistemlere gore biraz daha hizi DOX salimi ve daha fazla sitotoksik etki
gerceklestirmistir. Sonug¢ olarak bu calismada fonksiyonel grup iceren ve biyoaktif 6zellik
eklenebilen peptid dizinlerinin ilag tasiyici sistemlerine eklenmesiyle sistemin tdrepatik etkilerini
iyilestirdigi gosterilmistir.

Literatire dnemli katkilar sunabilecek verilerin elde edildigi ve yeni nesil ilag taslyici
sistemlerin gelistiriimesine i1sik tutacak olan bu projeye verdikleri destek igin TUBITAK Saglik

Bilimleri Arastirma Destek Grubu’na tesekkir ederiz.
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OZET

Bu projede kanser hicrelerinin ¢oklu ilag direncine ¢ézimuine yonelik hizh ilag salim
kabiliyetine sahip ilag tasiyici sistemlerinin gelistiriimesi amaclanmigtir. Tasiyici sistemler PEG
veya PEG-peptid molekillerine model antikanser ilag olarak kullanilan doksorubisinin (DOX)
kimyasal bagla konjugasyonu ile hazirlanmigtir. PEG, tasiyici sistemlerde ilacin kanda dolagsim
suresini arttirmak igin kullaniimistir. Peptid dizinine pH cevaplama &6zelligi olan histidinler ve/veya
enzimatik bozunur RRALAL dizini eklenmistir. Birinci grup tasiyici sistemlerinde kullanilan
peptid (AT1) sadece pH cevaplama 6zelligi tagsimaktadir ve DOX tasiyici sisteme asidik ortamda
bozunur hidrazon bagiyla konjuge edilmistir. DOX’un tasiyici sisteme kararli amid bagiyla
baglandigi ikinci grup sistemlerde kullanilan peptid AT3, hem pH cevaplayan gruplar hem de
lizozomal enzimlerde bozunur dizin igermektedir. Ayrica kontrol sistemler olarak peptid
icermeyen DOX konjuge edilmis PEG bazh tasiyici sistemler de sentezlenmistir. Calismada
kullanilan peptidler kati faz peptid sentezi ydntemiyle sentezlenmis, Michael ekleme
reaksiyonuyla mEG-maleimide konjuge edilmistir. DOX tasiyici sistemde bulunan COOH
gruplarina amid veya hidrazon bagiyla baglanmigtir. UV spektroskopisi kullanilarak asidik
ortamda bozunur bag iceren mPEG-AT1-DOX tasiyici sisteminde DOX konjugasyonu %35,
buna karsin DOX’un kararli amid bagi ile konjuge edildigi mMPEG-AT3-DOX sisteminde konjuge
edilmemis DOX'un ayrilamamasi dolayisiyla DOX:COOH orani % 187 olarak elde edilmistir. Isik
saciima yontemi kullanilarak pH 7.4'te mPEG-AT1-DOX’un boyutu ~ 12 £ 2 nm, mPEG-AT3-
DOX'un boyutu ise 15 ve 30 nm’de ikili dagilim olarak élgtlmustir. mPEG-AT1-DOX igin nétral
pH'ta % 14.5 + 2.5 elde edilen % DOX salimi pH 5’te % 30 * 7’ye yukselmistir. Notral pH'da %

10’un altinda g6zlenen mPEG-AT3-DOX'un ilag salimi pH 5 ve katepsin B varliginda % 17 + 2
olarak elde edilmistir. A549 hicre hatti kullanilarak yapilan sitotoksisite testi sonucu serbest

DOX, mPEG-AT1-DOX ve mPEG-AT3-DOX’un mutlak ICsy degerleri sirasiyla 1.37 + 0.05, 5.55
+0.75 ve 1.33 £ 0.11 ug esdeger DOX/ml olarak bulunmustur

Anahtar kelimeler: ila¢ tasiyici sistemleri, doksorubisin, PEG, peptid



ABSTRACT

In this project, it was aimed to develop drug delivery systems with high drug release rate
capable of overcoming multidrug resistance of cancer cells. Drug delivery systems were
prepared via the conjugation reaction between PEG or PEG peptide molecules and a model
anticancer drug doxorubicin (DOX). PEG was incorporated to the system to increase blood
circulation time of the drug. Peptide domain is designed to have pH responsive histidines and/or
enzymatically degradable RRALAL sequence. The peptide, AT1, used in the design of the first
group of drug delivery systems only have pH responsive property and DOX was attached to
these type of drug delivery systems via acid cleavable hydrazone bond. The peptide AT3 used in
the second group of drug delivery systems where DOX is attached to the system using stable
amide bond, contains both pH responsive and lysosomal enzyme cleavable domains.
Additionally, for control purposes, drug delivery systems containing only PEG and DOX were
also synthesized. The peptides used in this study were synthesized using solid phase peptide
synthesis method and conjugated to mPEG-maleimide using Michael addition reaction. DOX is
chemically attached to the COOH group of the carrier molecule via amide or hydrazone bond.
DOX:COOH ratios of acid cleavable bond containing mPEG-AT1-DOX and mPEG-AT3-DOX
with stable amide bond was obtained as % 35 and % 187 respectively using UV spectroscopy.
The high DOX content of mPEG-AT3-DOX is due to the presence of unconjugated DOX
molecules. Size of MPEG-AT1-DOX at neutral pH was measured via dynamic light scattering
method as ~ 12 £ 2 nm whereas mPEG-AT3-DOX exhibited bimodal hydrodynamic diameters
centered at 15 and 30 nm. % DOX release of mMPEG-AT1-DOX was measured as % 14.5 + 2.5
and % 30 + 7 for respective pH values of 7.4 and 5.0. For mPEG-AT3-DOX, %DOX release rate

at neutral pH obtained below 10% increased to % 17 + 2 at pH 5.0 and in the presence of
cathepsin B. In the in vitro cytotoxicity tests against A549 cell line, respective ICs values of free
DOX, mPEG-AT1-DOX, mPEG-AT3 were obtained as 1.37 £ 0.05, 5.55 £ 0.75 ve 1.33 £ 0.11 ug
equivalent DOX/m.

Keywords: drug delivery systems, doxorubicin, PEG, peptide



1. GIRIS

Gunumuz kanser tedavisi kanserin evresine ve derecesine bagll olarak hizh bir sekilde
¢ogalan kanser hicrelerinin cerrahi radyoterapédtik veya farmakolojik yontemlerle bertaraf
edilmesine dayanmaktadir (Gonzélez vd. 2000; Brannon-Peppas ve Blanchette 2004;
Sunderland vd. 2006). Her ne kadar cerrahi mudahale buyuk kitle tumdorlerinin alinmasinda
birincil yéntem olarak disinulse de bu prosedirin metastatik kanseri tetikleme olasiligi vardir
ve saptanamayan metastatik kanserler icin uygun bir yontem degildir. Bununla birlikte cerrahi ve
radyasyon terapisinin kanserli hastalarin yalnizca % 40’'in1 tedavi edebildidi geriye kalan
%60’inIn ise metastatik etkiden dolayi hayatini kaybettikleri raporlanmistir. Kemoterapinin birgok
kanser gesidi i¢in tedavi potansiyeli hala gelisimini sirdirmekte olsa da, kemoterapi tek basina
ureme hucreleri timdrleri, hematolojik ve inatgi trofoblastik kanserlerin tedavisinde blylk etki
yaratmis ve koryokarsinomlu kadin hastalarin tedavi oranlarini arttirmigtir (Verweij ve De Jonge
2000; Feng ve Chien 2003; Ottevanger ve De Mulder 2005). Ayrica cerrahi midahale sonrasi
uygulanan kemoterapinin (adjuvan kemoterapi) meme kanseri hastalarinin hayatta kalma
oranini arttirdigi ve 1sin tedavisi ile beraber uygulanan kemoterapinin (es zamanl
kemoradyoterapi) oksijenlenme ve damarlanmay: gelistirerek olumlu etkileri oldugu belirtilmistir
(Vermund ve Gollin 1968; Verweij ve De Jonge 2000).

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapide toksik ilaglar kullanilarak kanser hlcrelerini
oldirmek hedeflense de bu toksik ilaglar kanser hicrelerine karsi yeteri kadar ylksek segicilik
gosteremedidi icin basta saglikli hlcrelerin de zarar gérmesi olmak Uzere sa¢ dokulmesi, bulanti
kusma, yorgunluk, kilo kaybi ve enfeksiyon riski gibi hastalarin yasam kalitesini dislren yan
etkiler ortaya cikmaktadir. Bu sebepten kemoterapik ilaglarin terapétik — etkilerinin etkin  bir
sekilde kullaniimasini saglayip, kanserli hicrelere secimli bir sekilde tasiyabilecek ilag tasiyici
sistemlerin gelistiriimesi blylk bir 6nem arz etmektedir (Chari 1998; Abou-Jawde vd. 2003; Liu
vd. 2007; Wong vd. 2007).

Kemoterapik ilag tasiyici sistemlerin gelistiriimesinde kullanilan stratejiler timor
fizyolojisindeki anormallikleri hedeflemektedir. Tumor hlcreleri, kontrolsiiz ¢ogalip neoplazma
(doku buyUmesi) denen kitle olusturan anormal hiicreler olarak ayirt edilebilirler. Bu anormal
hucreler bir kitle olarak bir arada kimeleniyorsa iyi huylu timdrler olarak adlandirilir. Buna karsin
egder tumor hicrelerinin - etrafindaki dokulara sigrama yetisi varsa kotu huylu timérler veya
kanser hiicreleri olarak tanimlanir. Belirli bir kritk hacme (1-2 mm?) ulagtiktan sonra kan

damarlarinin olusumunu (anjiyogenez) tetiklerler. Yeni olusan bu kan damarlari, kanser



hicrelerinin gelisimi icin gereken besinleri saglamakla kalmayip ayni zamanda kan dolagimiyla
tasinan birincil timoér hdcrelerin istilasiyla vicudun diger kisimlarinda olusan metastaz denen
ikincil timorlerin olusumuna agilan kapi gorevi de yapmaktadir (Stetler-Stevenson vd. 1993;
Alberts 2002; Brannon-Peppas ve Blanchette 2004; Eichhorn vd. 2004; Isayeva vd. 2004;
Shimizu ve Oku 2004; Eichhorn vd. 2007).

Folkman’'in 1970’li yillarda igaret ettigi solid tumdrlerin buyumesi ve anjiyogenezin
birbiriyle iligkili oldugu ve eger anjiyogenez Onlenebilirse veya yeni olugan vaskuler endotel
hicreleri hedeflenirse timdr hicrelerinin blyimesinin engellenebilecedi 6ngoérisine cesitli
kaynaklarda yer verilmistir (Brown ve Giaccia 1998; Brannon-Peppas ve Blanchette 2004;
Eichhorn vd. 2004; Eichhorn vd. 2007). Anjiyogenezi Onlemeye yonelik ¢alismalarin ¢ogu
vaskuler endotelyal buyume faktérinun (VEGF) aktivitelerini durdurmaya yogunlagsmistir (Brown
ve Giaccia 1998). Buna karsin kademenin sadece bir adimini bloke ederek anjiyogenezi énleme
ve en nihayetinde tUmor olusumunu durdurma ihtimalinin zayif olabilecegi de bir gercektir
(Shimizu ve Oku 2004). Her ne kadar preklinik ¢calismalarda umut verse de monoterapi olarak
denenen anti-anjiyojenik tedavi rastgele klinik galismalarda bagarisiz olmustur. Bir diger taraftan
hem timor hiicrelerini hem de vaskiiler bilesenleri hedef alarak anti-anjiyojenik ve kemotérapik
ajanlarin birlikte kullanilmasi metastaz kolon kanseri tedavisinde umut vadetmistir (Eichhorn vd.
2004; Eichhorn vd. 2007). Ancak anti-anjiyojenik ajanlarin geciken yan etkileri tedaviden sonra
problem teskil etmektedir. Ornegin, anti-anjiyojenik ajan (interferon o2pB) uygulanarak yapilan
tedavinin 1 yil sonrasinda bazi ¢ocuklarda spaktik dipleji belirtileri g6zlenmistir (Kerbel 2000).

Tdmor hicrelerinde olusan asirn anjiyogenezin tumoér damar dizenini normal dolagim
sisteminden farkli hale getirmesi tumoér hdcrelerini hedeflemek icin bir diger strateji olarak
degerlendiriimektedir. Asirnt  damarlanma, kusurlu vaskuler vyapi, calismayan lenfatik
drenaj/bosaltim sistemi ve gecirgenlik ajanlarinin (VEGF, bradikinin, nitrik oksit (NO),
prostaglandinler (dizeneme enzimleri), kollajenazlar (matris metaloproteinler = MMP),
peroksinitrit) normalden fazla Uretilmesi gegirgen timoér kan damarlarina ve bdbrek tasfiye
sisteminden kacgabilecek kadar buyluk makromolekullerin (> 40-50 kDa) timorlerde birikmesine
neden olmaktadir. Bu olay ‘gelismis gecirgenlik ve allkonma’ (enhanced permeability and
retention ya da kisaca EPR) etkisi olarak tanimlanmistir (Sekil 1) ve timor hicreleri pasif olarak
hedeflemeyi saglamakla birlikte yeni nesil antikanser ilag tagiyici sistemlerinin tasariminda altin
standart haline gelmistir (Noguchi vd. 1998; Maeda vd. 2000; Wu vd. 2001; Jang vd. 2003; Fang

vd. 2007). ilag tasiyici sistemin etkinliginin aracin fizikokimyasal ézelliklerine (boyut, difiizivite ve
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hicresel makromolekdllerle etkilesimi) ve timorin biyolojik 6zelliklerine (timér damar dizeni,

hicre yogunlugu, doku yapisi, hucre digi matris (ECM) bilesenleri ve komposizyonu ve dokular

Diisiik molekiiler
kiitleye sahip
ajanlar

Yiiksek molekiiler
kiitleye sahip
ajanlar

0 saat 6 saat

Normal doku Tiimér dokusu

Sekil 1. Gelismis gecirgenlik ve alikonma etkisinin sematik gosterimi (Fang vd. 2007).

arasindaki akiskan basinci (IFP)) bagli oldugu belirtiimistir (Jang vd. 2003). Capi birkag mikron
civari veya daha fazla olan partikillerin kilcal damarlar iginde sikismalari yiksek olasiliktir.
Normal hlcrelerde bulunan kan damarlarinin gézenekleri yaklasik 9 nm ve 50 nm ¢apinda
olmak Uzere iki farkh boyut dagihmi géstermektedir. Ancak 50 nm boyutundaki gézeneklerin
sayisi 9 nm’lik gbézenek sayisindan 100-1000 kat daha azdir. Tumoér kan damarlarinin
gbzenekleri ise 100 nm’lik partikilleri igine alabilecek boyuta sahip olup bazi timér hicrelerinde
bu boyutun 400-600 nm kadar yuksek oldugu belirtiimistir  (Yuan vd. 1995; Fukumori ve
Ichikawa 2006). Ayrica, 42 °C’de hipertemi uygulayarak gbézenek gegirgenlik boyutunu 400
nm’ye c¢ikarmak mumkidnddr. Buna karsin 100 nm ¢apindan buyidk boyuta sahip partikillerin
secimli bir sekilde retikiloendotelyal sistem (RES) tarafindan tutuldugu rapor edilmistir. Bu
sebepler dolayisiyla ¢api 50 ile 100 nm arasinda degisen partikillerin timdr bdlgesinde daha
etkili bir sekilde birikme ihtimali yiksektir (Brannon-Peppas ve Blanchette 2004; Fukumori ve
Ichikawa 2006). Partikullerin yuzey 6zellikleri de vucut igindeki kaderlerini etkileyen faktérlerden

biridir. Hidrofobik partikiller RES tarafindan etkisiz hale getiriimektedir. Pozitif yuklu partikillerin
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hicrelere yapisma ihtimali ylksektir. Negatif yUukli parcaciklar ise ¢opgu endotelyal hicreler
veya karacigerde bulunan profesyonel pinositler tarafindan hedeflenmektedir. Sonug¢ olarak,
hidrofilik ~ve ndtral/nétrale  yakin  yuke sahip partikullerin  bahsedilen savunma
mekanizmalarindan uzak kalarak kanda dolasim suresinin yiksek olabilecegi asikardir
(Brannon-Peppas ve Blanchette 2004; Sunderland vd. 2006).

Coklu ilag direnci (MDR) kemoterapinin verimini blyUk dl¢ide dusiren ve kemoterapotik
ilag tasiyici sistemlerin gelistiriimesinde son yillarda g6z éniinde bulundurulmaya baslanan bir
onemli bir sorundur. MDR bir P-glikoproteinlerin (P-gp) aktivitesi ile tetiklenen timor hicrelerinin
detoksifikasyon islemidir. Hiicre disina tasiyici bu proteinler sebebiyle hicre igindeki ila¢ disari
atilip ilag derisimi terapétik limitin altina dismektedir  (Simon 1999; Lee vd. 2005; Xu vd. 2006;
Devalapally vd. 2007). MDR etkisini kontrol edebilmek igin dnerilen ilk yaklagsim ila¢ tasiyici
sistemine antikanser ilagla birlikte MDR dizenleyici ve engelleyiciler yukleyip P-gp aktivitesini
bloke etmek olsa da bu ydntem antikanser ilacin toksisitesini ¢ok fazla arttirmakta ve saglikh
karaciger ve bdbrek hulcrelerinde de P-gp aktivitesini engelledidi icin ilacin vicuttan atiima
surecini olumsuz etkilemektedir (Lee vd. 2005). Cok daha etkin bir yaklagim ise antikanser
ilacinin tUmor hicresi igerisinde hizli salinimini saglayip ilacin sitotoksik etki gosterdigi derisimin
Uzerine c¢lkmasini garantilemekten gecmektedir. Endositik gegitteki pH degisimi notral
sitoplazmik pH 7.2 ile baslayip endozomlarda 5.5-6’ya diismekte ve lizozomlarda 4.5-5 civarina
ulasmaktadir. Dolayisiyla pH’ya duyarli ilag tasiyici sistemlerin bu organellerin asidik ortaminda
¢bzlnerek veya stabilitesini kaybederek programli bir sekilde ilaci hizli bir sekilde salmasina
imkan vermektedir (Xu vd. 2006). Endozomal bir proteaz enzimlerinden olan katepsin
enzimlerinin aktiviteleri sistein proteaz inhibitoérleriyle (CPl) kontrol edilmektedir. Normal
hicrelerde katepsin ve CPI aktiviteleri dengeli bir sekilde devam ederken timér hiicrelerinde
dusuk CPI aktiviteleri sonucu katepsinler normal hicrelere oranla ¢ok daha fazla Uretiimektedir.
Katepsinlerin asiri miktarda Uretiimesi ve salgilanmasi ise timérlerin yayilmasini ve metastaz
olusumlarini tetiklemektedir (Yano vd. 2001; Nomura ve Katunuma 2005). Timdr hicrelerinde
goérilen bu anormalligi kullanarak ilagc saliniminin endozomlardaki katepsin enzimlerin
aktiviteleriyle programlanmasi da hizli ilag¢ salimi i¢in alternatif bir ydntem olarak calisiimaktadir.

