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OZET

Peptit protein yapili etkin maddelerin oral yoldan verilmesi amaciyla lipit temelli ilag tasiyici
sistemlerin gelistirilebilmesi icin model madde olarak interlékin-2 segilmistir. interlékin-2
bdbrek kanserinin immuanolojik tedavisinde kullanilan bir sitokindir. Tez c¢alismasi
kapsaminda, interldkin-2’'nin parenteral kullanimina alternatif olarak oral yolla kullaniimasi
icin ¢oklu nanoemilsiyon formilasyonunun hazirlanmasi amaclanmistir.  Coklu
emdlsiyonlar, protein yapili ilaglari yapilarinda uzun siire koruma yetenegine sahiptir. Bu tip
formilasyonlarda ila¢ salimi yavas gerceklesir ve formilasyonda bulunan yardimci
maddeler, protein molekullerinin biyolojik bariyerlerden gegisini artirarak bu yaklasimlari
umut verici bir secenek haline getirmektedir. Bu dogrultuda, formuilasyon bilesenleri
arasindaki etkilegsimleri molekiler diuzeyde incelemek icin molekller dinamik
simulasyonlardan yararlaniimis ve interlokin-2 yUkli ¢oklu nanoemilsiyon formulasyonlari
in siliko destekli olarak mikroakiskanlastirici kullanilarak gelistirilmistir. interlékin-2 ve farkli
yardimci maddeler arasinda simulasyonlar gerceklestirilerek analiz edilmistir. Elde edilen in
siliko sonuclara uygun olarak hazirlanan interldkin-2 yukli nanoemdulsiyon formulasyonlari
damlacik boyutu, polidispersite indeksi, zeta potansiyeli, viskozite, yluzey gerilimi, elektrik
iletkenligi, stabilite ve in vitro salim c¢alismalari ile degerlendiriimistir. Formulasyonun
sindirimi ise in vitro lipoliz ¢alismalariyla incelenmistir. Formilasyonda bulunan proteaz
inhibitord, lipoliz calismalarinda proteoliz oranini azaltarak interlokin-2'nin daha stabil
kalmasini saglamistir. Formulasyonlarin antiproliferatif etkinligi, PBMC ile ko-kulture edilmig
A498 hiicre hatt kullanilarak degerlendirilmistir. interlkin-2 yiikli formilasyon, interldkin-2
¢Ozeltisine goére PBMC hdcrelerinin hicre canhhgini artinrken, PBMC hucrelerini uyararak
A498 hucrelerinin sag kalim oranini dusurmektedir. Nanoemdlsiyon formuilasyonunun
sferoitlere penetrasyonu, referans ¢ozeltiye gére daha fazla bulunmus ve hicre kaltlra
calismalari ile bu formulasyonun interlokin-2'nin antikanser etkinligini artirdigi1 gosterilmistir.
Bu sonuglar, interldkin-2 iceren nanoemdulsiyon formulasyonlarinin, interldkin-2 ¢ozeltisine
kiyasla hem yapisini hem de biyolojik aktivitesini koruyarak kanser hucrelerine kargi
etkinligini artirdigini ortaya koymaktadir.
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ABSTRACT

Interleukin-2 has been chosen as a model compound for the development of lipid-based
drug delivery systems for the oral administration of peptide-protein pharmaceutical
ingredients. Interleukin-2 is a cytokine used in the immunological treatment of renal cancer.
The aim of this thesis is to develop a double nanoemulsion formulation for oral
administration as an alternative to the parenteral use of interleukin-2. Double emulsions
have the ability to preserve protein-based drugs for an extended period. In these types of
formulations, drug release occurs slowly, and the excipients in the formulation enhance the
transport of protein molecules through biological barriers, making these approaches a
promising option. In this regard, molecular dynamics simulations were used to examine the
interactions between formulation components at the molecular level, and interleukin-2-
loaded multiple nanoemulsion formulations were developed using a microfluidizer,
supported by in silico techniques. Simulations were conducted and analyzed between
interleukin-2 and various excipients. According to the results of in silico, interleukin-2-loaded
nanoemulsion formulations were developed and evaluated through droplet size,
polydispersity index, zeta potential, viscosity, surface tension, electrical conductivity,
stability, and in vitro release studies. The digestion of the formulation was investigated by
in vitro lipolysis studies. The protease inhibitor present in the formulation reduced
proteolysis during lipolysis studies, ensuring that interleukin-2 remained more stable. The
antiproliferative activity of the formulations was evaluated using the A498 cell line co-
cultured with PBMCs. The interleukin-2-loaded formulation increased the cell viability of
PBMCs compared to the interleukin-2 solution, while it reduced the survival rate of A498
cells by stimulating the PBMC cells. The penetration of the nanoemulsion formulation into
spheroids was found to be higher than the reference solution, and cell culture studies
demonstrated that this formulation enhanced the anticancer activity of interleukin-2. These
results indicate that interleukin-2-loaded nanoemulsion formulations enhance anticancer
efficacy by maintaining both the structure and biological activity of interleukin-2 compared
to the interleukin-2 solution.

Science Code : 1020

Key Words :  Peptide-protein, interleukin-2, anticancer, lipid-based nano-drug
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullaniimis bazi simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

°C Santigrat derece

% Ylzde

Da Dalton

kDa Kilo dalton

g Gram

Mg Mikrogram

ML Mikrolitre

Mm Mikrometre

MM Mikromolar

mg Miligram

mL Mililitre

mPa Milipaskal

M Molar

mM Milimolar

nM Nanomolar

nm Nanometre

psi in¢ kare basina uygulanan pound kuvvet
R? Determinasyon katsayisi

rpm Dakika basina digsen devir sayisi



Kisaltmalar Aciklamalar

A498 Insan bobrek kanseri hiicre hatti
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CD* Yuzey farklilagsma antijenleri (Cluster of Differentiation)
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DMEM Dulbecco's Modifiye Eagle’s Besiyeri
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1. GIRIS

Kanser, vucuttaki bazi hdcrelerin radyasyon, kanserojenler ve genetik faktorler
nedeniyle kontrolstz bir sekilde bliyudugu ve vicudun diger bolgelerine yayildigi
ciddi bir hastaliktir. Kanser, gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde en énemli 6lUm
nedenlerinden biridir (Mahdavifar, Mohammadian, Ghoncheh ve Salehiniya, 2018).
2022 yili Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi verilerine gore dunyadaki kanser
vaka sayisi 19.976.499’dur ve insidansin artacagi ongorulmektedir (IARC, Cancer
Fact Sheets- All Cancers Fact Sheet 2024). Dlnya ¢apinda her iki cinsiyet igin de
en sik gorulen kanser turleri trakea, brons ve akcigerin ardindan meme kanseridir.
Kolorektum kanseri ise en sik gorulen Gguncl kanser turt olmustur (WCRF, Cancer
trends - Worldwide cancer data, 2024 ). Kanser turleri arasinda bébrek kanseri idrar
yollarinin en 6élimcul kanseri olarak kabul edilmektedir (Mahdavifar ve digerleri,
2018; Capitanio ve digerleri, 2019). Kanser tedavisinde tek bir tedavi yontemi tercih
edilebildigi gibi cerrahi prosedurler ile kemoterapi ve radyoterapi gibi kombine
tedavinin tercih edildigi durumlar da s6z konusudur. Bunlarin yani sira hormon
tedavisi, immulnoterapi, hipertermi, fotodinamik tedavi ve kdok hicre
transplantasyonu gibi cesitli teknikler de kullaniimaktadir (NCI - Types of Cancer
Treatment, 2024). Kanser immunoterapilerinin gelistirimesi ve tUmor
immunolojisinin daha derinlemesine anlasiimasi kanser tedavisinde onemli bir
donum noktasidir. Kanser immunoterapisi, hastanin bagisiklik sistemini timorlere
karsi aktive ederek immunolojik hafizaya yol agmayi, timoér yukinu azaltmayi ve
genel sag kalim oranlarini artirmayi amaglayan umut verici bir kanser tedavisi
stratejisidir (Han ve digerleri, 2023). Bu yaklasim, dogrudan tumor hicrelerini hedef
almaktan ziyade bagisiklik sisteminin etkili bir sekilde c¢alismasini saglamaya
odaklanir ve bagisiklik sisteminin tUmor hicrelerini tanimlamasini, saldirmasini ve
elimine etmesini mumkun kilar. Son yillarda, kanser immunoterapisi bagisiklik
kontrol noktalarinin kesfi, sitokinlerin antitimér mekanizmalarindaki rolinin
aydinlatiimasi ve genetik muhendisligi teknolojilerindeki ilerlemelerle birlikte buyuk
bir ivme kazanmistir. Bu gelismeler, genetigi degistiriimis bagisikhk hucrelerinin
Uretilmesini mumkudn kilarak, immuanoterapinin kanser tedavisindeki potansiyelini
artirmig ve etkili bir tedavi yaklasimina donusmesini saglamistir (Hsu ve digerleri,
2024).
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immiinoterapide, dogal ya da kimyasal yapili etkin maddelerle kansere karsi dogal
bagisikligi artirmak ve hedeflendirmek amaclanmaktadir. Bu yontemlerden biri olan
sitokin tedavisinde kullanilan interferon-alfa ve interlokin-2 (IL-2) ile objektif
yanitlarin indukledigi gosterilmigtir. IL-2, kazaniimis bagisiklik sisteminde énemli rol
oynar ve ilk kesfedilen sitokinlerden biridir. IL-2, birgok bagisiklik hucresinin,
Ozellikle lenfositlerin blylimesini ve aktivitesini artirmaktadir. Boylece, lenfositler
kanser hiicrelerine saldirarak onlari 6ldurebilir (PDQ® Adult Treatment Editorial
Board, 2021).

Terapotik peptit/proteinler gibi IL-2 de biyolojik yapisi nedeniyle gastrointestinal
kanaldaki proteazlar tarafindan hizla metabolize olmaktadir. Bu durumu énlemek
icin oral enkapsule nanoformulasyonlarin tasarimi ve enzim inhibitorleri ile
absorpsiyon artiricilarin ilavesi gibi ¢esitli formulasyon yaklagimlariyla IL-2’nin etkili

bir formilasyonunun hazirlanabilecegi dustnulmektedir.

Lipit temelli ilag tasiyici sistemler, suda az ¢ozunen bilesiklerin ¢ozunurluguna,
emilimini, degisken gida etkisini en aza indirmek ve biyoyararlanimini artirmak igin
iyi bilinen ve yaygin kullanilan bir formulasyon stratejisidir. Oral uygulama icin lipit
temelli formulasyonlar basit yag c¢oOzeltilerinden, surfaktan, kosurfaktan veya
yardimci ¢ozuculer igeren yag karigimlarina kadar cesitlilik gosterir. Nanoteknolojik
yenilikgi lipit temelli ilag tasiyici sistemlerden biri olan nanoemulsiyonlar, ¢ok kiguk
damlacik boyutuna sahiptir. Bu 6zellikleri sayesinde kremalagma ve flokulasyon gibi
stabilite problemleri 6nlenebilmektedir. Ayrica, genis yuzey alanlari sayesinde ilag
etkin maddesinin permeabilitesini arttirirlar. Daha az etkin maddeye yani doza
ihtiyac duyulmasini saglayarak ¢ozunurligu ve permeabilitesi dusuk etkin maddeler
icin etkili formulasyonlar gelistiriimesine olanak tanirlar. Bu 06zellikleriyle
nanoemulsiyonlar, ilag tasiyici sistemler arasinda avantajli sistemlerdir (Mason ve
digerleri, 2006). Emdulsiyon sistemleri peptit-protein yapili ilaglarin oral
biyoyararlanimlarini artirma amaciyla en sik tercih edilen sistemlerdendir (Cheng ve
digerleri, 2008). Nanoemdlsiyonlar, olusturduklari kug¢uk damlacik boyutu ve
gastrointestinal kanalda lipoliz sonucu olusan karisik miseller ile genis ylzey alani
saglar, ilag¢ difizyonunu ve surfaktan varligi nedeniyle mukozal gegirgenligi artirir.
Ayrica, bu sistemler formilasyonda kullanilan uzun zincirli yaglara bagh olarak

lenfatik emilimi artirmalari nedeniyle de yuksek etkinlik gostermektedirler (Gursoy



ve Benita, 2004). Kanser tedavisinde lenfatik sisteme hedeflendirme,
makromolekuiler yapidaki ilaglarin oral emilimini iyilestirdigi ve ayrica mukozal

immunitede artis sagladigi icin dikkat gekmektedir (Nishioka ve Yoshino, 2001).

Lipit temelli ilag tasiyici sistemler gastrointestinal sistemde sindirime ugrayabilen
lipit yapili yardimci maddeler igerdiginden formulasyonlarin performansi in vitro
lipoliz galismasi ile degerlendiriimektedir. Lipoliz ¢calismalariyla gastrik ve intestinal
ortamda lipaz/kolipaz enzimleri tarafindan metabolize edilip edilmedigini ve
formUlasyon bilesenlerinin olasi sindirimine karsi peptit ve protein yapili etkin
maddelerin proteolitik degredasyona karsi korunup korunmadigi

incelenebilmektedir.

“Peptit Protein Yapili Etkin Madde Igeren Lipit Temelli ilag Tagiyici Sistemlerin
Geligtiriimesi” baslikli tez ¢alismasinda protein yapili endojen bir molekul olan IL-2
model etkin madde olarak secilmistir. Bu kapsamda IL-2’nin oral yolla uygulanacak
nanoemdulsiyon formulasyonunun in siliko destekli olarak geligtiriimesi,
mikroakigkanlastirict  kullanilarak hazirlanmasi ve karakterize edilmesi tez
calismasinin ilk amacini olugturmaktadir. Ayrica, geligtirilen ilag tagiyici sistemlerin
sindiriminin ve sindirimin IL-2 stabilitesine etkisinin in vitro lipoliz g¢alismasiyla
incelenmesi  hedeflenmektedir. ikinci amag, IL-2 vyikli nanoemiilsiyon
formuUlasyonunun antikanser etkinliginin hicre kalttiri ¢alismalariyla incelenmesidir.
IL-2 yUklG oral formulasyonlarin in siliko destekli olarak gelistiriimesi, bu
formuUlasyonlarin sindirimi ve in vitro antikanser etkinligi ilk kez incelenmigtir. Tez
calismasi SBAG-1001 2225478 kodlu proje ile TUBITAK ve TKA-2023-8761 kodIu

KAP projesi ile Gazi Universitesi tarafindan desteklenmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek Kanseri

Diinya Saglik Orgiitii ve Globocan 2022 yil verilerine gére bdbrek kanserinin, diger
kanserler arasinda goérilme sikhdr 14. siradadir ve yillik 434.840 yeni vaka
bildirilmektedir. Olim oranlarina gére ise 16. sirada olup, 155.953 vaka olimle
sonuglanmistir. Istatistiklere gdére hastaligin insidansi erkeklerde (277.800)
kadinlardan (157.040) daha yuksektir (IARC-Cancer Today, 2024). Bobrek kanseri
vakalarinin %59'unun daha gelismis Ulkelerde ortaya ¢iktigi gérulmektedir. Bobrek
kanserinin gelismis Ulkelerde sad kalim oranlari nispeten ylUksektir (WCRF, Diet,

nutrition, physical activity and kidney cancer).

Tanisal goéruntilemenin (manyetik rezonans goruntuleme, bilgisayarli tomografi ve
ultrason) kullaniminin artisina bagli olarak bobrek kanserlerinin tespiti artmistir. Risk
faktorlerinin gesitliligi insidansi dogrudan etkilemektedir. Yapilan ¢alismalara gore
cinsiyet, yas, irk gibi demografik faktorlerin, obezite, sigara ve alkol kullanimi ve
meyve sebze tliketimi gibi yagsam tarzi faktorlerinin, hipertansiyon, diyabet, bobrek
hastaliklari ve viral hepatit gibi hastaliklarin bobrek kanserleri ile iligkili oldugu
belirtiimistir (Weikert ve Ljungberg, 2010; Navai ve Wood, 2012; Macleod ve
digerleri, 2013).

2.2. Sitokinler

Sitokinler, bagisiklik sistemi hucreleri arasinda iletisimi saglar ve kazanilmig
bagisikligin ana duzenleyicileridir. Sitokinler, kisa yari émre sahip klguk bir
glikoprotein veya polipeptit yapidadirlar. Bu genis protein ailesinde interlokinler (IL),
interferonlar (IFN), koloni uyarici faktorler (CMF), timor nekroz faktor (TNF) ve
transforme edici buyume faktori-B (TGF-B) gibi proteinler bulunmaktadir. Sitokinler,
tumor mikrogevresindeki bagisiklik ve bagisiklik disi hicreler arasindaki iletigimi
kolaylastirarak otokrin ve parakrin sekillerde islev gorur. Bazi sitokinler bagisikhk
sisteminin hdcrelerini ve yapilarini uyarirken, bazilari ise bagigikhk sistemini
baskilamakla gorevlidir (Baldo, 2014). Bu iletisim de kanser hiucrelerinin buyumesini
tesvik edebilir veya engelleyebilir (Hsu ve digerleri, 2024). Antitimor sitokinlerinin



salimi, tumorlere karsi bagisiklik tepkisinin gesitli yonlerine yardimci olur. Bunlara
timor antijenlerinin sunumu, T hdcrelerinin aktivasyonu ve hazirlanmasi, T
hdcrelerinin timor bolgesine infiltrasyonu ve kanser hicresi 6lumundn uyariimasi
dahildir. Bu surecler toplu olarak hem dogustan gelen hem de adaptif bagisiklik
tepkilerini guglendirir. Bu sayede, kanser hastalarinin bagisiklik sistemini aktive
etmeye yonelik sitokin tedavisi, onemli bir tedavi yontemi olmustur ve mevcut klinik
kanser arastirmalarina 6nemli bir katki saglamaktadir. IFN-a, cerrahi sonrasi yuksek
riskli melanom hastalarinin ve g¢esitli direngli malignitelerin adjuvan tedavisi igin
onaylanmistir. Yiksek doz IL-2, metastatik renal hlicre kanseri ve melanom tedavisi
icin onaylanmigtir. Granulosit makrofaj koloni uyarici faktoér, IFN gama, IL-7, IL-12
ve IL-21 klinik deneylerde degerlendirilmigtir ve bazi deneysel arastirmalara konu
olmaktadir (Waldmann, 2018; Conlon ve digerleri, 2019).