Bu bilgilerin 1s1ginda ideal bir antikanser ila¢ tasiyici sistemlerin tasariminda olmasi
gereken Olcltler asagidaki gibi siralanabilir:

e Kanda yuksek dolagim siresi
e Molekiler 6zbirlesme (self-assembly) sayesinde pasif hedefleme

e pH cevaplayabilme ve/veya enzimatik olarak bozunabilme
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Bu calismanin amaci ideale yakin birinci nesil ila¢g tasarimlar gelistirmektir. Tasiyici
sistemler metoksi polietilen glikol (MPEG) ve peptidin konjugasyonu ile hazirlanmistir. Model bir
antikanser ilag olan doksorubisin (DOX) kimyasal bagla tasiyici sistemlere baglanmistir. Kontrol
amagli olarak peptid icermeyen mPEG-DOX sistemleri de hazirlanmistir. ilag tasiyici sistemlerin
sentezinde genellikle polimerizasyon yontemi kullaniimaktadir. Her ne kadar reaksiyon verimi
yuksek olsa da molekiul agirhdr ve kompozisyon kontroli kolay degildir. Bu c¢alismada daha
onceden molekdl agirhigi ve kompozisyonu belli molekillerin konjuge edilerek 6zelliklerinin
birlestiriimesi sayesinde molekuler boyutta kontrol saglanmistir.

llag tasiyici sistemlerinin kanda yiiksek dolasim siresini saglamak amaciyla FDA
tarafindan onayl immunojenik ve antijenik etkisi olmayan hidrofilik ve formal yuk tasimayan PEG
molekull secilmigtir (Harris ve Chess 2003; Veronese ve Pasut 2005). pH’ya duyarl ve/veya
enzimatik bozunur dizin igeren peptidler ayni zamanda dizine eklenen fonksiyonel amino asitler
sayesinde doksorubisin ve mPEG’in konjugasyonlarina da araci olacaktir. ilaci tasiyici sisteme
baglamak icin asidik ortamda bozunur hidrazon bagi veya stabil amid bagi kullaniimistir.
Dolayisiyla, birinci grup peptid iceren ilag tagiyici sistemi hem pH’ya duyarli fonksiyonel gruplar
icermesi hem de ilag ve tasiyici sistem arasindaki badin da asidik ortamda bozunur olarak
segilmesi dolayisiyla literatiirde gelistirilen sistemlerden farkli olarak olarak tasarlanmistir. ikinci
grup peptid iceren ilag tasiyici sistemi ise hem pH’ya duyarli hem de enzimatik bozunur
fonksiyonel gruplar icermektedir ve ilag sisteme amid bagiyla baglanmistir. Tasiyici sistemin ve
bilesenlerinin safligi ve fonksiyonel gruplari spektroskopik ve/veya kromatografik yontemlerle
tayin edilmistir. ilag tasiyici sistemlerin boyutlari dinamik 1sik sacilmasi metodu (her iki grup icin)
ve atomik kuvvet mikroskopi (sadece ikinci grup tasiyici sistemleri i¢in) kullanilarak belirlenmistir.
Notral, asidik pH degerinde ve endozomal enzim katepsin B igeren asidik tampon ¢ozeltilerde
ilag salim kinetigi incelenmigtir. Son olarak sentezlerin érneklerin sitotoksisiteleri A549 (her iki
grup igin) ve PC3 (sadece ikinci grup tasiyici sistemleri i¢in) hiicre hatti kullanilarak yapilan MTT
testi sonucu belirlenmigtir. Proje sonucu elde edilen veriler umut vaat edici olup ikinci nesil ilag

tasiyici sistemlerinin gelistiriimesine yénelik 6nemli katkilar saglayacaktir.
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2. LITERATUR OZETi

Gerek kanser ilaglarinin terapétik etkisini yan etkilerini azaltarak arttirmak, gerekse ¢oklu
ilac direnci gbsteren tiumor hicreleriyle micadele amaciyla pH cevaplayabilen ilag tasiyici
sistemleri son yillarda buylk bir dnem kazanmistir (Simon 1999; Xu vd. 2006). Cevreye hassas
molekullerin  hazirlanmasinda genellikle kimyasal sentez ve konjugasyon ydntemleri
kullanilmaktadir. ilag tagiyici sistemlere pH cevaplama 6zelligi ya sisteme pH'ya duyarl
molekiiller yerlestirimesiyle ya da ila¢g ve tasiyici sistemi arasindaki kimyasal bagin pH'ya
duyarli olarak kurulmasiyla elde edilmistir (Bae vd. 2005a; Gillies ve Fréchet 2005; Heffernan ve
Murthy 2005; Lee vd. 2005; Shenoy vd. 2005; Xu vd. 2006). pH'ya duyarli molekller iceren
tasiyici sistemlerin hazirlanmasi igin genellikle pKa. degeri 6.5 dederinden kugik iyonlasabilen
molekiller kullaniimaktadir. Bu tip sistemler, nétral pH degerlerinde hidrofobik ¢ekim kuvvetleri
sayesinde agregatlar olusturmakta ve hidrofobik ilaclar agregatlarin 6z kismina baglanmaktadir.
pH degeri asidik pH degerlerine dugunce ise iyonlasabilen molekullerin arti yukli duruma
gecmesi dolayisiyla elektrostatik itme kuvvetleri ile hidrofobik ¢ekme kuvvetlerinin farkina gére
agregatlar tamamen ¢6zunur hale gelmekte ya da stabilitesini kaybederek sekil dedistirmektedir
(Oh vd. 2009). Sonug olarak asidik pH degerlerinde ilacin tasiyici sistemden ortama ¢ok daha
hizli bir sekilde salinmasi, dolayisiyla, ilacin terapétik etkisinin artmasi beklenmektedir. ilacin
ortama hizli salinmasi ile terapdtik etkisi arasindaki iligkiyi irdeleyen bir ¢alismada serbest
paklitaksel (paclitaxel) ve paklitaksel yiuklenmis iki ayri misel sistemi (pH cevaplama 6zelligine
sahip poli-B-amino-ester (PBAE) ve pH’ya duyarli olmayan polikaprolakton (PCL) iceren
ploronik miseller) kullaniimis ve bu sistemlerin MDA-MB-231 insan meme kanseri hlcresinin
canlih@l Uzerine etkisi incelenmistir. Sekil 2’de verildigi Uzere deneysel olarak da ylksek ilag
dozlarinda pH cevaplayan PBAE igine ylklenen paklitakselin serbest ve PCL igindeki
paklitakselden daha fazla anti-timor etkisi gosterdigi ispatlanmistir (Shenoy vd. 2005). PBAE
blogunun pH cevaplayan grup olarak kullanildigi bir baska ¢alismada ise hidrofilik blok olarak
PEG kullaniimig ve olusan misellere DOX yiklenmistir. PBAE grubunun hidrofobisitesinin yeterli
olmamasi dolayisiyla kritik kimelenme derisimi bir hayli yiksek olarak gézlenmig (6-9 mg/ml)
ve degisik pH degerlerinde sistemin ila¢ salim kinetigi belirlenmistir (Sekil 3). Asidik pH
degerinde ila¢ salim hizinin artmasina karsin (24 saatin sonunda baslangicta yuklenen ilacin

yaklagsik % 80'i) ilacin notr pH degerinde de ortama hizli ve azimsanamayacak miktarda
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salinmasi (24 saatin sonunda baslangigta yuklenen ilacin yaklasik % 60’1) bu sistemin pratikte

kullaniimasini sinirlandirmistir (Shen vd. 2009).
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Sekil 3. Paklitaksel iceren PEG-PBAE misel sisteminin degdisik pH degerlerinde olcllen
paklitaksel salim kinetigi (Shen vd. 2009)

PBAE iceren misellerin stabilitesini arttirmak amaciyla mPEG-PBEA sistemine hidrofobik
deoksikolik asit (DOC) konjuge edilmistir. Deoksikolik asit, misellerin stabilitesini aritirken pH
cevaplama 6zelligini belirli dlgiide perdelemigstir. Paklitaksel yukli mPEG-PBAE misellerinde ilag
pH 7.4’te 20 saat, pH 6.5'ta ~ 15 dakika sonra ¢okerken, mMPEG-PBAE-DOC miselleri icin ilacin
cOkelme slresi pH 7.4'de 80 saat, pH 6.5'da 50 saat olarak gozlenmigtir (Kim ve Lee 2010).
PBEA bazli kopolimerlere ilaveten histidin tirevleri ve polihistidin iceren blok kopolimerler en ¢ok
calisilan pH'ya duyarli grup igeren tasiyici sistemlerdir. PEG-polihistidin sistemi PEG-PBAE
sistemi gibi nétral pH'ta stabilite problemleri ortaya koymustur (Lee vd. 2003). Bu problemi
¢6zmek amaciyla polihistidin iceren blok kopolimerler daha hidrofobik kopolimerle karistirildiktan
sonra (Lee vd. 2005) ya da farkli hidrofobik bloklar kimyasal olarak baglanarak ¢oklu-blok
hazirlandiktan sonra ilag yikleme yoluna gidilmistir (Lee vd. 2007). Her ne kadar stabilite sorunu
¢6zulmUs olsa da nétral pH degerinde dahi ortama ilag salimi (24 saat sonunda en az % 20)
daha etkin ilag tasiyici sistemlerinin gerekliligini gostermistir (Lee vd. 2007).

ilacin asidik ortamda bozunabilir kimyasal bagla tasiyici sisteme konjuge edilmesi,
nétral pH dederlerinde tasiyici sistemden ortama salinim hizi ve miktarini azaltmak igin alternatif
bir strateji olarak kullaniimaktadir. Bu amacla genellikle hidrazon bagi tercih edilmektedir
ve en populer polimerler ise PEG-poliaspartat ve N-(2-hidroksipropil)metakrilamid (HPMA) bazli
kopolimerlerdir (Etrych vd. 2001; Bae vd. 2005b; Bae vd. 2007; Chytil vd. 2008). Bae vd. (2005),
a-metoksi-w-amino PEG’i makro-baslatici olarak kullanarak halka acilmasi polimerizasyonu ile
mPEG-polibenzilaspartat (PEG-PBLA) sentezlemis ve benzil gruplarini hidrazid (HYD)
formuna cevirmislerdir. Daha sonra doksorubisini (adriyamisin) PEG-polipeptid-HYD molekdliine
asidik ortamda bozunur hidrazon bagiyla konjuge ederek PEG-polipeptid-HYD-ADR
tasiyici sistemini elde etmislerdir (Sekil 4a). Bu sistem hidrazid formunda monomerik olmasina
karsin, ilag baglandiktan sonra nanometre boyutunda (~65 nm c¢apinda) agregatlar
olusturmustur. Beklendigi Gzere nétral pH degerinde baslangicta ylklenen ilag miktarina

gore ilagc salim ylzdesi ihmal edilebilir degerde gdzlenmis, bununla paralel olarak 48 saatin

sonunda pH 5'deki ilag salinim ylzdesi ise yaklasik % 20 olarak elde edilmistir (Sekil
4b) (Bae vd. 2005b). Benzer sekilde DOX molekuli degisik hidrofobisitedeki
kolesterol molekull iceren HPMA kopolimerlerine hidrazon bagiyla baglanmis ve

hidrofobik gruplarin ila¢ salim hizina etkisi incelenmigtir. Eklenen hidrofobik grup ndétral pH

degerindeki ilag salim ylzdesini etkilememis buna karsin hidrofobik gruba bagh
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olarak asidik pH degerindeki ilag salim ylzdesi 24 saatin sonunda yaklasik

% 65-75 arasinda olarak elde edilmistir (Chytil vd. 2008). Bir diger calismada
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Sekil 4. (a) PEG-poli(Asp-HYD-ADR) misellerinin hazirlanmasi ve asidik ortamda ila¢g salim
mekanizmasi, (b) PEG-poli(Asp-HYD-ADR) sisteminin degisik pH degerlerinde adriyamisin
(doksorubisin) salim kinetigi (Bae vd. 2005b).

DOX molekilliu biyobozunur blok kopolimer olan metoksi-polietilen glikol-blok-poli(laktid-ko-2,2-
dihidroksimetilpropilen karbonat) (mPEG-b-P(LA-co-DHP) molekuline karbamat ve hidrazon
bagiyla konjuge edilmistir. ilac salim hizi diger sistemlere gére oldukca diisiik olarak elde
edilmigtir. 20 glinin sonunda karbamat bagi igeren sistemde ilag salimi pH 7.4’de % 20 ve pH
5'de ise % 85 olarak gbzlenmistir. Hidrazon igceren sistem ise karbamat badina gére biraz daha
iyi sonuglar verse de ilacin salinim hizi diger sistemlerin ¢ok altinda bulunmustur (Hu vd. 2010).
Benzer bir calismada Kale ve Torchilin (2007) cesitli alifatik ve aromatik hidrazon bazli polietilen
glikolfosfatidiletanolamin (PEG-PE) konjugatlarinin hidrolitik stabilitesini nétral ve asidik pH
degerlerinde test etmiglerdir. Alifatik aldehit bazli PEG-HZ-PE konjugatlarn fizyolojik pH
degerinde yeterince stabil olmasina ragmen asidik pH degerinde karsi bir hayli hassas oldugu
g6zlenmistir. Buna karsin aromatik aldehitlerden elde edilen hidrazon baglari hem nétr hem de
asidik pH degerlerinde oldukga stabil oldugu belirlenmistir (Kale ve Torchilin 2007). Bir diger
calismada lineer ve dalli degisik molekller agirhiga sahip PEG molekilleri DOX molekuliyle
enzimatik ortamda bozunan peptid dizinleri kullanilarak konjuge edilmistir. pH 5.5'da lizozomal
enzimler igeren tampon ¢ozeltide 5 saatin sonunda PEG’in yapisina ve molekul agirhdina bagh
olarak ilag salim hizinin % 20 ile 60 arasinda degistigi gdzlenmis ve test edilen enzimatik
bozunur peptid dizinleri igcinde GLFG dizininde en etkin olarak belirlenmistir. Ancak sitotoksisite
testinde GFLG igeren konjugatlarin GLFG igeren konjugatlardan ¢ok daha toksik oldugu
gbzlenmistir (Veronese vd. 2005). Benzer bir c¢alismada GFLG iceren HPMA bazl
kopolimerlerde de lizozomal enzim katepsin B’nin varliginda DOX saliniminin GFLG igermeyen
sisteme gore daha hizli oldugu bulunmugtur (Etrych vd. 2001). Albumin-ALAL-DOX
konjugatlariyla yapilan bir diger calismada doértli peptid dizini RRALALnin de katepsin B
varliginda biyobozunur 6zellik tagidigi belirlenmistir (Schmid vd. 2007). Ayrica degisik molekul
agirhginda ve yapidaki (lineer veya dalli)) PEG-enzimatik bozunur dizin-DOX konjugatlariyla
yapilan galigmada DOX salim hizinin PEG molekudl agirhgi ve yapisiyla degismesi, enzimatik
bozunur dizinin aktivitesinde tasiyici makro molekulin ézelliklerinin, bir bagka deyisle enzimatik
bozunur dizinin erigilebilirliginin buylk bir etkisi oldugunu goéstermektedir. Bu sonugtan yola
cikarak bu 3 farkh calismada tasiyici sistemlerin farkh olmasi dolayisiyla GFLG ve RRALAL
dizininin biyobozunma hizini karsilastirmak mumkun degildir. Bu galismalar, tasiyici sistemlerin

ilag salim hizinin polimerin hidrofobisitesi, hidrofilik blogun yapisi ve uzunlugu, eklenen
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enzimatik bozunur ve pH cevaplayan dizinler ve kimyasal bagin gesidiyle kontrol edilebilecegini
acikga ortaya koymustur. Her ne kadar ilacin konjuge edilmesi nétral pH degerindeki salim
oranini makul bir seviyeye cekse de ilacin asidik pH degerlerindeki salim hizi ilacin fiziksel
¢cekimle baglandigi duruma gdére daha yavas olarak gdézlenmistir. Dolayisiyla ilag tasiyici
sistemine hem ilaci asidik ortamda bozunur bagla konjuge etmek hem de sisteme pH
cevaplayabilen molekiller yerlestirmek, bu iki durumun dezavantajlarini azaltabilecektir. Hatta
yukaridaki c¢alismalar isidinda ayni sisteme enzimatik ortamda bozunur dizinler eklemek
endozomal ortamdaki bozunma hizini daha da arttiracaktir (Etrych vd. 2001; Bae vd. 2005b;
Bae vd. 2007; Chytil vd. 2008). Ozellikle polimerizasyon reaksiyonlarinda molekul agirhgi ve
kompozisyon kontroll sorunu yasanmasi olasidir. Her ne kadar verimi polimerizasyon metoduna
gore duslik olsa da, alternatif bir metot olan kimyasal konjugasyon teknigi ¢cok fonksiyonlu
molekiillerin sentezinde buyuk bir 6neme sahiptir. Kuskusuz konjugasyon metodunun en blyuk
avantaji kompozisyonu ve molekiler agirigi daha o6nceden belirlenmis molekillerin
birlestiriimesiyle molekiiler diizeyde kontrol ve degisik 6zellikteki molekilleri (polimer, peptid, ila¢

gibi) birlestirerek cok fonksiyonlu melez molekil sentezini saglamasidir (Top ve Kiick 2010).
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3. GEREG VE YONTEMLER
3.1 Geregler

Metoksipolietilen gltikol-propiyonik asit (Molekiler agirlik: 5000 g/mol ve >80% COOH
fonskiyonel gruba sahip), metoksipolietilen glikol maleimid (Molekuler agirlik: 5000 g/mol ve
>90% maleimid fonskiyonel gruba sahip), adipik asit dihidrazid (AADH) karbohidrazid (CHYD),
dimetil sulfoksit (DMSO), dietil eter (DEE) ve asetonitrii (HPLC safliginda) Sigma Aldrich’ten
satin alinmigtir.  N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimid hidroklorit (EDC.HCI) ve N-
hidroksisuksinimid (NHS) sirasiyla P3 Biosystems ve Alfa Aesar firmalarindan temin edilmigtir.
llag konjugasyon reaksiyonlarinda sentez kullanimina uygun saflikta Merck-Millipore markali
trifloroasetik asit (TFA), Alfa Aesar markali N-etildiisopropilamin (DIPEA), Sigma-Aldrich’'ten
satin alinan (benzotriazol-1-iloksi)tripirolidinofosfonyum hekzaflorofosfat (PyBOP) ve Medkoo
Biosciences markali doksorubisin.HCI (DOX) kullaniimistir.

Peptidler rink amid MBHA reginesi, Fmoc-His-Trt-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Cys-Trt-OH,
Fmoc-Glu-(OtBu)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Leu-OH (NovaBiochem), N,N,N
' N'-tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-il)Juronyum hekzaflorofosfat (HBTU), hidroksibenzotriazol
(HOBt) (P3 Biosystems) dimetil formamid (DMF), diklorometan (DCM) 4-methylmorpholin (NMM)
(Sigma-Aldrich), ve piperidin (Acros) kullanilarak sentezlenmistir. Sentezlenen peptidin
Recineden ve fonksiyonel gruplarindan ayrilma iglemi triisopropil silan (TIS), 1,3-
dimetoksibenzen (DMB), ve sentez kullanimina uygun saflikta TFA (Merck-Millipore) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Tampon ¢ozelti hazirlanmasinda sodyum fosfat monobazik, imidazol (Fluka) sodyum
klorr, sodyum hidroksit, EDTA sodyum tuzu, L-sistein (Sigma Aldrich), susuz
4-morfolineetansilfonik asit (MES) (AppliChem), asetik asit and hidroklorik asit (Merck),
kullaniimistir. Cekim (affinity) kromatografisi His Pur Ni-NTA reginesi (Thermo Scientific), jel
gegirgenlik  kromatografisi Sephadex LH-20 (GE Healthcare) reginesi yardimiyla
gerceklestirilmistir. Diyaliz islemlerinde ve ilag salim deneylerinde Snake Skin (MWCO 3.5 kDa)
diyaliz membrani (Thermo Scientific) kullanilmistir. ilag salim deneylerinde Merck firmasindan
satin alinan katepsin B (insan karacigeri, C = 0.53 mg protein/ml, spesifik aktivite=10 U/mg

protein) kullaniimigtir.
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Sinapik asit (Sigma), D.O (Merck) ile FTIR dlgutiinde potasyum bromur (Sigma) sirasiyla
MALDI-TOF, NMR ve FTIR spektroskopisi igin érnek hazirlama isleminde kullaniimistir.

Gentamisin stilfat, yeni dogmus buzagi serumu (FBS), tripsin.EDTA ¢ozeltisi ve 0.5%
tripan mavisi ¢dzeltisi Biological Industries firmasindan temin edilmistir. L-glutamin iceren RPMI-
1640 ile 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-dfeniltetrazolyum bromir (MTT) sirasiyla Sigma-Aldrich ve
Amresco firmalarindan satin alinmistir. Bitlin kimyasal ve ¢dzgenler herhangi bir saflastirma

islemine tabi tutulmaksizin kullaniimistir.

3.2 Yontemler

3.2.1 Metoksi(polietilen gliikol)-hidrazon—doksorubisin (MPEG-HYD-DOX) Konjugatlarinin
Sentezi
Model antikanser ilaci, doksorubisin tasiyici molekile asagida verilen iki asamada
konjuge edilmigtir:
e mPEG karboksilik asit grubunun hidrazid fonksiyonel grubuna dénisimi
e hidrazid formundaki mPEG molekiline hidrazon bagiyla doksorubisinin baglanmasi
mPEG-propiyonik asidin hidrazid formlari of dihidrazid molekulleri (AADH veya CHYD)
kullanilarak NHS varliginda gergeklestirilen EDC eslesme reaksiyonu ile hazirlanmigtir (Sehgal
ve Vijay 1994; Hermanson 1996). {Sehgal, 1994 #48;Hermanson, 1996 #49} Reaksiyon
semalari sirasiyla Sekil 5 ve Sekil A1’de verilmigti. AADH ve CHYD kullanilarak sentezlenen
mPEG-hidrazidler sirasiyla mPEG-HYD1 ve mPEG-HYD2 olarak gosterilmigtir. Bu
reaksiyonlarda 3 mmol AADH veya CHYD (300 kat fazla mPEG-propiyonik asit COOH
gruplarina goére) 10 mL pH 7.4’te PBS tampon ¢o6zeltisinde ¢oézulmustir (150 mM NacCl igceren

100 mM fosfat) (GCdzelti 1). AADH reaksiyonunda, ¢dzeltinin tamamen ¢ézinmesini saglamak
icin ¢cozme islemi 40-45°C’de ultrasonik banyoda gercgeklestiriimistir. Ayri bir sise icinde, 50 mg
(~0.01 mmol) mPEG-propiyonik asit, 1 mmol EDC.HCI, 0.4 mmol NHS 6 mL pH 6.0’'da 150
mM NacCl iceren 25 mM MES tampon ¢ozeltisinde ¢ézilmuistir (Cozelti 2). Sonra ¢odzelti 2 oda
sicakliginda yaklasik 15 dakika karistiriimis ve ¢dzelti 1’in (izerine damla damla eklenmistir. iki
¢Ozelti birlestirildikten sonra pH’1 7.4’e ayarlanmis ve reaksiyon 30°C’de gece boyunca devam
etmistir. mMPEG bilesiklerini izole etmek icin reaksiyon karigsimi édnce nétral pHta 150 mM NaCl
iceren 100 mM of fosfat tampon ¢ozeltisine sonra deiyonize suya kargi diyaliz edilmistir. Daha
sonra ¢ozelti liyofilize edilmis ve elde edilen érnekler samples at -20°C saklanmistir. Reaksiyon

ve ayirma islemleri sonucu son urinin ylzdesi (karisim of mPEG-propiyonik asit and mPEG-
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hidrazid) teorik degerin % 75 + 5'i olarak elde edilmigtir. 1H NMR kullanilarak mPEG-HYD1’in

hidrazid fonksiyonel grubu % 53 + 1 olarak belirlenmistir. DOX konjugasyonu éncesinde baska
saflagtirma iglemi yapilmamistir.

DOX'un keton gruplari of tasiyici molekulin hidrazid gruplarina asit bozunur hidrazon
bagiyla konjuge edilerek tasiyici molekilin son formu elde edilmistir. Sekil 5 ve Sekil A1

sirastyla DOX'un mPEG-HYD1 ve mPEG-HYDZ2'ye konjugasyon reaksiyonlarini gostermektedir.

H3C< A}o OH
(o) . W
O
mPEG-propiyonik asit e} H
EDC+NHS C< A}o N N
— o N “NH
. ) W N 9
(0] (0]
o mPEG-HYD1

H,N
’ \HM “NH,

adipik asit dihidrazid TFA

ZT

mPEG-HYD1-DOX HoN  OH
Sekil 5. mMPEG-HYD1-DOX hazirlama reaksiyonlari

Tablo 1. DOX konjugasyon deneyleri

. DOX ekleme
Ornek kodu mPEG- HYD1 : DOX (mg/mg) TFA (ul)
metodu
S1 2.5:1 bir kez 10
S2 2.5:1 bir kez 20
S3 2.5:2 bir kez 20
S4 2.5:2 iki kez 20

DOX konjugasyon reaksiyonlari katalizor olarak TFA kullanilarak DMSO igerisinde 30°C
sicakliginda ve 3 gln suresince karanlikta gerceklestiriimistir (Bae vd. 2003; Bae vd. 2007).
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Reaksiyon sartlari degistirilerek en fazla DOX konjugasyon yuzdesini veren reaksiyon secilmigstir
(Tablo 1). Bu deneme reaksiyonlarinda, 5 mg mPEG-HYD1 (0.001 mmol) ve 1 ml DMSO
karistirilmig, 2 veya 4 mg DOX.HCI (0.0034 veya 0.0068 mmol) ilave edilmistir. Katalizér hacmi
10 veya 20 ul olarak kullanilimigtir. Buna ilaveten S4 igin DOX.HCI miktarinin yarisi reaksiyonun
basinda diger yarisi ise bir gin sonra eklenmigtir. mMPEG-HYD1-DOX ve mPEG-HYD-2
sistemlerinin hazirlanmasinda en fazla DOX konjugasyon yuzdesi elde edilen reaksiyon sartlari
(mol bazinda DOX: mPEG-hidrazid orani 6.8:1, hacimce DMSO:TFA orani 100:2) kullaniimistir.

Reaksiyonlar tamamlandiktan sonra  reaksiyon karisimi soguk DEE (-20 °C’de
bekletilmis) Uzerine ¢okturilmustir. mPEG-HYD-DOX iceren ¢okelti santrifiijlenerek ayrilmigtir.
Sivi fazin ise turuncu renginden anlasildigi Uzere serbest DOXun bir kismini icerdigi
go6rulmustir. Konjugatlarda kalan DEE c¢eker ocakta birka¢ saat kurutularak uzaklastiriimis ve
kurutulmus konjugatlar jel gecirgenlik kromatografisi icin DMSO icinde tekrar c¢ozulmustir.
Konjugatlarin igerisinde kalan serbest DOX'u ayirmak icin DMSO iginde dagitiimis Sephadex
LH-20 recinesi ve tasiyici faz olarak DMSO kullanilarak jel gecirgenlik kromatografisi
uygulanmistir. izole edilen konjugatlar (kirmizi renkli kolondan siyrilan ilk faz) DMSO’yu
uzaklastirmak icin soguk DEE (zerine ¢oktirilmustir. Ornekler ¢eker ocak icerisinde

kurutulduktan sonra, deiyonize su icinde ¢dzilmus, liyofilize edilip -20°C’de saklanmistir.

3.2.2 Metoksi(polietilen gliikol)-peptid-hidrazon-doksorubisin (mPEG-AT1-DOX)
Konjugatlarinin Sentezi

MPEG-peptid-HYD-DOX konjuge sistemi 4 asamada sentezlenmistir:
. Peptid sentezi

o mPEG ve peptid konjugasyonu
. mMPEG-peptidin hidrazid formunun sentezi
J mMPEG-peptid-hidrazid sistemine ila¢ konjugasyonu

CGGGHHHHHHGGGE dizinine sahip (teorik molekiler kitle = 1414 Da) ve AT1 ile
gOsterilen peptid, rink amid MBHA recinesi (0.66 mmol/g fonksiyonel gruba sahip) Uzerinde
Fmoc stratejisi uygulanarak sentezlenmistir. Kati faz peptid sentezi (SPPS) otomatik peptid
sentez cihazi (AAPTEC Focus Xl) kullanilarak AAPTEC firmasinin Onerdigi yontemle
gerceklestiriimistir. Koruyucu fonksiyonel gruplar, 15 dakika streyle DMF iginde 20% piperidine
maruz birakilarak uzaklastiriimis ve bu reaksiyon 3 defa tekrarlanmistir. Karboksilik asit-amin
eslesme reaksiyonlari aktivasyon ajani olarak HBTU ve 0.4 M NMM kullanilarak 1 saat sireyle
gerceklestiriimisti. Bu ajanlara ilaveten, His ve Cys’nin dizine eklenmesi sirasinda

rasemizasyonunu engellemek amaciyla HOBt kullanmistir. Herbir amino asit icin  eslesme
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reaksiyonlari iki kez tekrar edilmistir. Sentez sonunda recine DCM ile yilkanmis ve oda
sicakliginda N gazi kullanilarak kurutulmustur. Regineden ve korucu gruplardan ayirmak igin
kurutulmus regine 92.5:5:2.5 TFA:DMB:TIS kokteyli ile oda sicakliginda 2.5 saat muamele
edilmistir. Recgine polipropilen kolon kullanilarak filtre edilmig, sivi faz 1:10 kokteyl: DEE hacim
orani kullanilarak soguk DEE Uzerine ¢okturulmustar. Cokelti (ham peptid) santrifujle ayrilmis, iki
defa daha DEE ile yikanmistir. Ham peptidin icerigindeki DEE’nin oda sicakhdinda N, akimiyla
giderilmesinin ardindan 1-2 ml % 1 asetik asit iceren deiyonize su icinde ¢d6zulmdas, liyofilize

edilip -20°C’de saklanmisgtir.
Ham peptidin PEG konjugasyonu mPEG-maleimid ve peptidin N-terminal grubundaki

sistein arasinda gerceklesen Sekil A2’de verilen Michael katilma reaksiyonu ile yapilmistir
(Hermanson 1996). 50 ml'lik balon iginde yaklasik, 20 mg peptid (0.014 mmol) sisteinlerin hava
oksidasyonunu engellemek icin azot gazi akisinda 10 mL PBS tamponu (pH 7.2’de 150 mM
NaCl iceren 100 mM fosfat) icinde ¢ozulmustir. 10 dakika azot gazi gecirildikien sonra, azot
atmosferinde 75 mg (0.015 mmol) mPEG-maleimid (mPEG-MAL) eklenmis ve balonun kapagi
septum ile sikica kapatilarak reaksiyon oda sicakliginda 4 saat boyunca devam etmistir.
Reaksiyona girmeyen mPEG-MAL, peptidin ve dolayisiyla mPEG-peptid konjugatinin
histidinlerine secimli olarak baglanan  Ni-NTA recinesi yardimiyla gercgeklestirilen ¢ekim
kromatografisi kullanilarak ayrilmistir. Cekim kromatografisinde pH 8.0’de 50 mM sodyum fosfat
ve 0.3 M NaCl baglama ve yikama tapon ¢ozeltisi olarak kullaniimistir. Regineye baglanmayan
mPEG-MAL baryum iyodir ve PEG’in kompleks olusumuna dayali kolorimetrik metod
kullanilarak belirlenemeyinceye kadar yikanmistir (Gong vd. 2007). Peptid ve mPEG-peptid,
konjugati ise pH 7.4'te 0.3 M NaCl ve 0.5 M imidazol iceren 50 mM fosfat tampon ¢ozeltisi
kullanilarak recgineden ayrilmistir. mPEG-peptid konjugatini izole etmek igin, peptid (molekiler
kitle: ~1.4 kDa) MWCO boyutu 3.5 kDa olan SnakeSkin diyaliz membrani (Thermo Scientific)
yardimiyla deiyonize suya karsilik diyaliz edilerek ayrilmistir. Son olarak konjugat c¢ozeltisi
liyofilize edilmis, elde edilen mPEG-AT1 konjugati -20°C’de saklanmistir. mPEG-AT?1’in hidrazid
formu peptidin C-terminalindeki glutamik asitte bulunan COOH grubuyla
AADH reaksiyonu ile Bélum 3.2.1°de anlatilan yontemle hazirlanmigtir. Benzer sekilde, tasiyici
sistem mMPEG-AT1-DOX, mPEG-HYD-DOX konjugatlarinin hazirlanmasinda kullanilan deneysel

prosedire baglh kalinarak sentezlenmistir (Sekil A3).
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3.2.3 Metoksi(polietilen gliikol)—doksorubisin (MPEG-DOX) Konjugatinin Sentezi
mMmPEG-DOX konjugati enzimatik bozunur dizine sahip tasiyici system igin kontrol tagiyici

molekul olarak sentezlenmistir. Doksorubisinin tagiyici molekil mPEG propiyonik aside kararli

bir bag olan amid bagiyla konjuge edildigi bu sistem, DOX'un amin grubuyla mPEG propiyonik

H3C< A}o OH
0]
) \GO(

mPEG-propiyonik asit

mPEG-DOX

OH NHy

DOX
Sekil 6. mMPEG-DOX konjugati hazirlama reaksiyonu

asidin COOH grubu reaksiyonu sonucu elde edilmistir (Sekil 6). Reaksiyon yontemi literatiirde
verilen karboksilik asit-amin reaksiyonu yontemlerinden esinlenerek gelistiriimistir (Lu ve Felix
1994; Veronose vd. 2005; Wang ve Kiick 2005). 20 mg mPEG (0.004 mmol) ve 14.4 mg PyBOP
(0.028 mmol) 4 ml DMSO igerisinde ¢oézulip, 9.6 pl DIPEA (0.055 umol) ve 8 mg DOX.HCI
(0.0136 mmol) eklendikten sonra, reaksiyon 30 °C’de isiktan korunarak 3 gliin boyunca devam
etmigtir. Reaksiyona girmeyen serbest DOX'un bir kismi reaksiyon karigimindaki mPEG
bilesiklerinin soguk DEE Uzerine ¢oktlriimesi sirasinda DEE fazina gecerek ayriimistir. Elde
edilen ¢okelti DEE ile ¢dzelti fazindaki turuncu renk tamamen gidinceye kadar yikanmis ve ¢eker
ocagin icinde DEE buharlastirilarak kurutulmustur. Cokelti 2 ml DMSO iginde ¢ozulip
icerigindeki serbest DOX'u ayirmak amaciyla DMSO igerisinde dagitilan Sephadex LH-20
kullanilarak jel gecirgenlik kromatografisine tabi tutulmustur. Kolondan siyrilan fraksiyonlara
kolorimetrik PEG tayini testi uygulanmis, DMSO icerisindeki PEG igeren fraksiyonlar soguk DEE
Uzerine ¢okturdimustiar. Ceker ocagin iginde kurutulduktan sonra deiyonize su iginde ¢dzUlip,

liyofilize edilmis ve -20°C’de saklanmisgtir.
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3.2.4 Enzimatik Bozunur Dizin igeren Metoksi(polietilen gliikol)-peptid-doksorubisin
(mPEG-AT3-DOX) Konjugatinin Sentezi
Enzimatik bozunur peptid dizini iceren mPEG-Peptid-DOX konjugate sistemi 3 agamada

sentezlenmigtir:

o Peptid sentezi
J mPEG ve peptid konjugasyonu
J mPEG-peptid konjugatina ilacin baglanmasi

CGGGHHHHHHRRALALGGGE dizinine sahip (teorik molekuler kutle = 2095 Da) AT3
peptidinin  Fmoc kimyasi kullanilarak otomatik peptid sentez cihazinda (AAPTEC Focus Xl)
gerceklegtirilen sentezi, recineden ayirma ve koruyucu gruplardan ayirma islemleri Bolum
3.2.2°de verilen proseddurleri kullanarak gerceklestirilmistir.

Ham peptidin PEG konjugasyon islemi Sekil Ad4’te gdsterildigi Uzere peptidin
N-terminalindeki sisteinde bulunan tiol grubu ve mPEG-maleimidin maleimid grubunun Michael
katilma reaksiyonu sonucu gercgeklestiriimistir. AT3 peptidinin nétral pH'da ¢6zinurlGginin az
olmasi dolayisiyla Bolum 3.2.2’de verilen yontem degistirilmigtir. Yaklagik 40 mg peptid (0.019
mmol) bir balon iginde 5 ml % 0.1 asetik asit gozeltisinde ¢ozuldikten sonra 15 ml PBS tamponu
(pH 7.2’de 150 mM NaCl igeren 100 mM fosfat) ve 100 mg mPEG-MAL (0.02 mmol) eklenmistir.
Sisteinlerin  oksidasyonunu engellemek amaciyla ekleme islemleri azot atmosferinde
gerceklestiriimis, balon septum ile sikica kapatildiktan sonra reaksiyon 4 saat devam etmigtir.
MmPEG-AT3 konjugatinin izolasyonunda Boélim 3.2.2’de verilen ¢ekim kromatografisi ve diyaliz
yontemi kullaniimistir. Doksorubisin mPEG-AT3 konjugatina mPEG-DOX sisteminde oldugu gibi
kararli amid bagiyla baglanmistir (Sekil A4). mPEG-AT3-DOX sistemi mPEG-AT3’Un C-
terminalindeki glutamik asidin COOH grubuyla DOX'un amin grubunun reaksiyonu sonucu

Bolim 3.2.3'te verilen mPEG-DOX hazirlama ve izolasyon yontemi kullanilarak elde edilmistir.

3.2.5 Tasiyici Sistemlerin Karakterizasyonlari

Fonksiyonel mPEG molekilleri ve sentezlenen peptidler ve mPEG-peptid
konjugatlarindaki fonksiyonel gruplar Fourier Dénlsimli Kizil Otesi (FTIR) Spektrofotometresi
ile belirlenmigtir. FTIR analizlerinde KBr pellet teknidi kullaniimistir. Analiz édncesi érneklerdeki
nem oda sicakliginda vakum etlvinde giderilmistir. Pellet hazirlamak igin yaklasik 1 mg drnek
150 mg KBr igerisinde dagitilmistir. Spektrumlar 400-4000 cm™ dalga sayisi araliginda
Shimadzu IRPrestige-21 FTIR-8400S model spektrofotometre kullanilarak alinmistir.
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AADH kullanilarak gergeklestirilen hidrazid konjugasyon reaksiyonu NMR spektroskopisi
kullanilarak takip edilmistir. 2.5 mg 6érnek 0.6 ml DO igerisinde ¢dzilmis ve 1H NMR
spektrumu Varian Vnmr 400 model spektrometre kullanilarak kaydedilmistir. Teorik kimyasal
kayma degerleri ChemDraw yazilimi kullanilarak elde edilmistir. NMR verileri ACDLAB 12, 1D
NMR Processor yazihmi kullanilarak analiz edilmistir.

Peptidlerin ve mPEG-peptid konjugatlarinin safligi Agilent 1100 Model HPLC sistemi
kullanilarak ters faz yuksek basing sivi kromatografisi (HPLC) yontemiyle tayin edilmistir. % 0.1
TFA igeren deiyonize su ve %0.08 TFA igeren asetonitril sirasiyla Cozgen A ve Cdzgen B olarak

kullaniimistir. Cézgen Ada ¢bziunen 1-2 mg o6rnek filtre edildikten sonra 100 uL enjeksiyon

hacminde C18 analitik kolonuna (Inertsil WP-300, 5um, 4.6 x 100 mm) verilmistir. BOIim 4.2'de
verilen drnekler (AT1, mMPEG-MAL ve mPEG-AT1) kolona enjekte edildikten sonra 5 dakika 95:5
oraninda Cézgen A:C6ézgen B kolondan gegirilmis sonra Cézgen A:B orani 50 dakikada 95:5’ten
40:60’a duslrilmds kolondan siyrilan 6rnekler UV detektériyle 214 nm’de 6lgim yapilarak
goruntilenmigtir. Bolum 4.5'te verilen 6rneklerin (AT3, mPEG-MAL, ve mPEG-AT3) analizinde
ise farkh olarak 95:5 oraninda Cozgen A:Cozgen B 15 dakika kolondan gegirilmis, daha sonra
Gozgen A:B orani 40 dakikada 95:5'ten 40:60’a dusuriimuUstir. Butlin analizler 1ml/dak. ¢ézgen
akis hizinda gergeklestirilmistir.

Orneklerin kiitle spektrumlari izmir Yiksek Teknoloji Enstitiisi Kimya Boélimi’nde
bulunan Biyolojik Kitle Spektrometresi ve Proteomik Laboratuvari’nda alinmigtir. AT1 peptidinin
molekiler kitlesi elektrosprey iyonizasyon kiitle spektroskopisi (ESI-MS) kullanilarak
belirlenmigtir. Deney elektrosprey iyonizasyon kaynagi iceren LTQ XL lineer iyon-tuzagi kutle
spektrometresinde (Thermo Finnigan, San Jose, CA) gergeklestirilmistir. Ornek % 1 asetik asit
iceren ultra-saflikta suda ¢6zinlUp esit hacimde HPLC safliginda metanol ile karistirildiktan
sonra kutle spektroskopisi cihazina verilmigti. Daha buyuk molekuler kutleye sahip AT3
peptidinin molekiler kitlesi ESI-MS kullanilarak belirlenememigtir. AT3 peptidi, mPEG-AT1 ve
MPEG-AT3 peptidinin kitle spektrumlari matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus
zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS) yéntemiyle belirlenmistir. Ornekler % 0.1 TFA
iceren ultra saf suda ¢dzilmis matris olarak sinapik asit kullanilmistir. Olglimler Bruker Daltonics
— Autoflex Il Smartbeam MALDI TOF/TOF MS cihazinda gerceklestirilmistir.

Asidik ortamda bozunur kimyasal baga sahip mPEG-HYD1-DOX, mPEG-HYD2-DOX ve
MPEG-AT1-DOX konjugatlarinin DOX konjugasyon ylzdeleri Perkin Elmer Lambda-45 model
UV-Vis spektroskopisi kullanilarak belirlenmistir. Yaklasik 0.5 mg érnek 700 uL deiyonize suda

¢6zulmis, Orneklerin tam derisim degerleri hesaplamalar i¢in kaydedilmistir. Cozeltinin 488
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nm’deki absorbans dederi belirlenmis ve drneklerin DOX igerikleri serbest DOX’'un 488 nm’deki
molar absorpsiyon katsayisi, 11500 L-mol™"-cm™, kullanilarak asagidaki denklemler yardimiyla
belirlenmigtir (Etrych vd. 2002):

C (Olgiilen ™™°L pOX degeri)

DOX konjugasyonu= l %100
C (Konjugatin ™™ degeri)

C( Olciilen mmol DOX degeri) _ Konjugatin488nm d;z Olctilen absorbansi
11500 ——— x1cm
mmol cm
Konjugatin kiitle derigimi (m)
. mmol , . .|_ [
C| Konjugatin l degeri |= ]
m Konjugatin molekiiler kiitlesi (222" )

mg

Kararli amid bagiyla hazirlanan konjugatlardaki toplam DOX miktari ise DOX'un asit
hidrolizinden sonra tayin edilmistir. YUksek sicaklikta asit ile muamele edilen DOX'un aglikon
(adriyamisinon) ve seker (daunosamin) grubu arasindaki glikosidik bagdi kiriimaktadir
(Configliacchi vd. 1996). DOX'un asit hidroliz reaksiyonu Sekil 7’te verilmistir. Yaklagik 0.2 mg
DOX 0.5 ml deiyonize suda ¢dézinmus, 8 kat seyreltme yaptiktan sonra UV-Vis spektrumu
kullanilarak 488 nm’deki molar absorpsiyon katsay! kullanilarak derigimi belirlenmistir. Daha
sonra bu ¢dzeltiden 200 puL alinip 200 uL 2N HCI ile 2 kat seyreltildikten sonra parafilmle sikica
sarildiktan sonra 50°C’de 2 saat inkiibatérde bekletilerek asit hidrolizine maruz birakilmistir.
Soguduktan hemen sonra 1.2 ml DMSO eklenerek 4 kez daha seyreltme yapilmistir. Elde edilen
bu stok c¢dzeltiden, seyreltmelerde 1:3 oraninda 1 N HCI: DMSO c¢dzeltisi kullanarak farkl
derisimlerde standart ¢ozeltiler hazirlanmis UV-Vis spektrofotometre cihazinda 488 nm dalga
boyuna karsilik gelen absorbans Olgllerek kalibrasyon egrisi olusturulmustur. 2 farkl stok
¢ozeltiden hazirlanan érnekleri kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisinden adriyamisinonun
molar absorbans katsayisi 15551 L-mol™"-cm™ olarak belirlenmistir (Sekil A5). mPEG-DOX ve
MPEG-AT3-DOX sistemlerinin toplam DOX miktarini belirlemek amaciyla yaklasik 0.25 mg
ornek 250 uL 1N HCIl'de ¢6zilmus (parafilmle sikica sarildiktan sonra) 50°C’de 2 saat asit
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hidrolizi sonrasinda soguduktan sonra 750 uL DMSO eklenerek 488 nm’de absorbansi
Olgulmustur. Kalibrasyon egrisinden elde edilen molar absorbans katsayisi kullanarak toplam
DOX miktari

Adriyamisinon
OH NHz

DOX
Sekil 7. DOX'un asit hidroliz reaksiyonu

belirlenmistir. MPEG-AT3-DOX icerindeki serbest DOX miktarini belirlemek amaciyla ters faz
HPLC metodu kullaniimistir. Analizler analitik C18 kolonunda (Vydac 218TP54, 5um, 4.6 x 250

mm) ve 0.8 ml/dak akig hizinda gergeklestiriimigtir. Ornek kolona 100 pL hacminde enjekte
edilmistir. Baslangigta 90:10 olan Coézgen A: Cézgen B orani 40 dakika 20:80 olacak sekilde
lineer bir sekilde degistiriimistir.