2.2.1. interlékin-2

interldkin-2 (IL-2), 1976-1983 yillari arasinda kesfedilmis, saflastirilmis ve molekiiler
olarak karakterize edilmistir. 133 aminoasitten olusan bu kuguk sitokinin molekl
agirhgr 15,5-16 kDa'dur ve yapisinda 4 tane a-sarmal bulundurmaktadir (Boyman
ve Arenas-Ramirez, 2019). insan IL-2’nin 3 boyutlu yapisi Sekil 2.1’de ve IL-2
yapisinin dizisi ve ikincil yapilar Sekil 2.2 gdsteriimektedir. immiinoterapide
kullanilan 1L-2, metastatik melanoma ve bobrek kanserinde onaylanmig
endikasyonu olan, akciger metastazi ve immun yetmezlik tanilarinda da kullanilan
protein yapili bir maddedir. IL-2, T hucrelerini ve dogal 6lduract (NK) hucrelerini
stimlle eder ve interferon y, granulosit makrofaj koloni uyarici faktér (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF) ve TNF-a gibi diger sitokinlerin
uretilmesini saglar ve monosit-makrofaj gibi bagisiklik sistemindeki diger hicrelerin

aktivitesini uyarir (Nelson ve digerleri, 2006).



Sekil 2.1. insan IL-2'nin yapisi (PDB kodu: 1M47) (Arkin ve digerleri, 2003).
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Sekil 2.2. 1L-2 kristal yapisinin ikincil yapisi iki boyutlu olarak gosterilmistir (PDB
kodu: 1M47). Kirmizi renk a-sarmallari gostermektedir.

IL-2, etkilestigi IL-2 reseptoru (IL-2R) araciligiyla bagisik yanitin olusmasini saglar.
IL-2 reseptorl; IL-2Ra (CD25), IL-2RB (CD122) ve IL-2Ry (CD132) olmak lGzere ¢
alt birimden olusur (Sekil 2.3 ve Sekil 2.4). afy trimerik kompleksi en ylksek afiniteli
reseptorl olusturur. IL-2Ra, IL-2'ye 6zgudur ve T duzenleyici hicreler (Treg), aktive
edilmis CD4+ ve CD8+ T hucreleri, B hlcreleri, olgun dentritik hiicreler, endotel
hlcreleri ve benzerlerini iceren bir dizi bagisiklik hlcresi tarafindan eksprese
edilmektedir. a zinciri, By zincirlerine kiyasla asiri eksprese edilir (8-10 kat). a
zincirinin, baslangigcta IL-2'yi baglamak, onu hicre yuzeyine lokalize etmek,
konsantrasyonunu etkili bir sekilde artirmak ve ayrica IL-2'de daha sonra hicre
yuzeyindeki By zincirlerine baglanan konformasyonel bir degisikligi indiklemek igin
islev gérdigu dusunudlmektedir. Saf T hicrelerinde IL-2Ra ekspresyonu, T hucresi
reseptérl (TCR) ve ortak uyarici sinyaller ve ardindan pozitif bir IL-2/IL-2Ra geri
besleme dongusu tarafindan hizla tetiklenebilir. Saf T hdcreleri, NK hicreleri ve
hafizanin aksine fenotip CD8+ hucreleri yiksek seviyelerde By eksprese eder ve
bazi NK hicreleri de IL-2 tarafindan uyarildiktan sonra a zincirini eksprese edebilir.
Bagisiklik tepkisini azaltmak i¢in hareket eden Treg'lerin yapisal olarak yuksek



8

seviyelerde a zinciri eksprese ettigi dikkate alinmalidir. Bu onlarin, disilk seviyede

bile olsa efektér CD4+, CD8+ ve NK hicrelerinden daha verimli bir sekilde IL-2

tuketmelerini saglamaktadir (Jiang, Zhou ve Ren, 2016).

Sekil 2.3. IL-2'nin IL-2 reseptdrleriyle etkilesimleri (IL-2R); IL-2Ra, IL-2R, ve IL-
2Ryt (PDB kodu: 2ERJ) (Stauber ve digerleri, 2006).
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Sekil 2.4.IL-2'nin sinyal yolagi (Muhammad, Fan, Hai, Gao ve He, 2023).



9

Ayrica, IL-2 ile IL-2Ra arasinda esnek bir baglanma s6z konusuyken, IL-2Rp ve
IL-2RyC ile daha siki bir baglanma gerceklesmektedir. IL-2, IL-2Ra, IL-2RB ve
IL-2RyC'ye baglandiginda immun yanit azalirken, yalnizca IL-2RB ve IL-2RyC'ye
baglandiginda immun yanit artmaktadir (Levin ve digerleri, 2012). Bu nedenle
kanser tedavisinde IL-2Rp, IL-2Ryc’ya baglanirken IL-2Ra’ya baglanmayan bdbrek
kanserinde etkili olabilecek IL-2 iceren formulasyonlarin gelistiriimesi
hedeflenmektedir. Otoimmun hastaliklarin tedavisinde ise tam tersi bir yaklasim

gOzetilmektedir. Bahsi gegcen bu yaklagimlar Sekil 2.4’te 6zetlenmistir.

Kanser Otoimmin
tedavisi tedavi

immin yanitin A immun yanitin

stimillasyonu rediklenmesi

Sekil 2.5.IL-2 farkli reseptor alt tiplerine baglanarak farkli etkiler ortaya koymaktadir.

Piyasada metastatik melanoma ve bdbrek kanserinde onaylanmis endikasyonuyla
tek bir referans Griin bulunmaktadir. Aldeslokin, Proleukin®in (Novartis) etkin
maddesi olup antineoplastik biyolojik yanit duzenleyici olarak piyasada bulunmakta
ve insan IL-2 geni iceren bir Escherichia coli susu kullanilarak rekombinant DNA
teknolojisi ile Uretiimektedir. Proleukin® liyofilize toz seklindedir ve intraventz
inflzyon veya subkutan enjeksiyon yoluyla kullaniimaktadir ve hastanede uygulanir.
Sulandirildiginda fiziksel ve kimyasal stabilitesi oda sicakhdinda 48 saattir.
Enjeksiyon bolgesinde alerjik reaksiyon, agri ve iltihap ¢ok yaygin gorulen yan
etkilerdir. IL-2 gibi peptit/protein yapili ilaglar i¢cin en dnemli problemlerden biri zayif
oral biyoyararlanimlari ve buna bagl olarak parenteral yolun tercih edilmesidir.
IL-2’nin yarilanma émrl 7 dakikadir (Donahue ve Rosenberg, 1983) ve bu ilaglar
kisa biyolojik yari Oomre sahip olmalari nedeniyle enjeksiyonlari sik sik
tekrarlanmaktadir (Atkins, 2006; McHugh ve digerleri, 2015). ila¢ piyasasinda

Proleukin®e alternatif bir bagka triin veya esdegeri bulunmamaktadir. Ulkemizde
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124/37 ruhsat numarali bu Uriin 16.07.2019 tarihinde ise askiya alinmistir (TITCK,
Ruhsath Urinler Listesi- 01.07.2022). Ancak, diinya capinda IL-2'ye yonelik

calismalar devam etmekte ve onde gelen sirketler IL-2 tedavisine dnemli yatirimlar

yapmaktadir. Bu ¢alismalar asagida sunulmaktadir:

Merck & Co., Pandion Therapeutics'i satin alarak IL-2 alaninda yatirim
yapmigtir ve yuruttlen galismalarla otoimmun hastaliklarin tedavisinde yeni
tedavi segenekleri gelistirmeyi amaglamistir. Pandion'un 6nde gelen tedavi
adayl PT101, IL-2 muteiniyle tasarlanmis olup selektif olarak duzenleyici T
hlcrelerini (Treg) aktive etmeyi hedeflemektedir. PT101, Ulseratif kolit ve
diger otoimmun hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir aday olarak
gorulmektedir. Faz 1a klinik denemeleri, ilacin guvenli ve tolere edilebilir
oldugunu ortaya koymustur (Lykhopiy, Malviya, Humblet-Baron ve
Schlenner, 2023; Merck & Co., 2021).

Nektar Therapeutics, IL-2 tedavisi alaninda da o6nemli c¢alismalar
yapmaktadir. Bu calismalardan NKTR-214 (bempegaldesleukin) ve NKTR-
358 (rezpegaldesleukin) gibi IL-2 yolak agonistleri Uzerinedir. NKTR-214,
kanser tedavisi i¢in tasarlanmis bir IL-2 yolak agonistidir ve Nektar, bu
bilesikle ilgili klinik ve preklinik verileri sunmustur (Nektar Therapeutics,
2018). NKTR-358 ise, otoimmun hastaliklarin tedavisi igin geligtirilen bir
baska IL-2 turevidir (Nektar Therapeutics, 2017).

Sanofi, IL-2 tedavisi alaninda SAR444245 adli PEG-modifiye edilmis bir IL-2
versiyonu Uzerinde cgalismaktadir. Bu tedavi, T efektor hicreleri ve NK
hdcrelerinin selektif olarak genigslemesini hedeflemekte ve immunoterapdtik
olarak degerlendiriimektedir. Sanofi, bu tedaviyi Immunocore’un bispeptid
proteiniyle kombinasyon halinde, ileri evre deri kanseri hastalarinda
degerlendiriimesine yonelik calismalar yuritmektedir (Immunocore, 2022;
Sanofi, 2021).

Mevcut durumda IL-2, intravendz infuzyon ve subkutan enjeksiyon yoluyla kullanilir.