Konjugatlarin boyut dagihmlari dinamik 1sik sagilmasi yontemiyle Malvern ZetaSizer
Nano ZS model cihaz kullanilarak dlgiilmustiir. Orneklerin difiizyon katsayilari CONTIN
korelasyonunu uygulayarak belirlenmis, daha sonra cihazin yazihminda bulunan Stoke-Einstein
denklemi yardimiyla hidrodinamik cap dederleri belirlenmistir. érnekler 3 mg/ml derisiminde
deiyonize su icinde hazirlanmis pH 7.4’de 300 mM NaCl iceren 20 mM fosfat tampon ¢ozeltisi
veya pH 5.0te 300 mM NaCl iceren 20 mM asetat tampon ¢ozeltisi ile 2 kat seyreltilip
filtrelenmistir. Olgiimler érneklerin 25°C’de en az 5 dakika denge konumuna gelmesinden sonra
yapilmis ve 3 defa tekrarlanmigtir. Orneklerin boyut dagilimlari érnekler hazirlandiktan hemen
sonra birkag saat icerisinde, ¢ozeltileri 1 gece (MPEG-HYD1-DOX, mPEG-HYD2-DOX, mPEG-
AT1-DOX, mPEG-DOX ve mPEG-AT3-DOX) veya 2 gece (sadece mPEG-DOX ve mPEG-AT3-
DOX oérnekleri icin) boyunca 37°C’de inklbatoérde beklettikten sonra belirlenmistir.

MPEG-DOX 6érneklerinin atomik kitle mikroskopi (AFM) géruntileri Digital Instruments-
MMSPM Nanoscope IV cihazi kullanilarak elde edilmistir. Orneklerin goriintiilenmesinde substrat
olarak kullanilan mika plakalarin birka¢ katmani kaldirildiktan sonra UV 1sinina maruz birakilarak

yuzeyleri temizlenmistir. 1.5 mg/ml derisiminde deiyonize suda hazirlanan (MPEG-DOX ve
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mPEG-AT3-DOX) 6rnegi filtre edilmis, 2 uL mika plakanin Uzerine eklendikten birka¢ dakika
sonra plaka Uzerine eklen 8 uL filtre edilmis deiyonize su ile 1:5 oraninda seyreltilmistir. Bir diger

ornek hazirlama yénteminde 1 pL filtre edilmis deiyonize su ile 1:10 oraninda seyreltilen mPEG-
AT3-DOX (1.5 mg/ml) direk olarak plakanin Uzerine uygulanmistir. Mika plakalar isiktan
korunarak oda sicakhginda kurutulduktan sonra cihazin temassiz (tapping) modunda silikon ug
kullanilarak érneklerin gortntileri alinmistir. 2 boyutlu ve 3 boyutlu AFM gérintileri, tanecik ¢api
ve mutlak yukseklik analizleri NanoScope Analysis yazilimi kullanilarak elde edilmistir.

Asidik ortamda bozunur kimyasal baga sahip mPEG-HYD1-DOX, mPEG-HYD2-DOX
ve mMPEG-AT1-DOX konjugatlarinin ve kararli amid bagina sahip DOX taslyici sistemlerinin
(mPEG-DOX, mPEG-AT3-DOX) ilag salim profilleri diyaliz metodu kullanilarak belirlenmigtir.
Asidik ortamda bozunur kimyasal baga sahip tasiyici sistemlerinde 1.5 mg 6rnek 1 ml tampon
¢ozelti (pH 7.4’de 150 mM NaCl igceren 10 mM fosfat tampon ¢dzeltisi veya pH 5.0'te 150 mM
NaCl iceren 10 mM asetat tampon ¢dzeltisi) icinde ¢ézinip MWCO degeri 3.5 kDa olan diyaliz
membrani igine yerlestiriimistir. Membran icinde 25 ml tampon ¢dzeltisi bulunan 50 ml’lik Falkon
tlp icine konularak tlpln kapag! sikica kapatilmis, buharlagsmayi engellemek igin parafiimle
sariimistir. Daha sonra 150 rpm’de 37°C’de inkUbatére yerlestiriimig, belirli zaman araliklarinda
(1, 3, 6, 10, 24, 48, 56, ve 72 saat) 200 pL ¢odzelti alinip ayni miktarda tampon ¢ozelti eklenmistir.
Salinan DOX miktari 590 nm’de floresans emisyon siddeti verileri kullanilarak olusturulan
kalibrasyon egrileri kullanilarak belirlenmistir. Emisyon spektrumlari 400-700 nm arasinda
eksitasyon dalga boyu olarak 480 nm segcilerek kaydedilmistir. Olglimler Perkin Elmer LS55
model floresans spektroskopisi kullanilarak gerceklestiriimis, eksitasyon ve emisyon slit genisligi
sirasiyla 5 nm, ve 20 nm, tarama hizi 125 nm/dak. olarak ayarlanmistir. Salinan DOX yuzdesi

asagidaki denklemleri kullanilarak hesaplanmistir:

C, (taninda salinan mmol DOX )
C,( baslangigtakonjugatta bulunanmmol DOX )

Salinan DOX yiizdesi= x 100

mg, .
1.5—+k tx1ml
ml ouga m . DOX konjugasyonmiktart

mg ) 100

C.=
konjugatin molekiil kiitlesi(
mmol

1
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C= 590nm de él¢iilen floresans siddeti %25 ml

6590( ml )(1000 #g) x DOX "unmolekiil kﬁtlesi(ﬂ) x1cm
g cm ml mmol

Yukaridaki denklemde &5, kalibrasyon egrisinin egimini gostermektedir, DOX'un PBS ve
asetat tampon ¢ozeltisi icinde elde edilen kalibrasyon egrileri sirasiyla Sekil A6 ve Sekil A7’de
gosterilmistir. DOX’un kararli amid bagiyla konjuge edildigi ila¢ tasiyici sistemlerinde de ayni
yontem kullanilmigtir. Yalnizca diyaliz membraninin igine yerlestirilen 1.5 mg/ml derisimindeki
tasiyici sistemin hacmi 0.5 ml'ye membranin diginda kalan tampon ¢ézeltinin hacmi ise oranli
olarak 12.5 ml'ye disUriimustir. mPEG-AT3-DOX &rneginin katepsin B varligindaki ila¢g salim
profilini gerceklestirmek icin membranin icinde bulunan tasiyici sistem ¢dzeltisine 5 uL (0.53
mg/ml) katepsin B eklenmistir. Tampon ¢o6zelti olarak ise pH 5.0’'te 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
5mM L-sistein igceren 50 mM sodyum asetat kullaniimigtir. Kararli amid bagi iceren tasiyici
sistemlerde ortama salinan DOX miktari VarioSkan Flash Multimode Reader (Thermo Scientific)
mikroplaka okuyucuda gergeklestirilmistir. Floresans olgimlerinde eksitasyon dalga boyu olarak
480 nm kullanilmig, emisyon spektrumunda 590 nm’de elde edilen floresans siddeti kullanilarak
DOX kalibrasyon egrileri (Sekil A13, Sekil A14 ve Sekil A15) olusturulmus ve olgUmler
kaydedilmistir. Bitln ilag salim deneyleri 2 paralel olarak gergeklestirilmistir. Enzimin aktivitesini
test emek icin ise 1.5 mg katepsin B bozunur dizine sahip AT3, 1 ml hacminde pH 5.0'te 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 5mM L-sistein igceren 50 mM sodyum asetat tamponu iginde ¢dzlllp filtre
edildikten sonra 10 uL hacmindeki (0.53 mg/ml) katepsin B Uzerine eklenmistir. Hazirlanan
¢cOzelti 37°C’de 3 saat inklbe edildikten sonra 100 puL hacminde C18 analitik kolonuna (Inertsil
WP-300, 5um, 4.6 x 100 mm) enjekte edilmistir. HPLC’de AT1 ve mPEG-AT1 &rneklerinin
analizinde kullanilan program uygulanmistir. Kontrol olarak ayni sartlarda enzim igermeyen
peptidin HPLC kromatogrami alinmistir.

Orneklerin sitotoksisite testleri MTT yodntemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Asidik
ortamda bozunur ilag¢ tasiyici sistemleri ve bilesenleri icin sitotoksisite testinde insan akciger
adenokarsinoma epitel hucre hatti (A549 hucreleri) kullaniimigtir. Hucreler %10 yeni dogmus
buzagdi serumu ve 50 ug/ml gentamisin iceren RPMI ortaminda 37 °C ve 5% CO; ortaminda
cogaltilmistir. MTT testine baslamadan énce ilag ¢Ozeltisi yerine steril PBS kullanarak hicre
saylisi optimizasyonu yapilmis ve optimum hicre sayisi 5000 olarak bulunmustur (Sekil A8).

MTT testinde kullanilan ydntem 1’de 96 kuyucuklu mikroplakanin igine kuyucuk basina 90 uL
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besiyeri icinde 5000 hucre ekilmigtir. Hucreler 37 °C ve 5% CO. ortaminda bir giin boyunca
inktbe edildikten sonra 10 uL steril PBS igindeki érnekler (konjugatlar ve kontroller) kuyucuklara
eklenmistir. DOX icermeyen &rnekler tek bir derisimde (15000 pg/ml = kuyucuga eklenen
derisim) test edilmis, kuyucuga eklenen DOX derigsimleri 5-100 ug/ml, mPEG-HYD1-DOX
mPEG-HYD2-DOX ve mPEG-AT1-DOX derigimleri ise 7.5-15000 pg/ml arasinda degistirilmistir.
Her bir érnek icin 4 farkli 6lctim yapilmistir. Ornekler eklendikten sonra hiicreler 1 giin daha 37
°C ve 5% CO, ortaminda bekletilmistir. 24 saatin sonunda mikroplakalar oda sicakhginda 1800
rom ve 5 dakikada santrifijlenmis, besi yeri dokilip yenisiyle degistiriimis (pipetle dikkatlice
cekilmis ve mikroplakalar ters cevrilip blotlanmistir) hiicreler MTT analizine baslamadan 1 gin
daha 37 °C ve 5% CO.ortaminda bekletilmistir. MTT analizinde steril PBS’te hazirlanan 5 mg/ml
MTT c¢dzeltisinde 10 uL kuyucuklara eklenip, mikroplakalar 3 saat inklibe edilmistir. Daha sonra
1800 rpm ve oda sicakliinda santrifijledikten ¢ozelti dnce pipetle g¢ekilmis, mikroplaka ters
cevrilip blotlandiktan sonra kuyucuklardan giderilmistir. Her bir kuyucuga 100 uL DMSO
eklenmis ve mikroplakalar 150 rpm’de 5 dakika boyunca calkalanmistir.

Enzimatik ortamda bozunur ilag tasiyici sistemi ve bilesenleri igin sitotoksisite testi %10
yeni dogmus buzadi serumu ve 50 pg/ml gentamisin iceren RPMI ortaminda insan akciger
adenokarsinoma epitel (A549) hiicre hatti ve insan prostat (PC3) hicre hatti kullanilarak
yapilmistir. Asidik ortamda bozunur ilag tasiyici sistemlerinde uygulanan MTT testinde hicrelerin
orneklere maruz kaldiktan sonra ortamin taze besiyeri ile degistirilip 1 gun inkibasyondan sonra
MTT testine gecilmesi kismi atlanip érnekler dékuldikten sonra direk MTT testine gecilmistir.
Orneklerin sitotoksisitesi belilenmeden énce PC3 hiicre hatti icin optimum hiicre sayisi 10000
hicre/kuyucuk olarak bulunmustur (Sekil A16). A549 hicre hatti igin ise daha o6nceden
uygulandigi Uzere her bir kuyucuga 5000 hicre ekimi yapilarak testler gerceklestiriimistir.
Orneklerin sitotosisitesi 24 saate ilaveten 48 saat sonunda da belirlenmistir. DOX icermeyen
ornekler tek bir derisimde (PC3 igin 15000 ug/ml = kuyucuga eklenen derisim, A549 icin 7500
ug/ml = kuyucuga eklenen derisim) test edilmistir. Kuyucuga eklenen DOX derisimleri PC3 igin
10-1000 pg/ml, A549 icin 1-1000 pg/ml arasinda degistiriimisti. mPEG-DOX ve mPEG-AT3-

DOX ise PC3 ve A549 icin sirasiyla 15-7500 ug/ml ve 7.5-7500 pg/ml derisimleri arasinda
kuyucuklara eklenmistir. Her bir érnek i¢in 5 farkh dlgim yapilimistir.

MTT testinin son agsamasinda referans dalga boyu olarak 690 nm secerek, 570 veya 590
nm’de absorbans degerleri VarioSkan Flash Multimode Reader (Thermo Scientific) cihazinda

Olclimustar. % canhlik dederleri asagidaki denklem kullanilarak belirlenmistir.
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canhilik = Ornegin 570 veya 590 nm de dl¢iilen absorbansi

, x 100
PBS kontroliiniin570 veya 590 nm de él¢iilen absorbansi

Orneklerin mutlak ICs, degerleri 50% hiicre canliligina karsilik gelen derigsim olarak Mathematica
yazilimi kullanilarak deneysel verilere kibik yaklasim interpolasyon metodu uygulanarak
belirlenmistir. Son olarak konjugatlarin DOX esdegeri ICs, degerleri asadidaki formulden

hesaplanmistir:

ug konjugat

Konjugatin IC deg”eri( i~

X MW ,ox (%) x %DOX konjugasyondegeri

DOX esdegeri IC.,degeri = p
)

MW —
mol

konjugat (

ilag tasiyici sistemlerin sitotoksisite test sonuclarinin istatistiksel analizi bagimsiz
2 ornekli t-test metoduyla Minitab yazilimi kullanilarak yapilmigtir. p-degeri < 0.05 istatiksel

olarak anlamli fark olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Asidik ortamda bozunur PEG bazli ila¢ tasiyici sistemlerin hazirlanmasi

Doksorubusinin asidik ortamda bozunur hidrazon bag ile konjuge edildigi EDC ve NHS
aktive edilmis karboksilik asit-hidrazid eslesme reaksiyonuyla hazirlanmis olan hidrazid
fonksiyonel grubuna sahip tasiyici molekilllerin 6zellikleri Tablo 2Hata: Basvuru kaynagi
bulunamadi’de verilmistir. mPEG-propiyonik asitin karboksilik asit grubunu hidrazid fonksiyonel
grubuna doénustirme reaksiyonlari kalitatif olarak FTIR spektroskopisi kullanilarak takip
edilmistir. mPEG-propiyonik asit, mMPEG-HYD1 ve mPEG-HYD2 &rneklerinin FTIR spektrumlari
Sekil 8'de verilmistir. Kargilastirma amacli olarak alinan AADH and CHYD &rneklerinin FTIR
spektrumlarinda 1630-1640 cm™ bolgesinde N-H egdilme titresimleri gozlenmistir (Sekil A9).
mPEG-propiyonik asitin FTIR spektrumunda 1110 cm™ dalga sayisinda gozlenen pik eter
omurgasinin karakteristik C-O gerilme bandina karsilik gelmektedir. 1465 ve 2885 cm™ bantlari
ise C-H gruplarinin sirasiyla egilme ve gerilme titresimlerini gostermektedir. 1727 cm™de
gorulen zayif pik karbonil grubunun varligini géstermektedir. Ancak hidrazid fonksiyonel grubu
iceren orneklerde (MPEG-HYD1 ve mPEG-HYD2) bu bant kaybolmustur. mPEG-HYD1 ve
mPEG-HYD2 o6rneklerinde mPEG-propiyonik asitte gortilen C-O gerilme ve C-H egilme ve
gerilme titresimlerine ilaveten 1655-1665 cm™ bolgesinde N-H egilme titresimlerini gosteren yeni
bir bant olusmustur ve bu bant amid-karboksilik asit reaksiyonunun basarili oldugunu

onermektedir.

Tablo 2. DOX konjugasyonu yapilan pH cevaplayan mPEG and mPEG-peptid bazli tasiyici

sistemler
. Teorik .
Ornek kodu Bilesenler molekiiler Ozellik(ler)
kiitle (Da)

MPEG-HYD1 mPEG-adipik asit hidrazid ~ 5000 Asidik ortamda
bozunur bag

MPEG-HYD2 mPEG-karbohidrazid ~ 5000 Asidik ortamda
bozunur bag

mPEG-AT1-HYD mPEG- 6414.5 Asidik ortamda

CGGGHHHHHHGGGE- bozunur bag ve

adipik asit hidrazid pH cevaplayan
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Sekil 8. mPEG-propiyonik asit, mMPEG-HYD1 ve mPEG-HYD2 drneklerinin FTIR spektrumlari

Hidrazid konjugasyonu reaksiyonunu kantitatif olarak takip etmek icin 1H NMR
spektroskopisi kullaniimistir. AADH, mPEG-propiyonik asit ve mPEG-HYD1 6&rneklerinin DO
icerisinde alinan NMR spektrumlar sirasiyla Sekil A10, Sekil 9 ve Sekil 10'da gdsterilmistir.
Reaktant ve Urlnlerin teorik kimyasal kaymalari ise Ek'te Tablo A1’de verilmistir. AADH’nin NMR
spektrumunda 1.53 and 2.17 ppm’ de gd6zlenen kimyasal kaymalar CH: gruplarini
goOstermektedir ve teorik kimyasal kayma degerleri ile 6rtismektedir. 4 protona karsilik gelen pik
alanlar birbiriyle orantili ve uyumludur (Sekil A10). mPEG propiyonik asidin NMR spektrumunda
3.31 ppm’de CHs-O (metoksi) grubunun 3 protonu dolayisiyla bir singlet gézlenmis ve kantitatif
analiz yapmak igin alani 3 olarak ayarlanmistir. 3.64 ppm’de elde edilen genis pik ise eter
omurga protonlarini (O-CH.-CH;) gostermektedir ve bu pike ait proton sayisi PEG’in

polimerlesme derecesinin 4 katina esittir. Bu protonlarin alanini kullanarak mPEG propiyonik
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asidin sayi ortalamali molekuler agirhdr (M,) yaklasik 5400 Da (teorik deger = 5000 Da) olarak

bulunmustur. 2.62 ppm’de goérilen kimyasal kayma ise karboksilik asit grubunun hemen

mPEG-COOK-NNR.esp DEUTERIUM OXIDE
v [+ ©
N~ © [52)
] i) o)
T P
0.0093
0.0083
> 0.0073
z 3
j =
[5) =
£ 00063
3 3
8 3
S 00053
g 3
5
< 0.004 N
E 3
0.0033
0.0023
0.0013 M
) . I .
493.64 3.00 176
e n H
6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 20 15 10

Chemical Shift (ppm)

Sekil 9. mPEG-propiyonik asit 6rneginin D.O igerisinde alinanan 1H NMR spektrumu
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Sekil 10. mPEG-HYD1 6rneginin D20 igerisinde alinanan 1H NMR spektrumu

yanindaki 2 proton sebebiyledir ve bu pikin alani kullanilarak COOH fonksiyonel grup ylzdesi
yaklasik % 88 ( spekt degeri > % 80) olarak elde edilmigstir (Sekil 9). Sentezlenen mPEG-HYD1
orneginin  NMR spektrumunda AADH spektrumunda 1.56 ppm’de gbézlenen CH. protonlarinin
kimyasal kaymasi Sekil 10’da goruldugu gibi 1.53 ppm’de gbzlenmistir. 2.2 ppm civari beklenen
CH_ protonlarinin kimyasal kaymasi mPEG-COOH molekiliinden gelen 2.62 ppm’deki kimyasal
kayma ile birlestidi icin bu bolge kantitatif analiz i¢in kullanilamamigtir. Bu nedenle sadece 1.56
ppm’deki kimyasal kayma hidrazid fonksiyonel grubu yizdesinin belirlenmesinde kullanilimistir.
mPEG-COOH'’in kantitatif analizine benzer sekilde 3.3 ppm’deki pikin alani 3’e ayarlanmis ve
3.63 ppm’deki protonlarin alaniyla karsilastirilarak mPEG-HYD1'in M, degeri mPEG-COOH’in
molekller kitlesine ¢ok yakin bir deger olarak yaklasik 5500 Da olarak belirlenmistir. Bu bulgu
karboksilik asit hidrazid reaksiyonu ve saflastirma sirasinda polimerin molekiler kutlesini
degistirmedigini gostermistir. 1.56 ppm’deki 4 protona karsilik gelen kimyasal kaymanin alanini
kullanilarak hidrazid konjugasyonu yaklasik % 54 olarak bulunmustur. Reaksiyonun
tekrarlanabilirligini kontrol etmek igin sentez tekrar edilmis ve yeni mPEG-HYD1 &rneginin
hidrazid konjugasyonu da % 53 elde edilmistir. Dolayisiyla, uygulanan protokolin
tekrarlanabilirligi teyit edilmisti. mMPEG-propiyonik asitin COOH fonksiyonel grubu yulzdesi
(% 80-90) g6z dnlne alindiginda bitin COOH gruplarinin hidrazid gruplariyla yer degistirmedigi
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asikardir. Bu sebeple % 54 hidrazid fonksiyonel grubuna sahip polimer ayni reaksiyon
sartlarinda AADH ile bir kez daha reaksiyona tabi tutulmus ve elde edilen mPEG-HYD1
orneginin  1H NMR spektrumu Sekil 11'de verilmistir. Spektrumun analizi hidrazid
konjugasyonunda (% 55) ¢ok fazla bir dedisiklik olmadigini gdstermistir. Buna ilaveten, diyaliz
sirasinda kig¢uk molekuler kitleye sahip PEG molekullerinin ayrilmasi sonucu polimer molekuler
kitlesi 6900 Da degerine ylkselmistir. Sonug¢ olarak, ikinci reaksiyonun gereksiz oldugu
yargisina variimistir. Karbohidrazid kullanilan reaksiyonlari NMR ile goérintilemek muimkuin
olmadigi igcin mPEG-HYD2 tasiyici sisteminin sentezinde mPEG-HYD1 sentezinde kullanilan
protokol uygulanmisgtir.

Hidrazid fonksiyonel grubuna sahip tasiyici molekullerin sentezlenmesinde farkh
yontemler uygulanmistir. Ornegin, Etrych vd. (2001) hidrazid formundaki N-(2-hidroksipropil)
metakrilamid (HPMA)-metakrilolglicil-glisin  4-nitrofenil ester (Ma-Gly-Gly-ONp) rastgele
(random) kopolimerlerini metanol icerisinde gerceklestirilen 4-nitrofenoksi (ONp) grubu ve
hidrazin monohidrat reaksiyonunu kullanarak sentezlemislerdir. Bir diger calismada, hidrazid
gruplari  mPEG-poliaspaspartat blok kopolimerlerinin tersiyer-butiloksikarbonil (BOC) grubu

korumali aspartat gruplarina N-metilmorfolin (NMM), isobutil kloroformat (IBCF), karbazik asit
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Sekil 11. AADH ile iki kez reaksiyon sonucu elde edilmis mPEG-HYD1 6rnegdinin D»0 icerisinde
alinan 1H NMR spektrumu
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tersiyer-butil ester (Cat-BE) ve dimetil asetamid (DMAc) kullanilarak asit anhidrid reaksiyonuyla
baglanmistir. Koruyucu BOC grubu daha sonra TFA kullanilarak kaldiriimis ve hidrazid formunda
blok kolpolimerler elde edilmigtir (Bae vd. 2003). Hidrazid fonksiyonel grubuna sahip allil
gruplari iceren PEG kopolimerleri ise THF icinde gergeklestiriien AIBN varliginda metil
merkaptoasetat reaksiyonunu takiben hidrazin hidrat reaksiyonuyla hazirlanmistir (Zhou vd.
2011).

Bu calisma kapsaminda sulu ¢ozeltide gerceklestiriien ¢ok daha basit bir yéntem
modifiye edilerek hidrazid formunda tasiyici sistemleri sentezlenmistir (Hermanson 1996). Ticari
mMPEG-hidrazid kullanmak miumkiin olsa da uzun dénemde peptid veya polipeptid iceren tasiyici
sistemler igin hidrazid modifikasyonu gerekli olacakti. Peptid/polipeptid sistemlerindeki glutamik
asit gruplarinin hidrazid fonksiyonel grubuna donustirilme reaksiyonunun bir provasi olarak
calismalara mPEG-propiyonik asit (MPEG-COOH) kullanilarak baslanmistir. Ongoriilen bu
reaksiyonda, mPEG-COOH molekulinin karboksil grubunu dihidrazidin birincil amin grubuna
baglamak igin gerekli amin gruplariyla reaksiyona girebilen bir ara Urin O-asilisolre
olusturabilen EDC.HCI sifir-uzunlukta ¢apraz baglayici olarak secilmistir. Ancak O-asilisolrenin
hidroliz hizinin gok gabuk (2-3 s™) olmasi nedeniyle sulu ortamda sadece EDC.HCI kullanilarak
amid bagi olusturma veriminin dusik olabilecegi belirtiimistir (Hoare ve Koshland 1967). Bu
sebepten sulu ortamda gerceklestirilen modifiye edilmis prosedirde amin grubuyla reaksiyona
girebilen hidrolizi daha yavas NHS-ester olusturdugu icin EDC’ye ilaveten NHS kullaniimasi
uygun gorulmustur (Sehgal ve Vijay 1994; Conde vd. 2014). EDC ve NHS reaksiyonlarinin
detaylari Sekil A11’ de verilmistir (Sehgal ve Vijay 1994). Ancak verimi ylkseltmeye ydnelik
reaksiyon optimizasyon yapilmasina ragmen sulu ortamda gerceklestirilen hidrazid fonksiyonel
grubuna dénidsme verimi (~ % 54), yukarida bahsedilen organik ¢dzgenlerde gergeklestirilen
reaksiyonlardan (verim > 75%) biraz daha dusulk olarak elde edilmistir (Etrych vd. 2001; Bae vd.
2003; Zhou vd. 2011).

4.2 Asidik ortamda bozunur PEG-peptid bazli ilag tasiyici sistemlerin hazirlanmasi

Bu calismada 6éngorilen AT1 peptidi aminoasit yan zincirlerinin iyonlasma ve reaktif
oOzelliklerini kullanabilmek igin tasarlanmistir. Sekil A2 ve Tablo 2'de verildigi Uzere AT1 peptidi
dizininde sistein (C), glisin (G), histidin (H) ve glutamik asit (E) amino asitleri yer almaktadir.
Peptidin N-terminalinde bulunan tiol fonksiyonel grubuna sahip C, mPEG molekulini konjuge
etmek icin dizine eklenmistir (Sekil A2). pK. degeri yaklasik 6.0 civari olan histidinlerin peptide

pH cevaplama o0zelligi saglayabilecegi ongorilmustir. C-terminalinde bulunan karboksilik asit
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fonksiyonel grubuna sahip glutamik asit ise DOX konjugasyonu igin kullaniimistir (Sekil A3). Yan
zincirinde hidrojen atomu bulunan en kigik amino asit olan glisinler konjugasyon sirasinda
sterik etkileri azaltmak icin sistein ve glutamik asidin hemen yanina yerlestiriimigtir.

AT1 peptidinin ESI-MS ve HPLC verileri sirasiyla Sekil 12 ve Sekil 13’'te sunulmustur.
Peptidin teorik mol kitlesi (1414 Da) kitle spektrumunda elde edilen tek ve daha fazla yukli
peptid m/z degerlerine karsilik gelen piklerle teyit edilmistir. Peptidin HPLC siyrilma egrisinde
24.9. dakikada blyuk bir pik ve hemen yaninda ¢ok kiguk pikler gérinmastir (Sekil 13a).
HPLC egrisinde elde edilen oldukga saf fraksiyon ve kltle spektrumundan elde edilen deneysel
molar kitle ve teorik molar kitlenin tutarhligi peptidin ylksek saflikta sentezlendigini agik¢a
gOstermektedir.

Peptidin PEG konjugasyonu N-terminalindeki sisteinde bulunan tiol grubuyla mPEG’in
maleimid formu kullanilarak (M, = 5000 Da) gergeklestirilmistir (Sekil A2). izole edilen mPEG-
AT1 konjugatinin safligi HPLC ve MALDI-MS tekniklerini kullanilarak tayin edilmigtir. Sekil 13’te
artan hidrofobik 6zellige bagl olarak sirasiyla 24.9, 32.0 ve 36.3. dakikalarda siyrilan AT1,

mMPEG-AT1 ve mPEG-maleimidin kromatogramlari verilmistir. mMPEG-AT?1’in siyrilma egrisinde

1907 [M+3H]>" [M+H]* AT-1
m/z 472.25 m/z 1414.50 .
[M+K]
80 - m/z 1452.58
5 9 [M+Na]*
TS m/z 1436.50
T
—~ 60 =
2 =
_l ‘ E I LI I LI L L I LI L I L L I L I L L |
D:- 40 — 1400 1410 1420 1430 1440 1450 1460
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[M+2H]** A
20 m/z 707.50 :
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Sekil 12. AT1 peptidinin ESI-MS spektrumu
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Sekil 13 (a) AT1, (b) mPEG-MAL, (c) mPEG-AT1 6érneklerinin HPLC egrileri

peptide veya mPEG-MAL molekiline ait belirgin fraksiyonlarin goézlenmemesi mPEG-AT1
konjugatinin yuksek saflikta (> % 95) elde edildigini gdstermektedir.

MmPEG-AT1 konjugatinin molar kuitlesini belirlemek amaciyla MALDI-TOF teknigi
kullaniimistir. Konjugatin kiitle spektrumunda ~ 6600 Da civarinda bir pik gézlenmistir. Deneysel
degerin ~6415 Da’na (Mpepia=1415 Da + Mpec=5000 Da) Kkarsilik gelen teorik molar kitleye
yakin olmasi konjugasyon reaksiyonun ve saflastirma isleminin basariyla gergeklestirildigini
belirtmektedir.

Peptidin PEG konjugasyonuna bir diger kanit peptidin, Sekil 15'te verildigi tzere mPEG-
MAL’in ve konjugatin FTIR spektrumlarindaki parmak izlerini karsilastirilarak sunulmustur. FTIR
spektrumlarinda konjugatin her iki ana molekilden de izler tasidigi agikga gorilmektedir.
Ornegin, PEG omurgasindaki C-H gerilme titresimlerine ait 2900 cm™ civarindaki bant mPEG-
MAL ve mPEG-AT1’in spektrumlarinda gorilmistir. Benzer sekilde, 1500-1700 cm™' bdlgesinde

g6zlenen peptidin amid | ve amid Il bantlari konjugatin spektrumunda da bulunmaktadir.
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Boylece, bu ¢ farkli karakterizasyon metodunun sonuglari ylksek saflikta mPEG-AT1

konjugatinin izole edildigini teyit etmigtir.
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Sekil 14. mPEG-AT1 6rneginin MALDI-TOF kitle spektrumu
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Sekil 15 (a) AT1, (b) mPEG-MAL, (c) mPEG-AT1 6rneklerinin FTIR spektrumlari

PEG-peptid bazli ilag tasiyici sisteminin sentezinde mPEG-AT1 AADH kullanilarak
hidrazid formuna donustirilmustar (Sekil A3). Ancak NMR spektrumunda ortiisen kimyasal

kaymalar dolayisiyla tasiyici sistemin hidrazid grubu yizdesi belirlenememistir.

4.3 Asidik ortamda bozunur PEG ve PEG-peptid bazh ilag tasiyici sistemlerine DOX
konjugasyonu

Tekrarlanabilir  hidrazid konjugasyonunu sagladiktan sonra maksimum DOX
konjugasyonuna ulasmak icin mPEG-HYD1 kullanilarak birkag reaksiyon sarti test edilmistir. Bu
amacla katalizor (TFA), DOX miktari ve ekleme metodu degistiriimis ve DOX konjugasyon
yuzdesi serbest DOX’'un 488 nm’deki molar absorbans dederi kullanilarak belirlenmistir. Tablo
3’te gosterildigi Uzere en yiksek DOX konjugasyon yuzdesi %2 katalizér, agirlikga 2.5:2 mPEG-
HYD1:DOX orani kullanarak ve DOX'u tek seferde ekleyerek (3. metod) elde edilmistir. Bazi

reaksiyonlarda DOX konjugasyon yuzdesi ~ % 56-63 arasinda hidrazid fonksiyonel grubunun

yuzdesinden (~ % 54) biraz daha fazla elde edilmistir. Bunun sebebi mMPEG-HYD1-DOX
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Tablo 3. DOX konjugasyonun reaksiyonunun optimizasyon sonuglari

mPEG-HYD1 :

Ornek DOX orani DOX ekleme TFA DOX % % Uriin
kodu (mg/mg) metodu miktan (ul) Verimi *
S1 2.5:1 bir kez 10 41 33.8
S2 2.5:1 bir kez 20 45 46
S3 2.5:2 bir kez 20 63 35
S4 2.5:2 iki kez 20 56 39

*Uriin verimi: Uriinin baglangigtaki mMPEG-HYD1 miktarina orani

konjugatiyla beraber kolondan siyrilan serbest DOX molekdllerinin ayrilamamasi ya da DOX
belirlemede kullanilan dlgimden gelen hatadan kaynaklanabili. DOX konjuge edilen tasiyici
sistemlerin saflastirimasinda kullanilan jel gecirgenlik kromatografisinde siyrilan fraksiyonlar
arasinda belirgin renk farkliliklarinin géze g¢arpmasi (konjugat = kirmizi, serbest DOX = turuncu)
serbest DOX'un blyulk bir kisminin ayrildigini géstermektedir (Sekil A12). Bdylece, serbest DOX
ve konjuge edilmis DOX'un molar absorbans katsayisi arasindaki kuguk fark dolayisiyla % DOX
miktar1 biraz fazla tahmin edilmis olma olasiligi ylksektir. Ancak ylksek ilag derisimi gerektiren
HPLC yontemi uygulanamadidi icin (floresans detektorlii olmamasi sebebiyle) cok daha basit
olmasi ve daha az miktarda ornek kullanildi§i icin mecburen UV-Vis spektroskopisi teknidi ile
konjuge edilen ila¢g miktari belirlenmistir.

Bluyuk olgekli deneylerde mPEG ve mPEG-peptid bazli tasiyici sistemlere DOX
konjugasyonu Tablo 3'de verilen 3. metod kullanilarak gergeklestirilmistir. DOX konjugasyon
reaksiyonu sonuglari Tablo 4’te gosterilmistir. Bu deneylerde verim ve DOX konjugasyon
yuzdesine ait standart sapmalarin disik olmasi reaksiyonlarin tekrarlanabilir oldugunu isaret
etmektedir. Ozellikle MPEG-HYD1 6rnegi icin DOX konjugasyon yiizdesi hem kiiglik 6lgekli hem
de bluyuk Olcekli deneylerde tutarli olarak elde edilmistir. Blyldk olgekli yapilan deneylerde
beklendigi Uzere daha fazla verim alinmisti., mPEG bazh ilag tasiyici sistemlerinin DOX
konjugasyon yluzdesi (~% 60), mPEG-AT1 sisteminden daha fazla olarak bulunmustur. PEG-
peptid tasiyici sisteminde ilacin konjuge edilecegi bolgenin daha kalabalik bir molekiler gevreye
sahip olmasi sebebiyle ortaya ¢ikan sterik etki disik DOX konjugasyonunun baslica nedeni

olarak gosterilebilir.

Tablo 4. Asidik ortamda bozunur ilag tasiyici sistemlerin DOX konjugasyon verimi ve ylzdesi
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Ornek Kodu % Verim % DOX konjugasyonu

mPEG-HYD1-DOX 65+3 6217
mPEG-HYD2-DOX 68+ 3 60+ 3
mPEG-AT1-DOX 43+3 35+3

4.4 Asidik ortamda bozunur DOX konjuge edilmis tasiyici sistemlerinin karakterizasyonu
ilag tasiyici sistemlerinin kiimelenme durumunu ve stabilitesini belirlemek icin dinamik
Isik saciima yoéntemi kullaniimistir. Sekil 16, mPEG-propiyonik asit, mPEG-HYD1, ve mPEG-
HYD2 o6rneklerinin PBS tampon c¢ozeltisi (pH 7.4) icinde mPEG-AT1 6rneginin ise hem pH
7.4’deki PBS tampon hem de pH 5.0’te asetat tampon ¢0Ozeltisi igerisindeki boyut (hidrodinamik
¢ap) dagilimini géstermektedir. Bitlin érneklerin ortalama boyutu benzer sekilde yaklasik 4 + 0.5
nm olarak dlgulmustur. Ayrica pH’'nin mPEG-AT1 drneginin boyutunu etkilemedigi gdzlenmigtir.

PEG’in hidrodinamik c¢apini (D4) molar kitlesinin (M,) fonksiyonu olarak asagidaki
korelasyonu kullanarak belirlemek mumkuandur (Fee ve Van Alstine 2006):

Du (A) = 0.3824 M,05
Yukaridaki denklem sonucu olarak deneysel dederle uyumlu bir sekilde molar kutlesi 5000 Da
olan PEG'in boyutu 4.4 nm olarak elde edilmistir. Sonu¢ olarak ne fonksiyonel mPEG
orneklerinin ne de mPEG-AT1 6rneginin kimelenme egilimi olmadigi asikardir.

Bir diger taraftan, DOX konjuge edilmis ila¢ tasiyici sistemleri oldukga farkli bir trend
izlemistir. Boyut dagilimi élgimleri konjugatlarin uygun tampon c¢bézeltide ¢oézildikten yaklasik
birkac¢ saat icinde ve 37°C’de bir glin boyunca inkibe edildikten sonra yapilmistir. Hemen ve 24
saat sonrasi yapilan O&lgimlerin sonuglari sirasiyla Sekil 17 ve Sekil 18'de verilmistir.
MPEG-HYD1-DOX 6rneginin ortalama boyutu pH 7.4'de 9 + 0.5 nm pH 5.0'te ise 7 £ 0.5 nm
olarak elde edilmigtir. 24 saat inkubasyon sonucu olarak her iki pH degerinde de ortalama boyut
6.5 + 0.5 nm civarina dusmustir. mMPEG-HYD1-DOX konjugatinin ortalama boyutu mPEG-HYD1
orneginin yaklasik iki kati olarak belirlenmigtir. Boylece, mPEG-HYD1 6rnegine DOX konjuge
edildigi zaman molekiler 6zbirlesmenin tetiklendigi yani DOX konjuge edilmis tasiyici sistemin
ilac molekillerinin iceride mMPEG molekdllerinin ise ylzeyde bulundugu misel sistemler
olusturdugu yargisina varilmistir. 24 saat sonunda mMmPEG-HYD1-DOX o6rneginin ortalama
boyutunun yaklasik birkag nm dismesi ise ilag molekillerinin misel yapidan ayrilmasi sonucu

monomerik (kimelenmeyen) tlrlerin populasyonunun artasina baglanabilir.
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Sekil 16. Farkh fonksiyonel gruba sahip mPEG o6rnekleri ve mPEG-AT1 konjugatinin boyut

dagilimi

Diger mPEG bazh tasiyici sistemi olan mPEG-HYD2-DOX ise baslangicta pH’dan
bagimsiz olarak ~20-100 nm arasinda boyut dagilimi gdsterilmistir. Her iki pH degerinde de 24

saatin sonunda kiimelenmis yapilarin boyutu ~ 6 £ 1 nm degerine dismustir. Boyuttaki azalma
kimyasal bagin kararsiz yapisindan dolayi ilacin hizli salimini miteakiben kimelenmis yapilarin
zamanla tekrar dlzenlemesi seklinde aciklanabilir. Ylksek sicaklikta inkUbasyonuyla
gerceklesen molekillerin artan hareketliligi sonucu buyuk boyuttaki kimelenmis yapilarin daha
kicuk boyuttaki agregatlara donusimu muhtemeldir.

mPEG-peptid bazli ilag tasiyici sistemi olan mPEG-AT1-DOX ve peptid icermeyen
MmPEG-HYD1-DOX sistemine DOX benzer bir kimyasal bagla konjuge edilmistir. Buna karsin
sadece mPEG igeren tasiyici sistemden farkli olarak mPEG-AT1-DOX pH cevaplayabilen peptid
dizini de icermektedir. Dolayisiyla, mMPEG-HYD1 ve mPEG-AT1-DOX o6rneklerinin boyut dagihm
verileri karsilastirilarak peptidin roli hakkinda bir fikir sahibi olunabilir. pH 7.4’de mPEG-AT1-
DOX 6rneginin ortalama boyutu peptidin yapiya eklenmesi sonucu mPEG-HYD1-DOX’tan biraz
daha fazla olarak yaklasik 12 + 2 nm elde edilmigtir. mMPEG-AT1-DOX 6rnegdinin boyutunun

mMPEG-AT1 Orneginin boyutunun iki katindan biraz daha fazla oldugu g6z 6nline alinirsa,
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Sekil 17. Yeni hazirlanmis DOX konjuge edilmis ilag tasiyici sistemlerinin boyut dagilimi
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Sekil 18. DOX konjuge edilmis ila¢ tasiyici sistemlerinin hazirlandiktan 24 saat sonra elde edilen
boyut dagilimi
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MPEG-AT1-DOX kimelenmis yapilarinin seklinin kiiresellikten biraz saptigi sonucuna varilabilir.
mMmPEG-HYD1-DOX 6érneginin davranisina paralel olarak pH 7.4’de bir gin inklibasyonun peptid
iceren taslyici sistemin boyutlarini belirgin bir sekilde degistirmedigi gozlenmistir. Bir diger
taraftan pH 5.0 tampon ¢6zeltisinde mMPEG-AT1-DOX 6rnegdinin  boyut dagilimi yaklasik 20-100
nm arasinda elde edilmigtir. Bu dagiim mPEG-HYD2-DOX &rneginin ayni pH degerinde
olusturdugu kumelenmig yapilarin boyutlariyla benzerlik gostermektedir. Ancak mPEG-AT1-
DOX agregatlari 24 saat sonra bile boyutlarinin degistirmeyerek daha stabil bir yapida
olduklarini ortaya koymusglardir. Muhtemelen pH 5.0 de@erinde histidinler arasindaki itme
kuvvetleri molekullerin birbirine yakin bir sekilde kuresel olarak bir araya gelmesini 6nleyip
tagiyici sistemin kuresel yapilardan daha buyuk boyutta, daha gevsek ve silindirik yapilar
seklinde kiimelenmesine neden olmuslardir.

mPEG-HYD1-DOX, mPEG-HYD2-DOX ve mPEG-AT1-HYD1-DOX konjugatlarinin pH
7.4 ve pH 5.0 elde edilen DOX salim profilleri sirasiyla Sekil 19, Sekil 20 ve $Sekil 21'de
verilmigtir. Bu ¢alismada gelistirilen konjugatlarin ve asit bozunur hidrazon bagi iceren diger ilag
tasiyici sistemlerin 72 saatin sonunda gdzlenen % DOX salim degerleri ise Tablo 5'te
Ozetlenmistir. Sekil 19'da gosterildigi gibi mPEG-HYD1-DOX belli belirsiz bir pH cevaplayabilen
ilag salim davranigi ortaya koymustur. mMPEG-HYD2-DOX'un asidik ve nétral pH’ta sundugu ilag
salim profili arasinda kayda deger bir fark gdézlenmemistir. Buna karsin PEG-peptid bazli ilag
tasiyici sistemi olan mPEG-AT1-DOX sadece mPEG igeren konjugatlarla karsilastirildiyi zaman
daha hizlh ve pH programli bir ilag salim profili gostermistir. Diger ilag tasiyici sistemlerle
karsilastirildigi zaman mPEG-HYD1-DOX'un ilag salim davranigi DOX'un kiimelenme egilimi
gosteren amfifiik mPEG-PLLA sistemine hidrazon bagiyla baglandigi sistemin davranigiyla
benzerlik gostermektedir (Yoo vd. 2002). Multivalent mPEG-poliaspartat-HYD-DOX
konjugatlarinda pH cevaplama 6zelligi daha belirgin olarak elde edilmistir. Kompakt agregat
yapisina bagl olarak nétral pH'de neredeyse hig ilag salimi gézlenmemistir (Bae vd. 2003).
Kimelenme egilimi olmayan PEO-g-HYD-DOX sisteminde DOX salim hizi agregatlar olugturan
tasiyici sistemlerden daha fazla olarak belirlenmistir (Zhou vd. 2011). Bu c¢alismada
tasarladigimiz DOX konjuge edilmis ila¢ tasiyici sistemlerinin boyutlari disinildiginde pH 5’de
mPEG-AT1-DOX’un (boyut dagihmi = 20-100 nm) sadece PEG igeren sistemlere ilaci gére daha
yavas hizla salimi beklenebilirdi. Ancak pH 5’te arti yikli haline gelen histidinler kimelenmis
molekuller arasindaki ¢cekimi azaltip asidik ¢ozeltinin pH cevaplayan hidrazon bagiyla temasini

kolaylastirmis dolayisiyla ilacin daha hizli salimina olumlu bir etki yapmistir. mPEG-AT3-DOX
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konjugatinin pH 5’te Olgllen boyutu g6z 6niune alindiginda histidin sayisinin kimelenmeyi

tamamen engelleyemedigi asikardir. Dolayisiyla, yapiya daha
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Sekil 19. pH 5.0 ve 7.4’te mPEG-HYD1-DOX konjugatinin DOX salim profili
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Sekil 20. pH 5.0 ve 7.4’te mPEG-HYD2-DOX konjugatinin DOX salim profili
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Sekil 21. pH 5.0 ve 7.4’te mPEG-AT1-DOX konjugatinin DOX salim profili

Tablo 5. Cesitli ilag tasiyici sistemlerin nétral ve asidik pH'ta % ilag saliminin karsilastiriimasi

pH7-7.5ta pH50te pH7-7.5ta

Referans ilag tasiyici sistemi Boyut % DOX % DOX
(nm) salimi salimi
Qal'?;ma mPEG-HYD1-DOX 9 1242 81
gal'?;ma mPEG-HYD2-DOX 20-100 13.5+25 125+05
gal'?;ma MPEG-AT1-DOX 12 30+7 145+25
Ii’;go\éc;' mPEG-polyaspartate-HYD-DOX 65 28 0
2?2%‘11 ‘1’;’ PEO-g-HYD-DOX 9-11 90 20
\((380"2")- mPEG-PLLA-HYD-DOX* 90 + 12 24 20

* % ilag salimi 25 saat sonunda belirlenmistir. Diger ilag tasiyici sistemler igin 72 saat sonunda elde edilen degerler
gosterilmigtir.
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Sekil 22. mPEG-COOH, AADH, mPEG-HYD1 ve AT1 6rneklerinin A549 hiicre hatti kullanilarak

24 saatin sonunda elde edilen % canlilik degerleri

fazla histidin eklendidi takdirde hazirlanan tasiyici sistemin daha hizh DOX salim hizina ve

daha fazla pH hassasiyetine sahip olabilecegi beklenebilir.