IL-2 gibi peptit/protein yapil ilaglar igin en 6nemli problemlerden biri zayif oral

biyoyararlanimlari ve buna bagli olarak parenteral yolun tercih edilmesidir. Terapotik

peptit/proteinler, biyolojik yapilari nedeniyle gastrointestinal kanaldaki proteazlar

tarafindan hizla metabolize olmaktadir. Bu durumu onlemek igin oral enkapsule
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nanoformilasyonlarin tasarimi ve enzim inhibitdrleri ile absorpsiyon artiricilarin

ilavesi gibi gesitli formulasyon yaklasimlarinin uygulanmasi sz konusudur.
2.2.2. Rekombinant DNA teknolojisiyle interlokin-2 tretimi

Rekombinant DNA teknolojisi Uretilmesi istenen proteini kodlayan genin bir biyolojik
sisteme yerlestiriimesiyle (Escherichia coli, memeli hcreleri (HEK 293) vb.)
proteinin buyuk miktarlarda Uretilmesini mumkun kilar ve bu teknoloji protein Uretimi
acisindan oldukga dnemli bir stratejidir. E. coli kullanilarak protein Gretiimesi kolay
kilture edilmesi, kisa yasam dongusu, genetiginin iyi bilinmesi, genetik
manipulasyonunun kolay olmasi ve yuksek verimle uretiminin saglanmasi gibi
nedenlerle tercih edilmektedir (Gopal ve Kumar, 2013). Onaylanmis rekombinant
terapotik proteinlerin yaklasik %30’unun E. coliile kullanilarak tretildigi bilinmektedir
(Huang, Ling ve Yang, 2012). Aldeslokin, rekombinant DNA teknolojisi ile insan

IL-2 geninin E. coli susuna aktarilmasiyla uretilmektedir.
2.2.3. interlékin-2’nin farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri

IL-2’nin farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri reseptorlerin tipi ve dagilimina
baglidir. IL-2 reseptorlerinin afinitesi oldukga yuksektir, IL-2’nin gok dusuk dozu ile
bile bu reseptoérler doygunluga ulasir. IL-2 kiguk bir protein oldugu icin kapiller
endoteliyal hiicreler arasindan kolayca gecgmektedir. intravendz bolus

enjeksiyonundan sonra total ekstraselliler bolgeye dagilir (15 L) (Smith, 2001).

IL-2, i.v. olarak enjekte edildiginde iki kompartmanli modele uymaktadir. Baslangig
hizli dagilim fazini (a, yarn émru ~10 dk), yavas eliminasyon fazi (3, yart dmri ~3
saat) takip eder. Yavas eliminasyon bdbreklerden olusmaktadir. IL-2’nin yaklasik 16
saat icinde tamami vicuttan atilmaktadir. Karacigerden metabolizasyon, IL-2'nin
farmakokinetiginde énemli bir rol olusturmamaktadir. insanlarda ortalama atiima
hizi 268 mL/dk’dir. IL-2 bdbreklerden ve karacigerden atilmaktadir. Yiksek doz
IL-2 uygulamasi ile asir ylksek dozda IL-2 uygulanmasi arasinda farmakokinetik
acidan benzerlik bulunmaktadir. Ancak, renal klirens artmaktadir. Eger, 3-5 gin
tedavi araligindan fazla uygulama yapilirsa, serum IL-2 seviyelerinde ilerleyen bir

artis olusur. Bu artis, sistemik inflamasyona neden olabilmektedir, bu da ylksek
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dozda ve sik araliklarla alinan tedavi agisindan sinirlayici bir faktér olusturmaktadir
(Anderson ve Sorenson, 1994; Skog ve digerleri, 2001; Smith, 2001).

IL-2 subkitan (s.c.) olarak verildiginde, serumda hemen goérulmektedir. Verildikten
sonra yari omru yaklasik olarak bir saattir. Emilim, lenfatik sistem tarafindan
olmaktadir. Atihm yari 6mrd, i.v verilise benzerdir. IL-2 her 12-24 saatte s.c enjekte
edildiginde serumda surekli olarak IL-2 saptanabilmektedir. Dugsuk dozda s.c
enjekte edildiginde, tmaks degeri 2-3 saat olmaktadir. Ayrica dusuk dozda
uygulandiginda, sistemik inflamasyon goériilmemektedir (1,2 milyon 1U/m?). Ancak,
24 saat icinde enjeksiyon yapilan boélgede gecikmis tipte hipersensitivite
gorulebilmektedir (Smith, 2001).

2.2.4. interlokin-2’nin tedavideki yeri ve giincel yaklagimlar

Literatirdeki IL-2 iceren formulasyon gelistirme calismalar Cizelge 2.1.de

sunulmaktadir:



Cizelge 2.1. Literatirde bulunan IL-2 ile yapilmis formulasyon gelistirme ve guncel IL-2 galismalari

Formulasyon Uygulama Elde edilen bulgular Referans
calismasi yolu
30-50 nm boyutunda DSPC:DSPG (10:1) kullanilarak IL-2 lipozomu hazirlanmistir. Hazirlanan (Kanaoka ve
. : R lipozomlar M5076 karaciger metastazi olusturulmus siganlara i.v. olarak (300-10.000 JRU/guln) . .
Lipozom Intravendz . o . < e digerleri,
uygulanmigtir. IL-2 lipozomunun karaciger metastazlarinda kullanilabilecegi belirtiimis ve IL-2
. o e . 2001)
lipozomunun etkinligi IL-2 ¢ozeltisine kiyasla 8 kat yuksek bulunmustur.

Polietilen glikol- Biyolojik olarak pargalanabilen polietilen glikol-polilaktid hidrojelleri hazirlanmis ve lenfoma olan (Hiemstra ve
polilaktid intratiimoral | farelere intratiimoral olarak enjekte edilmistir. IL-2’nin hidrojellerden 1-2 hafta boyunca salinmigtir digerleri,
hidrojelleri ve ayrica tumor buyudkliginde azalma olmustur. 2007)

IL-2'nin pulmoner yoldan uygulanabilen kontrolli salim sadlayan lipozom formulasyonu gelistiriimis
Lipozom intrapulmoner Ye etkinligi farmalioklp(.atlk, .|.mmunoIOJ|k ve hI.SFok?.jlk yontemlerle degerlgnd|r|Im|§ft|r..vI.3L.JImoner IL-2 (Cilek, 2008)
lipozomu, uzun sireli immun baskilama etkisi gdstererek, siganlarda ilacin etkinligini artirmis ve
immun sistem hastaliklarinda potansiyel kullanim sunmustur.
Tamoér mikrogevresinin imminoinhibitér dogasini agmak igin, kiguk hidrofobik molekuller ve suda
Nanoboyutlu intravenéz/ ¢ozunur sitokinleri tastyan nanoboyutlu lipozomal polimerik jelleri gelistiriimistir. TGF-B inhibitord ve (Park ve
lipozomal polimerik Subkdtan IL-2 salan nanoboyutlu lipozomal polimerik jellerin timor blyimesini dnemli dlgide geciktirdigi digerleri,
jel enjeksiyon belirtilmistir. TGmor olusturulan farelerin hayatta kalma oranini artirdi§i ve dogal 6ldirici hiicrelerin 2012)
ve tumdr ici aktive edilmis CD8(+) T hucresi aktivitesini artirdigi bulunmustur.
Secici hedefleme sagdlamak icin fonksiyonellestirilmis viris benzeri partikiller hazirlanmis ve IL-2
. : : Do . . I (Deo ve
Viriis benzeri iceren bir yapi olusturulmustur. Partikillerin boyutu 50 nm olup, kanser hicrelerini hedefleyebildigi, L .
- - . . o N . . digerleri,
partikdil (VLP) makrofajlari uyararak timor nekroz faktorii-a salgiladigi ve bu sayede akilli bir nano biyomalzeme 2016)
olarak potansiyel tasidigi gosterilmistir.
Tuimoér mikrogevresine 6zgl biyomimetik nanojel gelistiriimistir. Paklitaksel ve IL-2 ile kombine
. . . ) e o (Song ve
Nanoiel olarak hazirlanan nanojeller, paklitaksel i¢in pH’ya duyarl ve IL-2'nin biyoaktivitesini azaltmamak diderleri
) i icin nanosiinger olusturacak sekilde tasarlanmistir. lyilestiriimis ilag penetrasyonu ve artan 9 ’
P o . T . S N 2017)
antitimor bagisikhdi ile antitimaor aktivitesini 6nemli dlgude artirdidr bulunmustur.
Calismada mutant IL-2 dretilmis ve bu molekdllerin CD25'e baglanmazken IL-RBy baglanma (Klein ve
Timor Hedefli IL-2 Ozelliklerini korudugu gosterilmistir. Bu sayede periferde ve tiumoér mikrogevresinde IL-2RBy . .
- L . .. L . . ) . digerleri,
Varyanti aracihgiyla NK ve CD8+ efektdr T hicrelerini aktive etme ve genisletme kapasitelerini koruduklari 2013)

gOsterilmigtir.