1.5 mg/ml derisimindeki mPEG-propiyonik asit, AADH, mPEG-HYD1 ve AT1 peptidinin
sitotoksisite sonuglari Sekil 22'de verilmigtir. Bu 6rneklerin belirgin bir sitotoksisiteye sahip
olmadiklari belirlenmistir. Serbest DOX ve DOX konjuge edilmis tasiyici sistemlerin blyime
dnleme egrileri Sekil 23’te elde edilen 1Cs, dederleri ise Tablo 6'da gosterilmistir. Orneklerin
istatistiksel analizi sonucu mPEG-HYD1-DOX ve mPEG-HYD2-DOX tasiyici sistemlerinin
sitotoksisitesi arasinda anlamli bir fark elde edilmemistir (p-degeri > 0.05). Diger ornek ciftlerinin
sitotoksisite degerlerinin kargilastirilmasi sonucu elde edilen p-degeri < 0.05 bu 6rneklerin
sitotoksisiteleri arasinda istatistiksel olarak anlamlh fark oldugunu géstermigtir (Tablo A2). DOX-
konjuge edilmis tasiyici sistemin ICso degerleri beklenildigi Uzere serbest DOX'tan daha fazla
olarak elde edilmigtir. Bu konjugatlar icinde en yilksek sitotoksisiteyi mPEG-AT1-DOX
goOstermistir. AT1 ve mPEG’in sitotoksisite gostermedigi g6z 6nline alinirsa mPEG-AT1-DOX
tasiyici sistemin sadece mPEG igeren tasiyici konjugatlara gére daha yuksek olan sitotoksik

aktivitesi daha belirgin pH cevaplama 6zelligine baglanabilir.
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Sekil 23. Serbest DOX ve DOX'un asidik ortamda bozunur bagla konjuge edildigi tasiyici

sistemlerin A549 hiicre hatti kullanilarak 24 saatin sonunda elde edilen blylime engelleme egrisi

Tablo 6. DOX ve DOX'un asidik ortamda bozunur bagla konjuge edildigi tasiyici sistemlerin

mutlak 1Cs, degerleri

DOX esdeger ICs, degeri

Ornek Bagil indis*
(ng/ml)

Serbest DOX 0.96 = 0.51 1.0
mPEG-HYD1-DOX 21.9+£59 22.8
mPEG-HYD2-DOX 32.1+10.3 334

mMmPEG-AT1-DOX 555+0.75 5.8

* Taslyici system ve DOX'un ICs, degerlerinin orani
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4.5 Kararh amid bagiyla DOX konjugasyonu yapilan mPEG and mPEG-peptid bazli
tasiyici sistemlerin hazirlanmasi

ikinci grup ilag taslyici sistemlerinde DOX taslyici sisteme kararli amid bagiyla konjuge
edilmistir. Bu gruptaki tasiyici molekdillerin 6zellikleri Tablo 7°de verilmistir. Kontrol amacl olarak
sentezlenen mMPEG-DOX sistemi mPEG-propiyonik asitle DOX'un amin grubu arasinda
gergeklesen Sekil 6'da verilen eslesme reaksiyonu ile elde edilmistir. ikinci sistem ise mPEG ve
peptidden olusmaktadir. Her iki sistemde de mPEG ilacin kanda dolasim hizini arttirmak
amaciyla kullaniimistir. ikinci sistemde yer alan AT3 peptidi aynen AT1 peptidi gibi amino asit
yan zincirlerinin iyonlagma ve reaktif 6zelliklerinden faydalanmak icin tasarlanmigtir. AT1’den
farkli olarak AT3 peptidine enzimatik bozunur grup eklenerek peptidlerin biyofonksiyonel
Ozellikleri de kullaniimigtir. Tablo 7 ve Sekil Ad’de verildigi Gzere AT3 peptidi N-terminalinde
sistein icermektedir ve sisteinin igerdidi tiol grubuyla mPEG-maleimid reaksiyonuyla mPEG-
peptid konjugasyonu saglanmistir (Sekil A4). Peptidin C-terminalinde bulunan glutamik asit ise
DOX'u baglamak icin dizine eklenmistir (Sekil A4). Dizinde bulunan pK, degeri 6 civarl olan
histidinlerin ise tasiyici sisteme pH cevaplama 06zelligi ekleyebilecedi ongorulmuastiur. Dizinde
bulunan glisinler ise konjugasyon sirasinda sterik etkileri azaltmak amaciyla sistein ve glutamik
asidin hemen yanina yerlestirilimistir. AT1 peptidinden farkl olarak ise RRALAL grubu lizozomal
enzimlerden katepsin B tarafindan spesifik olarak parcalandidi icin dizine eklenmistir (Schmid
vd. 2007). Dolayisiyla tasiyici sisteme enzimatik bozunur ilag salma 6zelli§gi kazandirmistir.
Literatirde yapilan calismalarda GFLG grubunun da enzimatik bozunur o6zellik sagladigi
gosterilmistir (Etrych vd. 2001; Veronese vd. 2005). Ancak AT3 peptidindeki ALAL grubunu
GFLG ile degistirerek tasarladigimiz AT2 peptidinin hidrofobik 6zelliginin fazla olmasi sebebiyle

Tablo 7. Kararlh amid bagiyla DOX konjugasyonu yapilan mPEG and mPEG-peptid bazli

tasiyici sistemler

-- DOX konjugasyonu Teorik --
Ornek kodu apilan tasivicr molekiil molekuler Ozellik(ler)
yap sty kiitle (Da)
mPEG-COOH mPEG-propiyonik asit ~ 5000 kararli amid bagi
enzimatik
mPEG- pozunr ve
mPEG-AT3 CGGGHHHHHHRRALAL ~ 7095
pH cevaplayan
GGGE
gruplar, kararli
amid bagi
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Sekil 24. AT3 peptidinin MALDI-TOF kitle spektrumu

sulu ¢ézeltide gergeklestirdigimiz PEG konjugasyonu reaksiyonu ¢ok disuk verimle gerceklestigi
icin DOX konjugasyonundan vazgegilmistir.

MPEG-AT3-DOX sisteminin ilk asamasinda AT3 peptidi sentezlenmis, daha sonra
mPEG ile konjuge edilmistir. AT3 peptidi ve mPEG-AT3 tasiyici sisteminin safliklari ve
fonksiyonel gruplari HPLC, MALDI ve FTIR spektroskopi teknikleriyle tayin edilmigtir. ~ AT3
peptidinin MALDI-TOF kutle spektrumu ve HPLC egrisi sirasiyla Sekil 24 ve (a)’da gosterilmistir.
MALDI-TOF kitle spektrumunda 2095 Da’da gdzlenen en ylksek siddete sahip pik AT3
peptidinin teorik molar kitlesiyle ortismektedir. Bunun disinda ¢ok daha duslk siddete sahip
pikler sentez sirasinda bazi amino asitlerin dizine verimli olarak eklenememesi sonu olusan kisa
peptid fragmanlarini gostermektedir. Ancak HPLC egrisi goéz online alindiginda 14.9. dakikada
elde edilen buylk pik, peptidin en az % 80 saflikta elde edildigini gostermektedir. AT3 peptidi
AT1’e gbre daha uzun dizine sahip oldugu igin safliginin AT1'e gbére daha dislk olmasi
beklenen bir durumdur. Bu sonuglarin isiginda AT3 peptidi yeterince higbir saflastirmaya tabi
tutulmadan mPEG ile konjuge edilmistir. Elde edilen mPEG-AT3 konjugatinin HPLC edrisi ve
MALDI-TOF spektrumu sirasiyla (c) ve Sekil 26'da verilmistir. mMPEG-AT3 konjugati mPEG-
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Sekil 25. (a) AT3, (b) mPEG-MAL, (c) mPEG-AT3 6rneklerinin HPLC egrileri
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Sekil 26. mMPEG-AT3 6rneginin MALDI-TOF kitle spektrumu
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elde edilen HPLC egrisinde mPEG-MAL’e ait pik tamamen kaybolmustur. Sekil 13(b) ve Sekil
25(b)de mPEG-MALin farkli zamanlarda siyrilmasi HPLC analizlerinde farkli program
kullaniimasindan kaynaklanmaktadir. mPEG-AT3’in HPLC egrisinde AT3 peptidinin siyriima
suresine karsilik gelen yerde ¢ok ku¢ik bir pik gézlenmistir. HPLC ile értlsur bir sekilde mPEG-
AT3 konjugatinin MALDI-TOF kutle spektrumunda ~7300 Da civarinda pik gézlenmistir (Sekil

26). Bu deger teorik molar kitleye (~7100 Da) oldukga yakindir. Yaklasik 200 Da’lik fark mPEG-
AT1 konjugatinda da gdzlenmistir. Polimerin polidispersitesi ve/veya saflastirma yontemi olarak
uyguladigimiz diyaliz sirasinda kiugik molekuler kitleye sahip polimerlerin ayrilmasi dolayisiyla
molekiiler kitle ortalamasinin biraz daha artmasindan kaynaklanmaktadir. Bu sonuglar mPEG-
AT3’Un icinde ¢ok az miktarda AT3 olmakla birlikte safliginin en az %90 mertebesinde oldugunu
ongormektedir.

Son olarak AT3 peptidi mMPEG-MAL ve mPEG-AT3 konjugatindaki fonksiyonel gruplar
Sekil 27°de verilen FTIR spektrumlariyla gosterilmigtir. mMPEG-AT1 konjugatinin spektrumuna
benzer sekilde mMPEG-AT3’Un spektrumunda mPEG omurgasindaki C-H gruplarinin
eg@ilmelerinden kaynakli ~2900 cm™ civarinda ve 1500-1700 cm™ bdlgesinde AT3 peptidinden
gelen amidl ve amidll bantlari acgikga gorllmektedir. Dolayisiyla FTIR spektrumu da
Tablo 8. DOX'un kararli amid bagiyla konjuge edildigi tasiyici sistemlerin DOX konjugasyon

verimi ve yuzdesi

Ornek Kodu % Verim % DOX miktar*
mMPEG--DOX 72+19 109+5
mMPEG-AT3-DOX 76 £ 5 187+ 8

* DOX'un moli/COOH fonksiyonel grubu moli x 100%

konjugatinin basariyla sentezledigini teyit etmektedir.

mPEG-propiyonik aside ve mPEG-AT3’e DOX konjugasyonu yapildiktan sonra DOX
konjugasyon miktari tayini yapilmigtir. Tablo 8’den gorilebilecedi Gzere her iki taglyici sistemin
de DOXigerigi %100’Un Gzerinde ¢ikmistir. Bu da izole edilen tagiyici sistemlerin iginde serbest
DOX oldugunu goéstermektedir. mMPEG-DOX ve mPEG-AT3-DOX'un serbest DOX’tan ayriimasi
icin asidik ortamda bozunur ila¢ tasiyici sistemleriyle ayni yéntem ve sartlar kullaniimistir.
mMPEG-HYD1-DOX, mPEG-HYD2-DOX ve mPEG-AT1-DOX kirmizi renkte, hemen arkasindan
gelen serbest DOX ise turuncu bir renkte Sephadex LH kolonundan siyriimistir. Kararli amid
bag! iceren mMPEG-DOX ve mPEG-AT3-DOX konjugatlarinda kolonda kirmizi renkli bir fraksiyon
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g6zlenmemis, bitin fraksiyonlar kirmiziya yakin turuncu tonlarinda elde edilmistir. Bu
konjugatlardaki DOX igerigini tayin edebilmek amaciyla serbest DOX 100 ug/ml derisiminde
serbest DOX igerigi fazla olan mPEG 1.5 mg/ml derisiminde (DOX miktari = ~ 200 pg/ml) HPLC
kolonuna verilip 220 nm ve 480 nm’de drneklerin siyriima egrileri alinmigtir.  Sekil 28’de
gorulecegi Uzere serbest DOX gorinidr bdlgede algilanamamis ancak 220 nm'de 12.6.
dakikada kucuk bir pik vermistir. Sekil 29’da verilen mPEG-AT3-DOX’'un HPLC egrilerinde ise
hem 220 nm’de hem de 480 nm’de 16.7’de blyuk bir pik, 18.4’de kiglk bir pik ve 24.7°de genis
bir pik gézlenmistir. Hem 220 nm’de hem de 480 nm’de gérilen bu pikler bu 3 fraksiyonun da
DOX icerdigini isaret etmektedir. 220 nm’de bagka bir pik gérilmemesi mMPEG-AT3’ln neredeyse
tamamina DOX konjugasyonunun yapildigini ve ayni zamanda serbest DOX miktarinin cihazin
algilama limitinin altinda oldugunu gdéstermektedir. 16.7. dakikada goérulen pik mPEG-AT3-DOX
fraksiyonuna ait gibi gézikmektedir. Diger iki pik ise yan reaksiyonlar sonucu olusabilecek farkh
bilesenlere karsilik  gelmektedir. Nitekim PyBOP’'un  karboksilik asit ve alkol gruplari
arasinda gerceklesen esterifikasyon reaksiyonlarinda da katalizér gorevi Ustlendigi rapor
edilmistir (Coste ve Campagne 1995). Dolayisiyla PEG-AT3 konjugatinda  bulunan COOH
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Sekil 28. Serbest DOX'un 220 nm ve 480 nm'de kaydedilen HPLC egrileri
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Sekil 29. mMPEG-AT3-DOX'un 220 nm ve 480 nm'de kaydedilen HPLC egrileri
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Sekil 30. (a) AT3 peptidi, (b) mPEG-maleimid ve (c) mPEG-AT3 konjugatinin boyut dagihmi
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grubunun DOX’ta bulunan OH grubu arasinda gerceklesmesi muhtemel reaksiyon sonucu
DOX'un mPEG-AT3’e ester bagiyla konjuge edilmesi de mimkuin olabilir. Bu yan reaksiyonlar
sebebiyle olusan safsizliklarin kompozisyonlarinin belirlenmesi bu proje kapsami diginda
oldugu icin daha sonraki ¢alismalara birakilmistir. Ancak ilging sonuglar ortaya ¢ikaracagi igin

Uzerinde durulmasi gerekmektedir.

4.6 Kararhh amid bagiyla DOX konjugasyonu yapilan mPEG and mPEG-peptid bazl
tasiyici sistemlerin karakterizasyonu

mPEG-DOX ve mPEG-AT3-DOX tagiyici sistemlerinin boyut dagihmi ve 37 °C’deki
stabilitesi dinamik 11k sagilma ydntemiyle belirlenmisti.  DOX konjuge edilmis tagsiyici
sistemlerinin kiimelenme durumuna agciklik getirebilmek amaciyla AT3 peptidi, mPEG-MAL ve
mPEG-AT3 konjugatinin boyut dlgiimleri de yapilmistir. Sekil 30’da verildigi Uzere AT3, mPEG-
MAL ve mPEG-AT3’lUn boyutlari sirasiyla 1.7 £ 0.4 nm, 2.9 £ 0.2 nm ve 5.2 £ 0.4 nm olarak
Olctimustir. mMPEG-MAL’in boyutu mPEG-COOH ve teorik degerden (4.4 nm) yaklasik 1 nm
daha az olarak elde edilmistir. mMPEG-AT3’Un boyutu pH’dan bagdimsiz olarak mPEG ve peptidin
boyutlari toplamina ve mPEG-AT?’in boyutuna c¢ok yakin olarak ol¢iimustir. Bu sonuclar

mPEG-AT3’Un kimelenme egilimi ve pH cevaplama 6zelliginin olmadigini géstermistir.
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Sekil 31. mPEG-DOX'un (a) baslangigta, (b) 24 saat ve (c) 48 saat inkiibasyonu sonucu elde

edilen boyut dagilimi
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Sekil 32. mPEG-AT3-DOX'un (a) baslangicta, (b) 24 saat ve (c) 48 saat inkiibasyonu sonucu

elde edilen boyut dagilimi

mMmPEG-DOX’un ortalama hidrodinamik ¢api pH 5 ve 7.4’de sirasiyla 15 £ 3 nm ve 19 £ 2
nm olarak belirlenmistir. Bu deger mPEG’in boyutunun 2 katindan fazla oldudu igin ila¢ tasiyici
sistemi kiimelenme egilimi géstermektedir. DOX'un PEG-PCL-PEG misel sisteminin hidrofobik
DOX'un
go6stermektedir (Cuong vd. 2011). Dolayisiyla tasiyici sistemin hidrofobik karakterdeki DOX ve
icerde DOX ve yuzeyde PEG

Baslangicta 24 saat ve 48 saat

polikaprolaktam blogu igcine hapsolabilmesi hidrofobik karakterde oldugunu
hidrofilik mPEG’den olustugu g6z o©Onune alindiginda

molekillerinden olusan agregatlar olusturdugu 6ngdrulebilir.
sonunda yapilan her iki pH degerinde yapilan dlgiimler standart sapmalar dahilinde elde edildigi

icin mPEG-DOX agregatlari kararl bir yapiya sahiptir.

mMmPEG-AT3-DOX ise baslangi¢ta pHtan bagimsiz olarak ~ 15 ve 30 nm’de en ylksek

hacim ylzdesine sahip iki farkli boyut dagilimi gostermistir. Her iki pH'da da 48 saatin sonunda

ortalama boyut 30 nm’ye kaymistir. Dolayisiyla yapidaki histidin sayisi tasiyici sisteme pH

cevaplama 6zelligi kazandirmak icin yeterli gézikmemektedir. pH 7.4’de yaklasik 12 £ 2 nm’lik

stabil agregatlar olusturan mPEG-AT1-DOX'un ve mPEG-DOX'un davranisindan farkli olarak

g6zlenen bu zamanla kumelenmenin artmasi egilimi mPEG-AT3-DOX sistemindeki
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baglanmamis DOX miktarinin fazla olmasina baglanabilir. Misel sistemlerini olusturan
komponentler tekli zincir takasi veya fuzyon/fisyon gibi mekanizmalarla surekli farkli miseller
arasinda gecis yapmaktadir. Bu degisim kinetigi cok hizli oldugu i¢in ancak sicaklik veya basing
farklari yaratarak algilanabilmektedir (Lund vd. 2013). Dolayisiyla mPEG-AT3-DOX sisteminin
zamanla boyutunun artmasi sicakligin 37°C’ye getiriimesiyle molekullerin hareketliliginin ve en
nihayetinde de misellerin fizyon hizinin artmasiyla agiklanabilir. mMPEG-AT3-DOX agregatlarinin
icinde bulunan mPEG-AT3 sistemine konjuge edilmemis DOX molekullerinin boyutlari polimer
zincirlerine goére ¢ok daha kigik oldudu igin sicakligin oda sicakligindan 37°C’ye yukseltiimesi
baglanmamig DOX molekdllerinin hareketliligini polimer zincirlerine gére ¢ok daha fazla arttirdigi
icin serbest DOX miktari mMPEG-AT3-DOX’a gore ¢ok daha az olan mPEG-DOX ve pH 7.4’deki
mMmPEG-AT1-DOX agregatlari ¢cok daha stabil bir davranis gdstermiglerdir.

mPEG-DOX ve mPEG-AT3’Un AFM goruntileri sirasiyla Sekil 32(a-b), ve Sekil 33 (a-
b)de verilmistir. Ayrica mPEG-DOX'un AFM goérintilerinden elde edilen parcacik boyutu ve
mutlak yukseklik dagilimi Sekil 33(c-d)'de gosterilmisti. mPEG-DOX'un 2 boyutlu AFM
goruntusu agregatlarin dairesele yakin veya elips seklinde oldugunu gostermistir. Tanecik boyutu
dagiliminda ¢ogunlukla agregat populasyonun buylk bir kisminin 25 ve 40 nm’ye sahip oldugu

elde edilmistir. Dinamik 1sik sacgilimi sonuglarina gdre biraz daha blyik elde edilen bu

(b)
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Sekil 33. PEG-DOX drneginin AFM'den alinan (a) 2 boyutlu gérintisa, (b) 3 boyutlu gérintisa,
(c) tanecik boyutu dagilimi, (d) mutlak ytkseklik dagihmi

degerler 6rnek hazirlama sirasinda mika substratin Uzerinde buharlagsmayla artan derigim
sonucu agregatlarin fizyonuyla ve/veya PEG zincirlerinin mikayla etkilesimi sonucu yuzeye
yayllmasiyla aciklanabilir. Nitekim yaklasik beklenenden olduk¢a dislk olarak 1.4-5.5 nm
arasinda olcilen mutlak yukseklik degerleri PEG zincirinin ylzeye yayilma hipotezini
desteklemektedir.  Benzer bir olay PEO-PBLA-piren sistemi icin gézlenmistir. Dinamik 1sik
sacglima sonucu agregat boyutu 48 nm olarak elde edilmis, AFM gérintileri bizim ¢alismamizda
gbzlenen yapilar gibi yuvarlak kesite sahip ve 56 nm boyutunda agregatlar vermistir. AFM
kullanilarak bu agregatlarin ortalama yuksekligi 6 nm olarak elde edilmistir. A¢iklama olarak
agregatlarin 6lgim sirasinda cantilever tarafindan  sikistirildigi  icin  veya  hidrofilik

PEO’nun hidrofilik mika ile etkilesim sonucu

Height 400.0 nm Height 400.0 nm
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Sekil 34. PEG-AT3-DOX &rneginin (a) plaka uzerinde 5 kat seyreltilerek ve (b) 10 kat

seyreltildikten sonra plakaya eklenerek alinan 2 boyutlu AFM goéruntuleri

yuzeye yayildigi igin ylksekliklerin beklenenden az olarak ol¢lildigu iddia edilmistir (Liaw vd.
1998).

DLS sonugclarina paralel olarak kararsiz bir egilim gosteren mPEG-AT3-DOX agregatlari
ornek hazirlama sirasinda kumelenme egilimi gostermisti. mPEG-AT3-DOX'un AFM
goruntdlerini almak icin 6nce mMPEG-DOX 6rneginin hazirlandigi yontem kullaniimigtir. Bu
yontemde DLS’de dlgim yapilan derisimin (1.5 mg/ml) mika plaka tGzerinde 5 kat seyreltilmigtir.
Sekil 34(a)'da verildigi Uzere érnegin AFM goérintisinde boyutlari 100-400 nm arasinda yapilar
elde edilmistir. Daha sonra 1.5 mg/ml derigsiminde hazirlanan érnek 10 kat seyreltildikten sonra
mika yuzeyine eklenmigtir. Bu yontemde kiumelenme egilimi ¢ok daha az gozlense de DLS
sonuglarinin ¢ok daha tzerinde ~ 100 nm boyutunda yapilar elde edilmigtir.

Tasltyici sistemlerin DOX salim egrileri Sekil 35'te verilmigtir. Asidik ortamda bozunur ilag
tasiyici sistemlerinin pH 7.4 ‘de gdsterdigi davraniga paralel olarak kararli amid bagi iceren
konjugatlarin maksimum ilag salimlari enzim kullaniimadidinda ¢ok buydk farkhliklar
gostermeyerek % 8.5 = 3 olarak elde edilmigtir. Enzimatik bozunur dizine sahip mPEG-AT3-
DOX'un enzim varhginda ise yaklasik % 17 + 2’lik bir DOX salimi géstermistir. Doksorubisinin
albumine RRALAL igeren dizinle baglandigi sistemde katepsin B varliginda 24 saatin sonunda

DOX'un neredeyse tamami salinmistir (Schmid vd. 2007). Benzer sekilde bir diger enzimatik
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Sekil 35. mMPEG-DOX ve mPEG-AT3-DOX 6rneklerinin DOX salim profili

bozunur dizin olan GFLG grubu iceren HPMA kopolimerleri-DOX konjugatlarindan DOX
salimi katepsin B varliginda % 15-30 oraninda artmistir (Etrych vd. 2001; Etrych vd. 2002).
Albumin-DOX ve HPMA-DOX konjugatlarinin kiimelenme davranisina dair herhangi bir sonug
gosteriimese de mPEG-AT3-DOX kimelenme egilimi dolayisiyla yuzeyi mPEG molekilleriyle
sarilan enzimatik bozunur dizinin katepsin B enzimiyle temasinin dusik olmasi sebebiyle
enzimin ilag salimini  beklenenden daha az arttirdigi disundlmuistir. Bu amacla AT3 peptidi
katepsin B enzimiyle 3 saat boyunca muamele edildikten sonra HPLC analizi yapilmistir. Sekil
36’'da verildigi Gzere AT3 peptidine ait 14.6’da elde edilen pik enzimle muamele sonucu
tamamen kaybolmus yerine 3. ve 7. dakika araliginda yeni pikler olugsmustur. Bu sonug¢ enzimin
3 saat icinde bile etkin bir sekilde aktivite gosterdigini dogrulamaktadir. 0.5 ml'de
gerceklestirilen ilag salim deneyleri igin toplamda 2.65 pg, 1 ml AT3 ¢ozeltisinin katepsin B ile
muamele edildigi ¢alismada ise oranli olarak 5.3 ug katepsin B kullanilimistir. Ustelik her iki
deneyde kullanilan enzimatik dizinin derisimleri karsilastirildiginda, peptid + katepsin B
deneyinde ila¢ salim deneyine gore yaklasik 3.75 kat daha fazla enzimatik bozunur dizin grubu
kullaniimistir. Dolayisiyla HPLC analizi mPEG-AT3-DOX'un kimelenme egilimi dolayisiyla
katepsin B’nin DOX salimina etkisinin perdelendigini gostermektedir. Buna karsin agregatlar

olusturan GFGL veya
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Sekil 36. AT3 peptidinin (a) katepsin B ile muamele edilmeden énce, (b) 3 saat boyunca katepsin

B ile muamele edildikten sonra elde edilen HPLC egrileri

GLFG dizini iceren mPEG-peptid-DOX konjugatlarinda ise lizozomal enzim kokteyli (tritozomlar)
5 saat sonunda ~ % 30-60, 24 saat sonunda ise ~ % 50-80 DOX salimi gergeklestirilmistir.
Ancak bu c¢alismada kullanilan tritozom miktari bir hayli yiksektir (384 ug / 1 ml inkiibasyon
cOzeltisi) (Veronese vd. 2005). Dolayisiyla kimelenme egilimi gosteren tasiyici sistemlerde
enzim aktivitesi belirgin bir sekilde yalnizca yiksek enzim derisimlerinde gézlenebilmektedir.

AT3 peptidi, mPEG-MAL ve mPEG-AT3 konjugatinin in vitro sitotoksisiteleri A549 ve
PC3 huicre hattinda test edilmigtir. 24 saat ve 48 saatin sonunda elde edilen % canlilik degerleri
Sekil 37, Sekil 38, Sekil 39 ve Sekil 40’ta verilmistir. mPEG-MAL, mPEG-COOH’a benzer
sekilde sitotoksik bir etki gostermemistir. Ancak 1.5 mg/ml derisiminde kullanilan AT3 peptidi
ve mPEG-AT3, PC3 hicresinde belirgin bir sitotoksisite gostermistir. AT3 ve mPEG-AT3
A549 hiicresinde daha disik derisimde (0.75 mg/ml) kullanildigi icin sitotoksik etkileri ancak
48. saatin sonunda agik bir sekilde goézlenmistir. AT3 peptidi sitotoksik etkisi bulunmayan

AT1 peptidinden farkli olarak enzimatik bozunur dizin (RRALAL) icermektedir. YUksek molekuler
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Sekil 37. AT3 peptidi, mPEG-maleimid ve mPEG-AT3 drneklerinin PC3 hicre hatti kullanilarak
24 saatin sonunda elde edilen sitotoksisite degerleri (C = 1.5 mg/ml)
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Sekil 38. AT3 peptidi, mPEG-maleimid ve mPEG-AT3 drneklerinin PC3 hicre hatti kullanilarak
48 saatin sonunda elde edilen sitotoksisite degerleri (C = 1.5 mg/ml)
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Sekil 39. AT3 peptidi, mMPEG-maleimid ve mPEG-AT3 6rneklerinin A549 hiicre hatti kullanilarak
24 saatin sonunda elde edilen sitotoksisite degerleri (C = 0.75 mg/ml)
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Sekil 40. AT3 peptidi, mMPEG-maleimid ve mPEG-AT3 drneklerinin A549 hucre hatti kullanilarak
48 saatin sonunda elde edilen sitotoksisite degerleri (C = 0.75 mg/ml)
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agirhga sahip poliarjininin (41 kDa) HEK 293 hicre hattina karsi ICs, degeri 100 pug/ml olarak
belirlenmigtir (Koo vd. 2009). Ayrica birgok sitotoksik peptidin arti yUklu lizin ve arginin igerdigi
belirtiimistir (Kourie ve Shorthouse 2000). Dolayisiyla AT3 peptidinin ve  mPEG-AT3’Un
sitotoksisitesi buyuk bir ihtimalle dizinde bulunan arjinin gruplarindan kaynaklanmaktadir.
Serbest DOX, mPEG-DOX ve mPEG-AT3-DOX orneklerinin 24 saat ve 48 saat sonunda
elde edilen buylime engelleme edrileri PC3 icin Sekil 41 ve Sekil 42 A549 igin ise Sekil 43 ve
Sekil 44°’te verilmigtir. Serbest DOX ve tasiyici sistemlerin mutlak ICso degerleri Tablo 9, ikili
istatistiksel kargilastirma sonucu elde edilen p-degerleri Tablo A3’te &zetlenmistir. Istatiksel
olarak serbest DOX ve mPEG-AT3-DOX'un PC3 ve A549 icin 24 saat sonunda elde edilen ICs
degerleri ile mMPEG-DOX ve mPEG-AT3-DOX'un PC3 hucre hattiyla yapilan testlerde 48 saat
sonunda gosterdigi ICso degerleri anlamsiz bir fark olarak goésterilmistir (p-degeri > 0.05).
DOX'un PC3 hicre hatti icin 48 saat sonunda ICs, degeri elde edilemedidi icin herhangi bir
karsilastirma yapilamamistir. Buna ilaveten mPEG-DOX’un 24 saatin sonundaki ICs, degerleri
DOX ve mPEG-AT3-DOX verileri ile karsilastirildigi zaman hem A549 hem de PC3 hicre hatti
icin istatiksel olarak anlamli fark gézlenmistir (p-degeri < 0.05). ICso degerlerinin genel trendi g6z
ondne alindiginda orneklerin sitotoksisite siralamasi serbest DOX > mPEG-DOX-AT3 > mPEG-
DOX seklinde ifade edilebilir. Farkli peptid dizini iceren mPEG-DOX konjugatlarda DOX salim
hiziyla in vitro sitotoksik etkisi arasinda herhangi bir korelasyon bulunamamis ve yapida dusuk
miktarda bulunmasina ragmen serbest DOX'un sitotoksisite tzerine etkisi olabilecegdi belirtilmigstir
(Veronese vd. 2005). Dolayisiyla mPEG-AT3-DOX’'un mPEG-AT1-DOX 6rnegine gore A549
hicre hattinda daha fazla hatta serbest DOX kadar sitotoksisite géstermesi kompozisyondaki
serbest DOX'tan kaynaklanabilir. Ayrica AT3 peptidinin AT1’e gdre sitotoksik olmasi da sonucu

az da olsa etkileyebilir.
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Sekil 41. Serbest DOX ve DOX'un kararli amid bagiyla konjuge edildigi tasiyici sistemlerin PC3
hicre hatti kullanilarak 24 saat sonunda elde edilen buyume engelleme egrisi
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Sekil 42. Serbest DOX ve DOX'un kararli amid bagiyla konjuge edildigi tasiyici sistemlerin PC3
hicre hatti kullanilarak 48 saat sonunda elde edilen buyume engelleme egrisi
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Sekil 43. Serbest DOX ve DOX'un kararli amid bagiyla konjuge edildigi tasiyici sistemlerin A549
hlcre hatti kullanilarak 24 saat sonunda elde edilen bluyume engelleme egrisi
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Sekil 44. Serbest DOX ve DOX'un kararli amid bagiyla konjuge edildigi tasiyici sistemlerin A549
hicre hatti kullanilarak 48 saat sonunda elde edilen blylime engelleme egrisi
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Tablo 9. DOX ve DOX'un kararl amid bagiyla konjuge edildigi tasiyici sistemlerin mutlak 1C50

degerleri
DOX esdeger ICs, degeri (ug/ml)
Ornek A549 PC3
24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
Serbest DOX 1.37 £ 0.05 0.60 £ 0.06 1.51 £0.07 <1
mPEG-DOX 1.87 £0.27 0.80+0.13 3.81+£0.72 0.54 £ 0.04
mPEG-AT3-DOX 1.33+0.11 0.72+£0.07 1.63+0.80 0.39+£0.03

5. SONUGLAR
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Bu calismanin ilk kisminda asidik ortamda bozunur bag iceren ilag tasiyici sistemleri
hazirlanmistir. Model ila¢ olarak secilen DOX, mPEG ve mPEG-peptid sistemine asidik ortamda
bozunur hidrazon bagiyla konjuge edilmistir. Sadece mPEG ve DOX igeren sistemlerde mPEG-
propiyonik asitte DOX'un baglanabilecegi fonksiyonel grubu olusturmak icin adipik acid
dihidrazid (AADH) ve karbohidrazid (CH) kullaniimigtir. pH2ya duyarl histidin bulunduran AT1
peptid dizinine sahip MPEG-AT1-DOX tasiyici sistemlerine DOX konjugasyonu AADH
kullanilarak yapiimistir. mPEG-propiyonik asit ve AADH kullanilarak gergeklestirilen reaksiyonda
karboksilik asitlerin % 53’0 hidrazid grubuna doénUsturidimustir. Hidrazid ylzdesinden biraz daha
fazla elde edilen DOX konjugasyon yuzdesi (% 63) DOX Odlgimundeki belirsizlikten ya da
kompozisyonda serbest DOX’un bulunmasindan kaynaklanabilir.

Peptid iceren konjugat, mPEG-AT1-DOX sterik etkiler dolayisiyla daha disik DOX
konjugasyon yuzdesine (~ % 35) sahip olmasina ragmen, pH 5 ve pH 7.4’te elde edilen ilag
salim profillerinden gorulebilecegi Uzerine daha belirgin bir pH cevaplama 6zelligi sunmustur.
MPEG-HYD-DOX sistemlerine gére mPEG-AT1-DOX’'un ¢ok daha fazla DOX salimi ve
sitotoksisite géstermesi hem pH fonksiyonel gruplar hem de pH programli kimyasal baglar igeren
ilag tasltyici sistemlerin umut vaat edici oldugunu gdéstermektedir. Ancak kimelenme egilimi
gOsterse de mPEG-AT1-DOX’un pH 7.4’te dlgllen ~ 12 £ 2 nm’lik boyutu EPR etkisinden
faydalanabilmek igin gereken boyutlarin biraz altindadir. Mevcut mPEG-AT1-DOX sisteminde
hidrofilik mPEG blogunun molekuler agirhgi azaltilarak, ya da c¢oklu ilag molekillerinin
baglanabilecegi polipeptid blogu iceren mPEG-polipeptid ila¢ tasiyici sistemi gelistirilerek EPR
etkisi icin uygun boyutlar elde edilebilir. Buna ilaveten peptid/polipeptid blogundaki histidin
sayisl arttirilarak tasiyici sisteminin daha belirgin bir pH cevaplama 06zelli§i kazanmasi
saglanabilir.

Bu calismanin ikinci kisminda ise kararli amid bagi iceren ilag tasiyici sistemleri
geligtiriimistir. MPEG-AT3-DOX sisteminde bulunan AT3 peptidine enzimatik bozunur dizin ve pH
cevaplayabilen histidin gruplari eklenmistir. mPEG-DOX konjugati ise peptidin etkisini belirlemek
icin kontrol tasiyici sistemi olarak sentezlenmistir. Sentezlenen konjugatlarda baglanmamis
DOX'un tamamen uzaklastirilamamasi dolayisiyla COOH gruplarina gére DOX ylzdesi mPEG-
DOX icin ~ 110 % ve ~ 190 % olarak elde edilmistir. mMPEG-DOX ve mPEG-AT3-DOX
kimelenme egilimi gostermistir. mMPEG-DOX'un hidrodinamik ¢api ~ 15-20 nm olarak
Olgulmustur. mPEG-AT3-DOX ise ~ 15 ve 30 nm’de iki farkh boyut dagihmi gdstermistir. 48
saatin sonunda mPEG-DOX'un boyut dagiliminda bir degisiklik gézlenmemis, mPEG-AT3-
DOX'un ortalama boyutu ~ 30 nm’ye yikselmistir. mMPEG-DOX'un pH 7.4’te, mPEG-AT3-DOX'un
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pH 7.4 ve enzim eklenmeden pH 5.0’te elde edilen DOX salim egrilerinde % DOX salim miktari
% 10’un altinda elde edilmigtir. mMPEG-AT3-DOX’un katepsin B varliginda pH 5.0'te ise % DOX
salmi % 17 = 2'ye cikmistir. Enzimatik bozunur dizin iceren diger tasiyici sistemlerle
karsilastirildiginda bu artis biraz dusuktir. HPLC analizi katepsin B ile muamele edilen AT3
peptidinin tamamen parcgalandigini gostermistir. Dolayisiyla beklenenden az elde edilen DOX
salim yuzdesi mPEG-AT3-DOX'un kimelenme egilimi dolayisiyla katepsin B-RRALAL dizini
etkilesiminin distk olmasina baglanabilir. Daha sonraki asamalarda peptid dizinine daha fazla
histidin eklenerek enzimin aktivite gosterdigi pH 5te tasiyici sistemin kimelenme egilimi
azaltilirsa katepsin B etkisinin ilag salimindaki etkisi cok daha belirgin hale getirilebilir. Yapilan
sitotoksisite testleri mMPEG-AT3-DOX konjugatinin asidik bozunur bag iceren mPEG-AT1-DOX
tasiyici sisteminden ¢ok daha fazla neredeyse serbest DOX kadar toksik oldugunu géstermistir.
Bu gozlem sitotoksik 6zellik tasiyan AT3 peptidi ve mPEG-AT3-DOX'un kompozisyonunda
bulunan konjuge edilimemis DOX molekillerinin  mPEG-AT3-DOX konjugatinin sitotoksik
etkinligine katkisi olabilecegini gdstermistir.

Daha sonraki ¢aligmalarda tagiyici sistemlerin pH cevaplama 6zelliginin geligtirimesi ve
boyutlarinin EPR etkisinden faydalanabilmek i¢in uygun hale getiriimesine 6ncelik verilecektir.
Daha énce belirtildigi Uzere, dizindeki histidin sayisi arttirilarak tasiyici sistemlerin pH 5’te
gbzlenen kimelenme egilimi azaltilabilir. Mevcut tasiyici sistemlerde mPEG blogunun boyutu
kigultllerek ya da peptid yerine daha uzun polipeptid blogu kullanip ¢oklu ila¢g baglayarak
tasiyici sistemin uygun boyuta gelmesi saglanabilir. Ayrica ¢oklu ilag direncini yenmek icin peptid
dizinine arti yukla arjinin veya lizin eklenerek P-gp/MDR1 ve MRP1 genlerini bastirabilen siRNA
molekullerinin elektrostatik ¢cekme kuvvetleriyle tasiyici sisteme eklenmesi saglanabilir.
Calismanin bu yéninde ¢oklu ilag direnci tagiyan hicrelerin kullaniimasi gerekmektedir. Direngli
hucreler kullanildigi takdirde tasiyici sistemin hizli ilag salma 6zellikleriyle sitotoksisitesi arasinda
bir korelasyon elde edilebilir. Bu projede yurGtucinun memeli hicre hattiyla fazla tecribesi
olmamasi ve taglyici sistemlerin sentezinin zaman alinmasi sebebiyle in vitro hucre testleri
sadece MTT sitotoksisite testiyle sinirli kalmistir. Miteakiben yapilan calismalarda MTT’ye
ilaveten LDH sitotoksisite testi yapilabilir. Uygun boya secilerek konfokal mikroskobu altinda
tasiyici sistemlerin birikti§i organeller goruntllenip akis sitometresi kullanilarak hicre olimu
nedeni belirlenebilir. Bunlara ilaveten, in vitro testlerde basarili gérilen tasgiyici sistemlerin in vivo
farmakokinetik ve metabolizma c¢alismalariyla literatire ¢cok 6nemli katkilarda bulunulabilir.