€T



Cizelge 2.1. (devam) Literaturde bulunan IL-2 ile yapilmig formulasyon geligtirme ve guncel IL-2 ¢calismalari

Doksorubisin ve rekombinant insan IL-2'nin toksisitesini azaltmak ve antitimér terapotik etkilerini
iyilestirmek icin kombine sistemik birlikte iletimini etkili bir sekilde saglayabilen hidrofilik katyonik polimer

(Wu ve

- Subkditan bazli nanokompleksler gelistiriimis ve yaklasik 200 nm boyutlu pozitif yikli (>20mV) kiresel o .
Nanopartikiil o S . N S . digerleri,
enjeksiyon nanokompleksler elde edilmistir. Serbest ilaglarla karsilastirildiginda, gelistirilen doksorubisin ve 2017)
rekombinant insan IL-2 yukli nanokomplekslerin timoér biyimesini 6nemli élgide geciktirdigi, serum
immunoglobulin G seviyesini ve sitotoksik T lenfosit miktarini artirdid1 bulunmustur.
Kolerektal kanser tedavisinde kemo-immunoterapi saglamak amaciyla kemoterapétik bir ilag olan 5-
Fluorourasil ve immunoterapétik bir molekil olan IL-2 yUkliu siklodekstrin nanopleks formilasyonlari
; . . o \ e N Y (AkKIn ve
Nanopleks Intravenéz / | hazirlamiglardir. CD:IL-2 nanoplekslerinin partikil boyutu 100 nm'den kiguktir ve yikleme kapasitesi digerleri
P Oral 5-FU igin %40 ve IL-2 icin %99,8 bulunmustur. Yapilan hiicre kiltira galismalariyla givenliligi ve ¢ozelti g ’
. . . S e ~ ; - 2022)
formuna gore daha yiksek antikanser etkinlik gosterdigi saptanmistir. Bagirsak gegirgenligi calismalari,
CD nanoplekslerinin oral kemoterapi icin de umut verici bir aday olacagini géstermektedir.
Bir 6n ilag olarak tasarlanan ve yapisinda 6 salinabilir polietilen glikol (PEG) zinciri bulunan bu pegile
edilmis IL-2 (NKTR-214), pegilasyon nedeniyle vicutta daha uzun bir kalma siresine sahiptir.
Organizmada PEG zincirlerini yavasga serbest birakarak aktif hale gelmektedir. Bu molekdl, timérin (Charych ve
Pegile IL-2 i aldeslokin ile karsilastirlldiginda konjuge IL-2'ye daha fazla maruz kalmasini saglamaktadir. NKTR-214 di“erIZri
(NKTR-214) fare modelinde degerlendirilerek, endojen sitokin IL-2'nin immunolojik, farmakokinetik ve farmakolojik 2(?16) ’
Ozelliklerinin stratejik polimer konjugasyonuyla 6nemli 6lgtde degistigi gosterilmis ve cesitli timar tipleri
icin insanlarda daha fazla degerlendiriimesini destekleyerek, giglu ve potansiyel olarak iyilestirici kanser
immunoterapilerinde etkili olabilecedi sonucuna varilmistir.
IL-2RByc’ye baglanan ancak IL-2Ra’ya badlanma bolgesi olmayan merkezi bagisiklik sitokini IL-2'nin
taklitlerini tasarlamak amaclanmistir. Bu sayede protein taklitleri, protein bazl terapdtikler alanini
dénustirme potansiyeline sahip olur ve iyilestiriimis terapotik 6zellikler saglayarak yan etkileri azaltabilir
o (Biyo-ustuin). Tasarimlar asiri kararli bulunmustur, insan ve fare IL-2RByc'ye dogal sitokinlerden daha (Silva ve
Biyo-Ustin .. L L , < N .. oy .
(Neo-2/15) - yiuksek afiniteyle baglanmaktadir ve IL-2Ra ve IL-15Ra'dan badimsiz olarak asagi akis hicre digerleri,
sinyallemesini ortaya ¢ikarir. Optimize edilmis tasarim neoleukin-2/15'in (Neo-2/15) kristal yapilari hem 2019)

tek basina hem de IL-2RByc ile kompleks halinde, tasarlanan modele ¢ok benzer bulunmustur. Neo-
2/15, melanom ve kolon kanseri fare modellerinde IL-2'den daha Ustin terapétik aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur. Ayrica, azaltiimis toksisite ve tespit edilemeyen immunojeniteye sahip oldugu belirtiimigtir.

14’
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2.3. Lipit Temelli Formuilasyonlar

Lipit temelli ilagc taslyici sistemler (LTS), biyoyararlanimi disik olan etkin
maddelerin absorpsiyonunu artirmak ve farmasotik gelistirme surecini optimize
etmek gibi Ozellikleri nedeniyle oldukca ilgi goren sistemlerdir. Bu sistemler,
hidrofobik yapidaki etkin maddelerin ¢ézunarliguni artirirken, biyolojik membranlar
ile etkilesimlerini kolaylastirarak terapdétik etkinligi iyilestirir (Feeney ve digerleri,
2016; Pouton, 2006; Shrestha, Bala ve Arora, 2014). Ayrica lipitlerin biyolojik olarak
parcalanabilir olmasi, biyouyumlu olmalari, etkin madde ylUkleme kapasitesinin
yuksek olmasi, yuksek enkapsulasyon etkinligi saglamalari, etkin maddenin salim
profilinin ayarlanabilmesi, etkin maddenin degredasyona karsi korunabilmesi,
artinlmig  stabilite  saglayabilmeleri,  Uretimlerinde  organik  ¢dzUculerin
kullanilmamasi, dusik sistemik toksisite ve dusik sitotoksisite gostermeleri ve
blylk 6lcekte Uretilebilmeleri gibi avantajlari bulunmaktadir (Attama, Momoh ve
Builders, 2012; Chakraborty, Shukla, Mishra ve Singh, 2009; Mohsen, Azzazy,

Allam ve Basalious, 2020).

Sonyillarda, LTS oral yoldan uygulanmasi planlanan terapétik peptitler ve proteinler
icin umut vadetmektedir. Bu sistemler, enzimatik, mukus ve epitel gibi cesitli
bariyerleri agsmay ve sistemik dolasima ulasmayi hedefler. Bu nedenle, lipit bazli
sistemler ilaglarin biyoyararlanimini artirabilir ve peptitlerin ve proteinlerin etkinligini
korumak igin koruyucu bir ortam saglayabilir (Haddadzadegan, Dorkoosh ve

Bernkop-Schnurch ve digerleri, 2022).

LTS ortam bilesimini degistirerek ilacin intestinal sividaki ¢ozunurlGgunu
artirabildikleri gibi ilagc alimi, efluks ve enterositlerde gerceklesen metabolizasyonu
degistirerek enterosit aracili tagima ve metabolizasyon sureglerini de etkileyebilirler.
Ayrica ilacin dolasima gegisini intestinal lenfatik sistem olarak degistirebilirler. Bu
durum, ilk gec¢is metabolizmasinin etkilerini azaltirken ilaglarin biyoyararlanimini
artirmada o6nemli bir stratejidir (Gursoy ve Cevik, 2011; Porter, Trevaskis ve
Charman, 2007). Oral verilen formulasyonlarin gogu portal ven ile sistemik dolasima
gecmektedir. Ancak ekzojen olarak verilen lipit temelli sistemler enterositlerde
bulunan CYP450 metabolizmasini azaltarak, Peyer plaklari ile ilk gegis etkisini

elimine ederek ve bagirsak duvarindan paraseluler ve transeluler yol ile emilimi
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artirarak lenfatik sistem ile sistemik dolasima katilabilir (Patel, Lalani, Bardoliwala,
Ghosh ve Misra, 2018; Yilmaz Usta, 2022). Sekil 2.6.’da oral peptit ve proteinlerin

karsilastigi bariyerler sunulmaktadir.

Absorpsiyon bariyeri
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Sekil 2.6. Oral peptit ve proteinlerin karsilastigi bariyerler (Haddadzadegan ve
digerleri, 2022).

Lipit temelli ilag tasiyici sistemler arasinda basit bir veya iki yardimci maddeli lipit
¢ozeltiler, kendiliginden emdlsifiye ilag tasiyici sistemler, kompleks mikro veya nano
boyuta sahip kolloidler ve miseller sistemler de dahil olmak Uzere farkh fiziksel
yaplya sahip sistemler sayilabilmektedir (Kalepu, Manthina ve Padavala ve digerleri,
2013; Mdllertz, Ogbonna, Ren ve Rades, 2010). Cogunlukla yag, slrfaktan ve
kosurfaktan karigimi halinde bulunmalarina ragmen bazen tek yardimci maddeden
de olugabilirler (Kuentz, 2012).

Emulsiyonlar, mikro ve nanoemdulsiyonlar, lipozomlar, kendiliginden mikro ve
nanoemdlsifiye ilag tasiyici sistemler ve kati lipit nanopartiktilleri bu kapsamda 6rnek

olarak verilebilir.

Lipit temelli ilag tasiyici sistemlerin (Sekil 2.7’de o6rnek olarak kendiliginden
emdlsifiye ilag tasiyici sistemler (SEDDS) verilmistir) mukus gegirgenlik davranigi;
peptit ve protein ilaglarini bagirsak duvarindaki emilim membranina saglam bir
bicimde tasiyabilmek icin lipit temelli nanotasiyicilarin yukleriyle mukus jel
tabakasina nufuz etmesi gerekir; mukus negatif bir net yuk sergilediginden, negatif

zeta potansiyeline sahip SEDDS, pozitif yuklU olanlardan daha fazla oranda mukus
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jel tabakasina nufuz edebilir. Ayrica, lipit bazli nanotasiyicilar ne kadar kiglkse,
yayllma kabiliyetleri de o kadar yuksektir. Mukus mikro yapisinin gozenek boyutu
100-200 nm arahgindadir ve daha kuguk boyuta sahip lipit bazli nanotasiyicilar igin
gegis daha kolaydir. Ancak daha buyuk yapilarin gegisi de mukus tabakasinin sahip

oldugu heterojen yapi dolayisiyla mimkundir (Haddadzadegan ve digerleri, 2022).
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Sekil 2.7. Mukus gecirgenlik davranisi (Haddadzadegan ve digerleri, 2022).

2.3.1. Nanoemiilsiyonlar

Nanoemdlsiyonlar 10-1000 nm arasinda damlacik boyutuna sahip emulsiyonlar
olarak bilinmektedir. Nanoemdulsiyon formulasyonlari genellikle yag fazi, su fazi ve
yuzey aktif maddeden olusmaktadir ve formulasyonda bulunan yuzey aktif
maddelerin se¢imi nanoemulsiyonun olusmasi ve stabilitesi agisindan onemli bir
parametredir (Wilson, Li, Yang ve Zhao, 2022). Nanoemililsiyonlar genellikle
guvenilir olarak kabul edilen (GRAS-Generally Recognised As Safe) yuzey aktif
maddeler ile hazirlanabilmektedir. YUzey aktif maddeler su ve yag fazi arasinda
adsorbe olarak ara yuzey gerilimini azaltarak nanoemdulsiyon olugsumunu
saglamaktadir (Mehrdadi, 2024). Nanoemdulsiyonlar kinetik olarak kararli ancak
termodinamik olarak kararsiz sistemlerdir. Dolayisiyla zamana bagl olarak

nanoemulsiyonlarda faz ayrimi gorulebilmektedir.
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Nanoemudlsiyonlarin dusik ¢dzinurlige sahip ilaglarin ¢ézunarlGgini artirmasi,

ilaglari hidroliz ve enzimatik bozulmadan korumasi gibi avantajlara sahip olmasi bu

sistemlerin ilag taslyici sistem olarak kullaniimasinin énemli nedenlerindendir.

Nanoemulsiyonlarin Avantajlari

Nanoemdlsiyonlar, icerdikleri kuguk damlacik boyutlari sayesinde, etkin
maddelerin ¢ozunurligunu artirabilir. Bu, 6zellikle suda ¢ozunurlik sorunu
olan ilaglarin emilimini ve biyoyararlanimini onemli 6lgude iyilestirir.
Nanoemulsiyonlar, kiguk damlacik boyutlari nedeniyle buyuk bir yuzey alani
sunar. Bu, etkin maddelerin hizli ve verimli bir sekilde difizyonunu saglar,
bdylece ilaglar daha hizh etkisini gosterir.

Nanoemulsiyonlar, 6zellikle ilag tasiyici sistemler olarak kullanildiginda, etkin
maddelerin hedef bdlgelere daha verimli bir sekilde iletiimesine yardimci
olabilir. Bu durum, tedavi etkinligini artirabilir ve yan etkileri azaltabilir.
Nanoemulsiyonlar, ¢cok kiiguk damlacik boyutlarina sahip olduklari i¢in, hiicre
zarlarindan gecebilme yetenekleri artar. Bu 0Ozellik, Ozellikle biyolojik
bariyerlerin asiimasinda ve ilaclarin hedeflenen bdlgelerde etkili olmasinda
onemli bir avantaj saglar.

Nanoemulsiyonlar genellikle biyolojik olarak uyumlu malzemelerle formule
edilir, bu da onlari guvenli ve tolere edilebilir kilar. Ayrica, dusuk dozlarda bile
etkin olabilirler, bu da tedavi sirasinda daha az yan etki anlamina gelir.
Nanoemdlsiyonlar, sivi formulasyonlarda kullanildiginda, daha kolay
uygulanabilirler. Ayni zamanda oral, dermal ve parenteral olarak da
uygulanabilmesi s6zkonusudur (Niu, Conejos-Sanchez, Griffin, O’Driscoll, ve
Alonso, 2016; Ujhelyi ve digerleri, 2018; Wilson ve digerleri, 2022).

Nanoemdllsiyonlarin Dezavantajlari

Nanoemdulasyonlar hazirlanirken damlacik boyutunun kigultiimesi i¢in 6zel
aletler ve iglemler gerekmektedir.

Nanoemulsiyonlarda damlacik boyutunun g¢ok kuguk olmasindan dolayi
Ostwald olgunlagsmasi gorulebilmektedir. Bu da nanoemiilsiyonlarin
stabilitesini etkilemektedir.

Nanoemudlsiyonlarin stabilitesi pH ve sicaklik gibi ¢evre kosullarindan

kolaylikla etkilenebilmektedir.
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* Nanoemidlsiyonlarin  Uretimi, ozellikle yuksek enerjili yontemler
kullanildiginda, genellikle pahalidir. Yuksek enerjili homojenizasyon,
ultrasonikasyon gibi igslemler ekipman gereksinimi ve enerji tuketimi
acisindan maliyetli olabilir.

* Nanoemiulsiyonlar genellikle yUksek miktarda su icerir, bu da bazi
uygulamalar igin istenmeyen bir durum olabilir. Ayrica, su igerigi bazi ilaglarin
veya bilesenlerin stabilitesini etkileyebilir.

* Nanoemulsiyonlarin formulasyonu, dogru surfaktan ve yardimci bilesenlerin
secilmesini gerektirir. Bu bilesenlerin gecimsiz olmasi formuilasyonun
etkinligini etkileyebilir.

« Ozellikle su iceren nanoemiilsiyonlar, uygun koruma saglanmadi§i takdirde
mikrobiyolojik kontaminasyona egilimli olabilir. Bu durum, Grintn guavenligini
ve kullanim dmranu sinirlayabilir.

* Nanoemdllsiyonlarda damlacik boyutunun dogru sekilde kontrol edilmesi
onemlidir. Damlacik boyutunun fazla buylimesi veya heterojen olmasi,
arinun etkinligini azaltabilir. Bu nedenle, Uretim sirasinda damlacik
blayuklugu dagiliminin ¢ok iyi kontrol edilmesi gerekir (Wilson ve digerleri,
2022).

Nanoemulsiyonlarin Uretimi

Nanoemdlsiyonlar ~ dusik ve  ylUksek enerji  gerektiren  yontemlerle
hazirlanabilmektedir. Her iki yontemle de stabil nanoemdulsiyonlar elde

edilebilmektedir.

Yuksek enerji gerektiren emudlsifikasyon yontemlerinde yiksek basingli
homojenizasyon, mikrofluidizasyon ve ultrasonikasyon yontemleriyle
nanoemulsiyon hazirlanabilmektedir. Faz degisim sicakligi ve emulsiyon donusim
noktasi ise nanoemdulsiyon hazirlanma yontemlerinden dusuk enerji gerektiren

yontemleri temsil etmektedir.

Yuksek enerji gerektiren teknolojilerde, homojen bir dagihim gdsteren damlaciklar

olusturmak icin yiksek mekanik kuvvet gerekmektedir.
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Yuksek basingli homojenizasyon, kaba bir emulsiyon sistemine 100 MPa’dan fazla
basing uygulanmasiyla nanoemdulsiyonlarin olusturuldugu bir teknolojidir. Bu
sistemde kaba emdulsiyon damlacik boyutunun azaltiimasi igin yuksek turbulans ve

kayma gerilimi altinda dar kanallardan gegirilerek akmaya zorlanir.

Mikroakiskanlastirmada damlacik/partikil boyutu kiglltmek icin ayni anda hidrolik
kesme, ¢arpma, asinma, ¢carpma, yogun turbulans ve kavitasyon kullanmaktadir.
Cihaz, kaba emulsiyonu ylUksek hizlara ulastirarak etkilesim kazanina iletir ve
emulsiyon damlacik boyutunu disuren ylksek kayma kuvvetleri olusturur. Bunun
icin calisilacak kaba emdulsiyonu, yuksek basingli bir yer degistirme pompasinin
(500-50.000 psi) etkisi altinda mikro kanallardan olusan bir etkilesim odasi boyunca
mikrokanallar icinde zorlayarak akan kaba emulsiyonlarin ¢ok yuksek hizda
carpismalari sonucunda c¢ok ince damlaciklara bolunerek nanoemulsiyonlar
olusturup sistemden ¢cikmasina neden olur. Calisilan kaba emtilsiyon, istenen boyut
ve dagilm elde edilene kadar mikroakiskanlastiricidan tekrar tekrar
gegirilebilmektedir. istenen damlacik boyutuna ve dagilima sahip nanoemdilsiyonlar,
basing ve gecis sayisinin degistiriimesiyle elde edilebilmektedir (Tayeb ve
Sainsbury, 2018; Wilson ve digerleri, 2022). Ozellikle peptit/protein yapili etkin
maddeler iceren ilag tasiyici sistemler ile ¢alisirken sicaklik dnemli bir parametre
oldugundan mikroakiskanlastiriciya sicakligi 20°C altinda tutacak sekilde sogutma

haznesi ve sogutma aparati (cooling coil) modifikasyonu yapilabilmektedir.

Yapilan c¢alismalarda, mikroakigkanlastiricida 5000 psi ile 30.000 psi arasi
basinglarda farkli homojenizasyon déngulerinde (1, 2, 3, 4, 5 veya daha fazla) su
icinde yag (yag/su) veya yag icinde su (su/yag) nanoemdlsiyon eldesi saglanmistir
(Salvia-Trujillo, Rojas-Gral, Soliva-Fortuny ve Martin-Belloso, 2014; Truijillo-
Cayado, Santos, Ramirez, Alfaro ve Mufioz, 2018). Burada, etkilesim kazani Y veya
Z tipi olabilmektedir. Z-tipi kazanda, hazirlanan kaba dispers sistemlerde partikil
veya damlaciklarin garpismasina ve kayma gerilimine yol agacak sekilde birkag kez
akis yonu degistirilir. Y-tipi kazanda dispersiyon sistemin akisl, iki akis yonine
ayrilarak cepheden carpisma saglanir. isleyis mekanizmalari géz éniine alindiginda
Y-tipi kazan, nanoemulsiyon uretiimesinde daha az homojenizasyon dongusu ve
daha dusuk basinglarda daha homojen ve kugluk damlacik buyudkligu dagilimi

olusturdugundan Ustunluk saglamaktadir. Hazirlanan kaba emulsiyonlar Y ve Z-tipi
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kazanlarin kombine kullaniimasi ile de nanoemdlsiyon haline getirilebilir (Persson,
Blute, Mira ve Gustafsson, 2014). Mikroakiskanlastirma isleminin arkasindan
nanoemulsiyonlar oldugu gibi kullanilabilir veya uygun bir filtreden suzulebilir (Shi
ve digerleri, 2017). Nanoemulsiyonlarin Uretiimesinde formulasyon parametreleri
olan sulu faz, yag fazi ve surfaktan tip ve miktarinin se¢iminin yani sira basing ve
homojenizasyon dongusu islem parametrelerinin belirlenmesi ve optimize edilmesi
oldukga 6nemlidir (Microfluidics, 2010).