Yuruttcu bu ¢alismalari gergeklestirmek icin ilgili arastirma gruplariyla isbirlikleri baglatacaktir.
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Sekil A1. mPEG-HYD2-DOX hazirlama reaksiyonlari
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Sekil A7. DOX'un asetat tamponu icinde 590 nm'deki floresans siddeti kullanilarak alinan

kalibrasyon egrisi (Cihaz: Perkin Elmer LS55)
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Sekil A9.
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Sekil A10. AADH 6rnedinin D0 igerisinde alinanan 1H NMR spektrumu
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Tablo A1. Teorik 1H NMR kimyasal kayma degerleri

Kisaltma
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o 6b
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Sekil A12. 10 ml kolon hacminde Sephadex LH-20 reginesi iceren kolondan elde edilen
fraksiyonlar
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Sekil A13. DOX'un PBS iginde 590 nm'deki floresans siddeti kullanilarak alinan kalibrasyon
egrisi (Cihaz: VarioSkan)
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Sekil A14. DOX'un pH 5.0 asetat tamponu iginde 590 nm'deki floresans siddeti kullanilarak
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Sekil A15. DOX'un 150 mM NaCl 1 mM EDTA ve 5mM L-sistein iceren pH 5.0 asetat tamponu

icinde 590 nm'deki floresans siddeti kullanilarak alinan kalibrasyon egrisi (Cihaz: VarioSkan)
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Tablo A2. Serbest DOX ve DOX'un asidik ortamda bozunur bagla konjuge edildigi tasiyici

sistemlerin mutlak ICs, de@erlerinin ikili istatistiksel karsilastiriimasi

Ornek cifti p-degeri
DOX ve mPEG-HYD1-DOX 0.006
DOX ve mPEG-HYD2-DOX 0.009
DOX ve mPEG-AT1-DOX 0
mPEG-HYD1-DOX ve mPEG-HYD2-DOX 0.161
MPEG-HYD1-DOX-mPEG-AT1-DOX 0.012
MPEG-HYD2-DOX-mPEG-AT1-DOX 0.014

Tablo A3. Serbest DOX ve DOX'un kararli amid bagiyla konjuge edildigi tasiyici sistemlerin

mutlak ICso deg@erlerinin ikili istatistiksel karsilastiriimasi

p-degeri
Ornek gifti A549 PC3
24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
DOX ve mPEG-DOX 0.023 0.025 0.002 NA*
DOX ve mPEG-AT3-DOX 0.453 0.023 0.747 NA*
MPEG-DOX ve mPEG-AT3-DOX 0.014 0.242 0.003 0

NA* belirlenememistir

7. KAYNAKCA

Abou-Jawde, R., Choueiri, T., Alemany, C.,Mekhail, T. 2003. "An overview of targeted treatments
in cancer”, Clinical therapeutics, 25, 2121-2137.

Alberts, B. (2002). Molecular Biology of the Cell New York, Garland Science.

87



Bae, Y. Fukushima, S., Harada, A.,Kataoka, K. 2003. "Design of environment-sensitive
supramolecular assemblies for intracellular drug delivery: Polymeric micelles that are responsive
to intracellular pH change", Angewandte Chemie, 115, 4788-4791.

Bae, Y., Jang, W.-D., Nishiyama, N., Fukushima, S.,Kataoka, K. 2005a. "Multifunctional
polymeric micelles with folate-mediated cancer cell targeting and pH-triggered drug releasing
properties for active intracellular drug delivery", Molecular BioSystems, 1, 242-250.

Bae, Y. Nishiyama, N., Fukushima, S., Koyama, H., Yasuhiro, M.,Kataoka, K. 2005b.
"Preparation and biological characterization of polymeric micelle drug carriers with intracellular
pH-triggered drug release property: tumor permeability, controlled subcellular drug distribution,
and enhanced in vivo antitumor efficacy”, Bioconjugate Chemistry, 16, 122-130.

Bae, Y., Nishiyama, N.,Kataoka, K. 2007. "In vivo antitumor activity of the folate-conjugated pH-
sensitive polymeric micelle selectively releasing adriamycin in the intracellular acidic
compartments", Bioconjugate Chemistry, 18, 1131-1139.

Brannon-Peppas, L.,Blanchette, J. O. 2004. "Nanoparticle and targeted systems for cancer
therapy", Advanced Drug Delivery Reviews, 56, 1649-1659.

Brown, J. M.,Giaccia, A. J. 1998. "The unique physiology of solid tumors: opportunities (and
problems) for cancer therapy", Cancer research, 58, 1408-1416.

Chari, R. V. 1998. "Targeted delivery of chemotherapeutics: tumor-activated prodrug therapy",
Advanced Drug Delivery Reviews, 31, 89-104.

Chytil, P., Etrych, T., Konak, C., Sirova, M., Mrkvan, T., Bou&ek, J., Rihova, B.,UIlbrich, K. 2008.
"New HPMA copolymer-based drug carriers with covalently bound hydrophobic substituents for
solid tumour targeting”, Journal of Controlled Release, 127, 121-130.

Conde, J., Dias, J. T., Grazu, V., Moros, M., Baptista, P. V.,de la Fuente, J. M. 2014. "Reuvisiting
30 vyears of biofunctionalization and surface chemistry of inorganic nanoparticles for
nanomedicine", Frontiers in chemistry, 2, 48.

Configliacchi, E., Razzano, G., Rizzo, V.Vigevani, A. 1996. "HPLC methods for the
determination of bound and free doxorubicin, and of bound and free galactosamine, in
methacrylamide polymer-drug conjugates”, Journal of pharmaceutical and biomedical analysis,
15, 123-129.

Coste, J.,Campagne, J.-M. 1995. "A propos de l'estérification des acides carboxyliques par le
BOP ou le PyBOP", Tetrahedron letters, 36, 4253-4256.

Cuong, N.-V., Jiang, J.-L., Li, Y-L., Chen, J.-R., Jwo, S.-C.,Hsieh, M.-F. 2011. "Doxorubicin-
Loaded PEG-PCL-PEG Micelle Using Xenograft Model of Nude Mice: Effect of Multiple
Administration of Micelle on the Suppression of Human Breast Cancer", Cancers, 3, 61.

Devalapally, H., Shenoy, D., Little, S., Langer, R.,Amiji, M. 2007. "Poly (ethylene oxide)-modified
poly (beta-amino ester) nanoparticles as a pH-sensitive system for tumor-targeted delivery of

88



hydrophobic drugs: part 3. Therapeutic efficacy and safety studies in ovarian cancer xenograft
model", Cancer Chemotherapy and Pharmacology, 59, 477-484.

Eichhorn, M., Kleespies, A., Angele, M., Jauch, K.-W.,Bruns, C. 2007. "Angiogenesis in cancer:
molecular mechanisms, clinical impact", Langenbeck's Archives of Surgery, 392, 371-379.

Eichhorn, M. E., Strieth, S.,Dellian, M. 2004. "Anti-vascular tumor therapy: recent advances,
pitfalls and clinical perspectives", Drug resistance updates, 7, 125-138.

Etrych, T., Chytil, P., Jelinkova, M., Rihova, B.,Ulbrich, K. 2002. "Synthesis of HPMA copolymers
containing doxorubicin bound via a hydrazone linkage. Effect of spacer on drug release and in
vitro cytotoxicity”, Macromolecular Bioscience, 2, 43-52.

Etrych, T., Jelinkova, M., Rihova, B.,Ulbrich, K. 2001. "New HPMA copolymers containing
doxorubicin bound via pH-sensitive linkage: synthesis and preliminary in vitro and in vivo
biological properties", Journal of Controlled Release, 73, 89-102.

Fang, J., Nakamura, H.lyer, A. 2007. "Tumor-targeted induction of oxystress for cancer
therapy", Journal of Drug Targeting, 15, 475-486.

Fee, C. J.,Van Alstine, J. M. 2006. "PEG-proteins: reaction engineering and separation issues",
Chemical Engineering Science, 61, 924-939.

Feng, S.-S.,Chien, S. 2003. "Chemotherapeutic engineering: application and further
development of chemical engineering principles for chemotherapy of cancer and other
diseases", Chemical Engineering Science, 58, 4087-4114.

Fukumori, Y., lchikawa, H. 2006. "Nanoparticles for cancer therapy and diagnosis", Advanced
Powder Technology, 17, 1-28.

Gillies, E. R.,Fréchet, J. M. 2005. "pH-responsive copolymer assemblies for controlled release of
doxorubicin", Bioconjugate Chemistry, 16, 361-368.

Gong, X. W., Wei, D. Z., He, M. L.,Xiong, Y. C. 2007. "Discarded free PEG-based assay for
obtaining the modification extent of pegylated proteins”, Talanta, 71, 381-384.

Gonzalez, I. D., Saez, R. S., Rodilla, E. M., Yges, E.,Toledano, F. 2000. "Hypersensitivity
reactions to chemotherapy drugs", Alergologia e Inmunologia Clinica, 15, 161-181.

Harris, J. M.,Chess, R. B. 2003. "Effect of pegylation on pharmaceuticals", Nature Reviews Drug
Discovery, 2, 214-221.

Heffernan, M. J.,Murthy, N. 2005. "Polyketal nanoparticles: a new pH-sensitive biodegradable
drug delivery vehicle", Bioconjugate Chemistry, 16, 1340-1342.

Hermanson, G. T. (1996). Bioconjugate Techniques. San Diego, Academic Press
Hoare, D. t.,Koshland, D. 1967. "A method for the quantitative modification and estimation of

carboxylic acid groups in proteins", Journal of Biological Chemistry, 242, 2447-2453.

89



Hu, X., Liu, S., Huang, Y., Chen, X.,Jing, X. 2010. "Biodegradable block copolymer-doxorubicin
conjugates via different linkages: preparation, characterization, and in vitro evaluation",
Biomacromolecules, 11, 2094-2102.

Isayeva, T., Kumar, S.,Ponnazhagan, S. 2004. "Anti-angiogenic gene therapy for cancer
(Review)", International journal of oncology, 25, 335-344.

Jang, S. H., Wientjes, M. G., Lu, D.,Au, J. L.-S. 2003. "Drug delivery and transport to solid
tumors", Pharmaceutical Research, 20, 1337-1350.

Kale, A. A.,Torchilin, V. P. 2007. "Design, synthesis, and characterization of pH-sensitive PEG-
PE conjugates for stimuli-sensitive pharmaceutical nanocarriers: the effect of substitutes at the
hydrazone linkage on the ph stability of PEG-PE conjugates”, Bioconjugate Chemistry, 18, 363-
370.

Kerbel, R. S. 2000. "Tumor angiogenesis: past, present and the near future", Carcinogenesis,
21, 505-515.

Kim, M. S.,Lee, D. S. 2010. "In vitro degradability and stability of hydrophobically modified pH-
sensitive micelles using MPEG-grafted poly (B-amino ester) for efficient encapsulation of
paclitaxel", Journal of Applied Polymer Science, 118, 3431-3438.

Koo, H., Kang, H.,Lee, Y. 2009. "Analysis of the relationship between the molecular weight and
transfection efficiency/cytotoxicity of Poly-L-arginine on a mammalian cell line", Bull Korean
Chem Soc, 30, 927.

Kourie, J.,Shorthouse, A. 2000. "Properties of cytotoxic peptide-formed ion channels", American
Journal of Physiology-Cell Physiology, 278, C1063-C1087.

Lee, E. S., Na, K.,Bae, Y. H. 2005. "Doxorubicin loaded pH-sensitive polymeric micelles for
reversal of resistant MCF-7 tumor", Journal of Controlled Release, 103, 405-418.

Lee, E. S., Oh, K. T,, Kim, D., Youn, Y. S.,Bae, Y. H. 2007. "Tumor pH-responsive flower-like
micelles of poly (L-lactic acid)-b-poly (ethylene glycol)-b-poly (L-histidine)", Journal of Controlled
Release, 123, 19-26.

Lee, E. S., Shin, H. J., Na, K.,Bae, Y. H. 2003. "Poly (L-histidine)-PEG block copolymer micelles
and pH-induced destabilization", Journal of Controlled Release, 90, 363-374.

Liaw, J., Aoyagi, T., Kataoka, K., Sakurai, Y.,Okano, T. 1998. "Visualization of PEO-PBLA-pyrene
polymeric micelles by atomic force microscopy", Pharmaceutical Research, 15, 1721-1726.

Liu, Y., Miyoshi, H.,Nakamura, M. 2007. "Nanomedicine for drug delivery and imaging: a
promising avenue for cancer therapy and diagnosis using targeted functional nanoparticles",
International Journal of Cancer, 120, 2527-2537.

Lu, Y. A., Felix, A. M. 1994. "Pegylated peptides lll. Solid-phase synthesis with pegylating

reagents of varying molecular weight: synthesis of multiply pegylated peptides", Reactive
Polymers, 22, 221-229.

90



Lund, R., Willner, L.,Richter, D. (2013). Kinetics of Block Copolymer Micelles Studied by Small-

Angle Scattering Methods. Controlled Polymerization and Polymeric Structures, Springer: 51-
158.

Maeda, H., Wu, J., Sawa, T., Matsumura, Y.,Hori, K. 2000. "Tumor vascular permeability and the
EPR effect in macromolecular therapeutics: a review", Journal of Controlled Release, 65, 271-
284.

Noguchi, Y., Wu, J., Duncan, R., Strohalm, J., Ulbrich, K., Akaike, T.,Maeda, H. 1998. "Early
phase tumor accumulation of macromolecules: a great difference in clearance rate between
tumor and normal tissues", Japanese Journal of Cancer Research, 89, 307-314.

Nomura, T.Katunuma, N. 2005. "Involvement of cathepsins in the invasion, metastasis and
proliferation of cancer cells", The journal of medical investigation, 52, 1-9.

Oh, K. T,, Oh, Y. T,, Oh, N.-M., Kim, K., Lee, D. H.,Lee, E. S. 2009. "A smart flower-like polymeric
micelle for pH-triggered anticancer drug release", International Journal of Pharmaceutics, 375,
163-169.

Ottevanger, P.,De Mulder, P. 2005. "The quality of chemotherapy and its quality assurance",
European Journal of Surgical Oncology (EJSO), 31, 656-666.

Schmid, B., Chung, D.-E., Warnecke, A., Fichtner, I.,Kratz, F. 2007. "Albumin-binding prodrugs of
camptothecin and doxorubicin with an Ala-Leu-Ala-Leu-linker that are cleaved by cathepsin B:
synthesis and antitumor efficacy", Bioconjugate Chemistry, 18, 702-716.

Sehgal, D.,Vijay, I. K. 1994. "A method for the high efficiency of water-soluble carbodiimide-
mediated amidation", Analytical biochemistry, 218, 87-91.

Shen, Y., Tang, H., Zhan, Y., Van Kirk, E. A.,Murdoch, W. J. 2009. "Degradable poly (B-amino
ester) nanoparticles for cancer cytoplasmic drug delivery", Nanomedicine: nanotechnology,
biology and medicine, 5, 192-201.

Shenoy, D., Little, S., Langer, R.,Amiji, M. 2005. "Poly (ethylene oxide)-modified poly (3-amino
ester) nanoparticles as a pH-sensitive system for tumor-targeted delivery of hydrophobic drugs.
1. In vitro evaluations", Molecular Pharmaceutics, 2, 357-366.

Shimizu, K.,Oku, N. 2004. "Cancer anti-angiogenic therapy", Biological and Pharmaceutical
Bulletin, 27, 599-605.

Simon, S. M. 1999. "Role of organelle pH in tumor cell biology and drug resistance", Drug
discovery today, 4, 32-38.

Stetler-Stevenson, W. G., Liotta, L. A.,Kleiner, D. 1993. "Extracellular matrix 6: role of matrix
metalloproteinases in tumor invasion and metastasis”, The FASEB Journal, 7, 1434-1441.

Sunderland, C. J., Steiert, M., Taimadge, J. E., Derfus, A. M.,Barry, S. E. 2006. "Targeted
nanoparticles for detecting and treating cancer”, Drug Development Research, 67, 70-93.

91



Top, A, Kiick, K. L. 2010. "Multivalent protein polymers with controlled chemical and physical
properties", Advanced Drug Delivery Reviews, 62, 1530-1540.

Vermund, H.,Gollin, F. 1968. "Mechanisms of action of radiotherapy and chemotherapeutic
adjuvants: a review", Cancer, 21, 58-76.

Veronese, F. M.,Pasut, G. 2005. "PEGylation, successful approach to drug delivery", Drug
discovery today, 10, 1451-1458.

Veronese, F. M., Schiavon, O., Pasut, G., Mendichi, R., Andersson, L., Tsirk, A., Ford, J., Wu, G.,
Kneller, S.,Davies, J. 2005. "PEG-doxorubicin conjugates: influence of polymer structure on drug
release, in vitro cytotoxicity, biodistribution, and antitumor activity", Bioconjugate Chemistry, 16,
775-784.

Wang, Y. Kiick, K. L. 2005. "Monodisperse protein-based glycopolymers via a combined
biosynthetic and chemical approach”, Journal of the American Chemical Society, 127, 16392-
16393.

Verweij, J.,De Jonge, M. 2000. "Achievements and future of chemotherapy", European Journal
of Cancer, 36, 1479-1487.

Wong, H. L., Bendayan, R., Rauth, A. M., Li, Y, Wu, X. Y. 2007. "Chemotherapy with anticancer
drugs encapsulated in solid lipid nanoparticles", Advanced Drug Delivery Reviews, 59, 491-504.

Wu, J., Akaike, T., Hayashida, K., Okamoto, T., Okuyama, A.,Maeda, H. 2001. "Enhanced
vascular permeability in solid tumor involving peroxynitrite and matrix metalloproteinases”,
Japanese Journal of Cancer Research, 92, 439-451.

Xu, P, Van Kirk, E. A.,, Murdoch, W. J., Zhan, Y., Isaak, D. D., Radosz, M.,Shen, Y. 2006.
"Anticancer efficacies of cisplatin-releasing pH-responsive nanoparticles", Biomacromolecules,
7, 829-835.

Yano, M., Hirai, K., Naito, Z., Yokoyama, M., Ishiwata, T., Shiraki, Y., Inokuchi, M.,Asano, G.
2001. "Expression of cathepsin B and cystatin C in human breast cancer", Surgery today, 31,
385-389.

Yoo, H. S., Lee, E. A.,Park, T. G. 2002. "Doxorubicin-conjugated biodegradable polymeric
micelles having acid-cleavable linkages", Journal of Controlled Release, 82, 17-27.

Yuan, F., Dellian, M., Fukumura, D., Leunig, M., Berk, D. A., Torchilin, V. P.,Jain, R. K. 1995.
"Vascular permeability in a human tumor xenograft: molecular size dependence and cutoff size",
Cancer research, 55, 3752-3756.

Zhou, L., Cheng, R., Tao, H., Ma, S., Guo, W., Meng, F., Liu, H., Liu, Z.,Zhong, Z. 2011.

"Endosomal pH-activatable poly (ethylene oxide)-graft-doxorubicin prodrugs: synthesis, drug
release, and biodistribution in tumor-bearing mice", Biomacromolecules, 12, 1460-1467.

92



TUBITAK
PROJE OZET BILGI FORMU

Proje YUrGtlcusu:

Yrd. Doc. Dr. AYBEN TOP

Proje No: 1128554

Proje Baslig: Ph Cevaplayabilen Peg-Peptid Konjugati Bazli Antikanser ilag Tasiyici Sistemleri
Gelistiriimesi

Proje Turl: 3501 - Kariyer

Proje Siresi: 36

Arastirmacilar:

Danigmanlar:

ESMA VOLGA BULMUS ZAREIE,
YUSUF BARAN,
HATICE YESIM KARASULU

Projenin Y irataldugu
Kurulus ve Adresi:

iZMIR YUKSEK TEKNOLOJI ENS. MUHENDISLIK F. KIMYA MUHENDISLIGI B.

Projenin Baslangic¢ ve Bitis Tarihleri:

15/04/2013 - 15/10/2016

Onaylanan Biitce:

287750.0

Harcanan Blitce:

251768.28

Oz:

Bu projede kanser hicrelerinin ¢oklu ilag direncine ¢ézimune yoénelik hizli ilag salim
kabiliyetine sahip ilag tasiyici sistemlerinin gelistiriimesi amaclanmigtir. Taglyici sistemler
PEG veya PEG-peptid molekillerine model antikanser ila¢ olarak kullanilan doksorubisinin
kimyasal bagla konjugasyonu ile hazirlanmistir. PEG, tasiyici sistemlerde ilacin kanda
dolasim suresini arttirmak icin kullaniimigtir. Peptid dizinine pH cevaplama 6zellidi olan
histidinler ve/veya enzimatik bozunur RRALAL dizini eklenmistir. Birinci grup tasiyici
sistemlerinde kullanilan peptid (AT1) sadece pH cevaplama 6zelligi tagimaktadir ve DOX
taslyici sisteme asidik ortamda bozunur hidrazon bagiyla konjuge edilmistir. DOX?un tasiyici
sisteme kararli amid bagiyla baglandidi ikinci grup sistemlerde kullanilan peptid AT3, hem pH
cevaplayan gruplar hem de lizozomal enzimlerde bozunur dizin igermektedir. Ayrica kontrol
sistemler olarak peptid icermeyen DOX konjuge edilmis PEG bazli tagiyici sistemler de
sentezlenmigstir. Calismada kullanilan peptidler kati faz peptid sentezi yontemiyle
sentezlenmig, Michael ekleme reaksiyonuyla mEG-maleimide konjuge edilmistir. DOX tasiyici
sistemde bulunan COOH gruplarina amid veya hidrazon bagiyla baglanmigtir. UV
spektroskopisi kullanilarak asidik ortamda bozunur bag iceren mMPEG-AT1-DOX tasiyici
sisteminde DOX konjugasyonu %35, buna kargin DOX?un kararli amid bagi ile konjuge
edildigi mPEG-AT3-DOX sisteminde konjuge edilmemis DOX?un ayrilamamasi dolayisiyla
DOX:COOH orani % 187 olarak elde edilmistir. Isik sagilma yontemi kullanilarak pH 7.47?te
mPEG-AT1-DOX?un boyutu yaklasik 12 +- 2 nm, mPEG-AT3-DOX?un boyutu ise 15 ve 30
nm?de ikili dagilim olarak olgulmustir. mPEG-AT1-DOX igin nétral pH?ta % 14.5 +- 2.5 elde
edilen % DOX salimi pH 5?te % 30 +- 7?ye yiikselmistir. Nétral pH?da % 10?un altinda
gbzlenen mPEG-AT3-DOX?un ilag salimi pH 5 ve katepsin B varliginda % 17 +- 2 olarak elde
edilmigtir. A549 hicre hatti kullanilarak yapilan sitotoksisite testi sonucu serbest DOX,
mPEG-AT1-DOX ve mPEG-AT3-DOX?un mutlak IC50 degerleri sirasiyla 1.37 +- 0.05, 5.55
+- 0.75 ve 1.33 +- 0.11 ug esdeger DOX/ml olarak bulunmustur
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