Coklu nanoemiilsiyonlar

Coklu nanoemililsiyonlar, birden fazla fazin (yad ve su) bir araya gelerek kompleks
yapilar olusturdugu emdulsiyon sistemleridir. Bu tur sistemler, genellikle su iginde yag
(sulyag/su) veya yag icinde su (yag/sulyagd) yapilarina sahip olabilir. Coklu
nanoemulsiyonlar, icerdikleri mikro ve nanometre boyutlarindaki damlaciklar
sayesinde, etkin madde tasima kapasitesini artirirken, ilaglarin kontrolli salimini
saglama potansiyeline sahiptir. Bu sistemlerde, dis faz genellikle su ve i¢ faz yagdir,
ancak her iki fazda da aktif bilesenler bulunabilir. Cift katmanli yapilari sayesinde,
coklu nanoemulsiyonlar, birden fazla etkin maddeyi ayni anda tasiyabilme 6zelligi
gOsterir. Bu yaplilar, 6zellikle suda ¢ézinmeyen ilaglarin biyoyararlanimini artirmak
ve gastrointestinal sistemde uzun sure dayanakl kalmalarini saglamak amaciyla

kullanilir.

2.3.2. Kendiliginden emiilsifiye ilag tasiyici sistemler

Kendiliginden emdulsifiye ilag tasiyici sistemler (SEDDS), yaglar, surfaktanlar,
yardimci ¢ozuculer ve ilag bilesenlerinden olusan, su ile bir araya geldiklerinde
kendiliginden yag/su mikroemdilsiyonlari olusturabilen sistemlerdir. Bu sistemler,
izotropik bir yapiya sahiptir ve termodinamik olarak kararlidir. Vicut iginde, 6zellikle
gastrointestinal sivilar gibi sulandirici  ortamlarda seyreltildiklerinde, hafif

hareketlerle mikroemulsiyon damlaciklari meydana gelir.

SEDDS’ler, damlacik boyutlarina gére iki temel kategoriye ayrilmaktadir: 50-300 nm
arasinda damlacik boyutlarina sahip sistemler "kendiliginden nano emdulsifiye

sistemler" (SNEDDS) olarak adlandirilirken, 50 nm’den kiuguk damlacik boyutlarina
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sahip, seffaf goérinimll sistemler "kendiliinden mikro emdlsifiye sistemler"
(SMEDDS) olarak bilinir. Nano boyutlu emdulsiyonlar igin submikron emdulsiyonlar,
nano-emdulsiyonlar veya miniemulsiyonlar gibi c¢esitli terimler kullaniimasina
ragmen, ortalama 50-300 nm boyutundaki kinetik olarak kararli emulsiyonlar igin

"nanoemdulsiyon" terimi yaygin olarak tercih edilmektedir.

SEDDS sistemleri, kiigik damlacik boyutlari ve gastrointestinal ortamda lipoliz
sonucu olusan karigik miseller aracihigiyla genis bir yluzey alani saglar. Bu durum,
ilacin difzyon hizini artirirken, surfaktan igerigi sayesinde mukozal gegirgenligi de
destekler. Ayrica, uzun zincirli yaglarin icerigi lenfatik emilimi tesvik ederek
formUlasyonun biyoyararlanimini artirir. Bu 6zellikler, ¢oézunurligu distk olan etkin
maddelerin (BCS Sinif Il ve BCS Sinif 1V) formulasyonlarinin gelistirimesinde bu

sistemlerin tercih edilmesini saglar.

Lipofilik ilaglarin oral biyoyararlanimini artirmak igin kullanilan SEDDS
formUlasyonlari, genis ylizey alani olusturarak emilimi kolaylastirma, karismamis su
tabakasini agsma, P-gp inhibisyonu saglama ve ilk gegis etkisini azaltma gibi
avantajlar sunar. Ayrica, bu sistemler birgok oral ilag igin uygun olup, birey ici ve
bireyler arasi degiskenligi en aza indirir, gida etkisini azaltir ve termodinamik
stabilite gosterir. Ayni zamanda yuksek ilag yukleme kapasitesine sahiptir, Uretim
ve Olgcek buyutme sureclerini kolaylastirir ve ilaglari enzimatik bozulmaya kargi

koruyabilir (Sarpal, Pawar ve Bansal, 2010; Yilmaz-Usta, 2022).

SEDDS, peptit veya protein yapisindaki ilaglar dahil olmak Gzere ¢ézunurlik ve
biyoyararlanim problemlerine ¢ézim Uretmek igin etkili bir formllasyon secenegi
olarak sik¢a kullaniimaktadir. Bu formulasyonlarin lenfatik sistem Gzerindeki olumlu
etkileri, uzun zincirli yag asitlerinin lipoprotein sentezini ve buna bagli olarak lenfatik
emilimi artirmasiyla aciklanabilir. Ayrica, lenfatik sistem yoluyla ilag alimi, hepatik

ilk gegis etkisini azaltarak ilacin biyoyararlanimini daha da iyilestirmektedir.

Kendiliginden emulsifiye coklu nanoemiilsiyonlar

Kendiliginden emdlsifiye ¢oklu nanoemdlsiyonlar, hem su iginde yag (su/yag/su)

hem de yag iginde su (yag/su/yag) yapilarina sahip olabilen, dinamik ve karmasik
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sistemlerdir. Bu sistemler, yad fazi, slrfaktan, yardimci surfaktan ve etkin
maddelerden olusur ve su ile temas ettiginde kendiliginden c¢oklu emdlsiyonlar
olusturabilir. Nano boyutlu damlaciklarin olusturdugu bu emdlsiyonlar, genis yuzey
alani, yliksek biyoyararlanim ve kontrollii ilag salimi gibi avantajlar sunar. Ozellikle,
lipofilik ve hidrofobik ilaglarin ayni anda tasinmasini mdmkin kilmalari,
gastrointestinal ortamda stabil kalmalari ve bagirsak emilim sureglerini iyilestirmeleri
ile dikkat ¢cekerler. Coklu nanoemdlsiyonlar, ilag tagiyici sistem olarak hem terapotik
etkinligi artirmak hem de hedefe yonelik ilag¢ iletimini saglamak amaciyla farmasotik

alanda oldukca fazla calisilan sistemlerdir.

Kendiliginden emdlsifiye ¢oklu nanoemdlsiyonlarin Uretimi, genellikle iki ana
yontemle gerceklestirilir: Duguk enerjili ve yuksek enerjili yontemler. Duguk enerjili
yontemler, sivi bilesenlerin bir araya getiriimesiyle, surfaktan ve yardimci
bilesenlerin etkilegsimleri sayesinde emulsiyonun kendiliginden olusmasina dayanir.
Bu yontemler arasinda ¢ozucu buharlagtirma ve ultrasonikasyon yer alir. Dusuk
enerji kullanarak emulsiyonun olustugu bu sureg, genellikle daha az i1s1 ve mekanik
is gerektirir, bu da sicakliga duyarli bilesenlerin korunmasina yardimci olur. Diger
taraftan, ylksek enerjili yontemler, mekanik kuvvetler kullanarak, emdulsiyon
damlaciklarinin boyutunu kugultmek amaciyla yuksek hizda karistirma veya yuksek
basingli homojenizasyon yontemlerini icermektedir. Bu yontemler ile daha hizli ve
istenilen oOzelliklere sahip emdulsiyonlar Uretilebilir, ancak daha fazla enerji ve
ekipman gerekmektedir. YUksek enerijili ydontemler, nanoemdulsiyonlarin daha stabil

ve homojen olmasini saglar.

Yuksek enerjili yontemler, emdulsiyonlarin damlacik boyutlarini kigiltmek ve daha
homoijen bir dagihm saglamak amaciyla mekanik kuvvetler kullanan tekniklerdir. Bu
yontemler, genellikle daha hizli sonuglar verir ve nanoemdulsiyonlarin stabilitesini
artirabilir. Yiksek basingli homojenizasyon yontemi, ylksek basing altinda sivilarin
cok ince damarlar veya nozul deliklerinden gegiriimesi ile emulsiyon damlaciklarinin
kUgultilmesini saglar. YUksek hizda gergeklesen bu islem, damlacik boyutunu
nanometre seviyelerine indirebilir ve nanoemdulsiyonlarin homojenligini artirabilir. Bu
yontem, genellikle sivi formalasyonlar igin kullanilir. Ultrasonikasyonda, yuksek
frekansta ses dalgalarinin sivi bir ortamda yayilmasi ile olusan mikro hava

kabarciklarinin patlamasi sonucu yuksek enerji agiga c¢ikar. Bu enerji, emulsiyon
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damlaciklarini  kirar ve kudgultir. Bu yontem, oOzellikle mikroemulsiyon ve
nanoemiilsiyon Uretiminde yaygin olarak kullanilir. iki asamali homojenizasyon
isleminde, emulsiyon ¢ok yuksek hizda karigtirilir veya pompalanarak yiksek hizda
bir rotor-stator sisteminden gegirilir. Boylece, buyuk damlaciklar pargalanarak kuguk

ve homojen boyutlu damlaciklar elde edilmesi saglanir.

Yuksek enerijili yontemler, genellikle daha hizli ve etkili sonuglar verirken, daha fazla
enerji ve ekipman gerektirebilir. Bu nedenle, tercih edilen yontem, Uretim miktarina,

maliyete ve hedeflenen Grunun 6zelliklerine bagli olarak degisebilmektedir.
2.4. Molekiiler Dinamik Simiilasyonlar

Molekuler dinamik (MD) simulasyonlari, atomlarin ve molekillerin zamanla nasil
hareket ettigini ve etkilestigini inceleyen gugclu bir bilgisayar similasyon yontemidir.
Milyonlarca atom iceren daha buylk sistemler igin gecerli olan Newton'un fizik
yasalarina goére atomlarin ve molekdllerin fiziksel hareketini taklit eder. MD
simulasyonu, atomlar arasindaki etkilegsimleri kuvvet alanlariyla modelleyen
molekuler mekanige dayanmaktadir (Arsiccio, Paladini, Pattarino ve Pisano, 2019;
Chen ve digerleri, 2019; Moghaddasi ve digerleri, 2018). Molekuler dinamik,
olusturulan biyomolekuler simulasyon sistemlerinde zamana bagh dinamik
degisimleri sicaklik, basing, solvan, iyon gibi parametrelerin ve ortama
eklenebilecek diger bilesenlerin etkisinin simulasyon sistemlerinde t¢ boyutlu olarak
gorulmesini molekuler mekanik veya kuantum mekanigine dayali yaklasimlarla
saglayan similasyon teknigidir (Ouyang ve Smith, 2015). ilag molekdllerinin ve
formuUlasyonlarinin gelistirme streci zahmetli, zaman alici ve yuksek maliyetlidir. Bu
nedenle, deneysel calismalarda formulasyon gelistirmenin kolaylastiriimasi, deney
sayisini ve maliyeti bilimsel temellere dayandirarak azaltmak gunimuzde giderek
daha fazla o6nem kazanmaktadir. Son zamanlarda bilgisayar teknolojileri,
hesaplamali kimya ve biyoloji teorileri ile molekuler modelleme yazilimlarina yonelik
algoritmalarda hizli ve dnemli gelismeler meydana gelmistir. Dogrudan deney
yoluyla dl¢ulmesi veya izlenmesi zor, maliyetli ve hatta pratik olmayan karmasik
sistemleri, molekuler duzeyde simulasyonlarla modelleyebilmek mumkuin
olmaktadir. Ozellikle, biyoteknolojik ilag formilasyonlarinda bu amagla molekiler
modelleme tekniklerinden siklikla faydalaniimaktadir (Arsiccio ve digerleri, 2019).
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Olusturulan sistemin simulasyon sonuglarinin kalitesi temel olarak verilen kuvvet
alanlarina ve ornekleme yontemlerine baghdir. Uygulanabilir zaman olg¢eklerinin
belirlemesi ve sistem boyutlarindaki farkliliklar nedeniyle farkh modeller
kullanilabilmektedir (Sekil 2.8). Bu modeller; Kuantum mekanik, tim atom (All-
atom), kaba taneli (Coarse-grained) ve Monte Carlo MD simulasyonlaridir (Kmiecik
ve digerleri, 2016; Chen ve digerleri, 2019; Salo-Ahen ve digerleri; 2020). Tium atom
MD’de klasik atomistik modellerde her atom bir boncuk olarak gosterilir ve
aralarindaki kimyasal bag bir baglanti yayi olarak temsil edilebilir. Atomistik
molekuler modeller icin kuvvet alanlari, molekuiller i¢i ve molekuller arasi
etkilesimlerin nasil hesaplanacagini tanimlar. Her biri farkl dogruluk ve hesaplama

maliyeti seviyeleri sunar ve g¢esitli durumlar igin farkli avantajlar saglamaktadir.
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Sekil 2.8. Molekiler modelleme igin uygulama araliklari (Kmiecik ve digerleri,
2016)

2.4.1. Molekiiler dinamik simulasyonlarda kullanilan farkli modeller

All-atom similasyonlari

All-atom simulasyonlar, bir sistemdeki her bir atomun konumunu ve hareketini

acikga modelleyen simulasyonlardir. Bu tur simulasyonlar, yluksek ¢ozunUrlUkIU
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detayl bilgi saglar ve molekuller arasindaki atomik duzeydeki etkilesimleri tam

olarak yakalayabilmektedir.

Bu tur simulasyonlar tum atomlari ayri ayri igerdigi i¢in, molekuler yapilarin en ince
detaylarini bile yakalamaktadir. Atomlarin bireysel hareketleri ve aralarindaki
etkilesimler detayli bir sekilde incelenebilmektedir bu sayede yuksek ¢ozunurluk
saglamaktadir. Ayrica, atomik ve molekuler duzeyde yuksek dogruluk saglar, bu da
biyomolekuler dinamiklerin ve kimyasal sureglerin ayrintili incelenmesi igin idealdir.
Ancak her bir atomun simule edilmesi, sistemin boyutunu ve hesaplama maliyetini
onemli dlgide artirmaktadir. Bu nedenle, all-atom similasyonlari genellikle daha
kiguk sistemler veya kisa zaman dilimleri igin uygun olmaktadir. Ayrica atomlar
arasindaki kuvvetleri modellemek icin kapsamli potansiyel fonksiyonlar (6rnegin,

Van der Waals, elektrostatik etkilesimler) kullaniimaktadir (Ouyang ve Smith, 2015).

Bu simulasyonlar, proteinlerin katlanmasi, fonksiyonlari ve etkilesimlerinin
incelenmesi, hicre zarlarinin davraniglarinin ve o6zelliklerinin anlasiimasi, ilag
molekullerinin hedef proteinlerle etkilesimlerinin detayli olarak incelenmesi ve
molekuller arasi reaksiyon mekanizmalarinin detayl olarak galisiimasi amaciyla

kullaniimaktadir.

Coarse-grained simulasyonlar

Coarse-grained simulasyonlar, bir sistemin daha buyuk olgekli davranislarini
incelemek igin atom gruplarini tek bir "bead" veya parcacik olarak temsil eden daha
basitlestiriimis simUlasyonlardir. Bu yontem, hesaplama maliyetini azaltmak ve daha
buyuk sistemlerin veya daha uzun zaman dilimlerinin simulasyonunu mumkun

kilmak amaciyla kullaniimaktadir (Ouyang ve Smith, 2015).

Coarse-grained simulasyonlar, atomik detaylari kaybeder ancak sistemin genel
davranigini ve buyuk olgekli 6zelliklerini yakalamaktadir. Bu da daha uzun sureler
ve daha buyuk sistemler igin simulasyon yapmayi saglamaktadir. Atom gruplarinin
tek bir pargacik olarak temsil edilmesi, simulasyonun hesaplama yukunu de onemli

Olcude azaltmaktadir. Bu simulasyonlar, all atom simulasyonlara kiyasla ¢ok daha
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hizhdir, bu da genis zaman oOlgeklerinde ve buyuk sistemlerde etkili olmasini

saglayabilir.

Genellikle buyuk biyolojik komplekslerin (0rnegin, ribozomlar ve virusler) genel
dinamiklerinin incelenmesi, polimer sistemlerin genisg Olgekli davraniglarinin
modellenmesi, hlicre zarlarinin ve lipit yapilarin daha buyuk dlgekte incelenmesi ve
biyomolekuler sireclerin (6rnegin, protein agregasyonu) uzun zaman dilimlerinde

incelenmesi amaciyla kullaniimaktadir.

Monte Carlo simulasyonlari

Monte Carlo simulasyonlari, olasiliksal problemleri ¢ézmek ve sistemlerin
davraniglarini anlamak igin rastgele ornekleme tekniklerini kullanan guglu bir
hesaplama yontemidir. Bu yontem, fizik, mihendislik, ekonomi ve daha birgok

alanda genis bir uygulama yelpazesine sahiptir.

Rastgele 6rnekleme ile Monte Carlo yontemleri, ¢6zilmek istenen problemle ilgili
rastgele ornekler olusturur. Bu ornekler, sistemin olasi durumlarini veya girig
degiskenlerini temsil eder. Bu rastgele drneklerden elde edilen sonuglar, istatistiksel
yontemler kullanilarak analiz edilir. Bu, sistemin genel davranisini veya problemin
¢6zUmUunU tahmin etmek igin kullanilir. Sonuglarin gtvenilir olmasi igin genellikle
cok sayida rastgele drnekleme veya simiilasyon gerekmektedir. Ornekleme sayisi

arttikca, sonugclarin dogrulugu ve guvenilirligi de artacaktir.

Ozetle; all -atom simuilasyonlari, yiiksek dogruluk ve detay gerektiren calismalar igin
uygundur, ancak daha yluksek hesaplama maliyeti vardir. Coarse-grained
simulasyonlar, daha dustk ¢o6zinulrlik sunar, ancak daha blytk sistemler veya
daha uzun zaman dilimlerinde etkili bir sekilde calisabilmektedir. Monte Carlo
simulasyonlar ise belirsizlik ve rastgelelik iceren problemlerin analizi i¢in gtgludur.
Olasiliksal sureclerin modellenmesinde esneklik saglar, ancak zaman bagimli
dinamikleri dogrudan modelleyememektedir. Bu simulasyon turleri, belirli aragtirma
ihtiyaglarina ve hesaplama kaynaklarina bagl olarak birbirlerini tamamlayici araglar

olarak kullanilabilmektedir.
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2.5. In Vitro Sindirim

Peptit ve protein yapisindaki ilaglar i¢in oral verilise uygun ilag tasiyici sistem
geligtiriimesindeki en buyuk zorluklardan biri peptitlerin gastrointestinal sindirime
karsi yuksek duyarliliga sahip olmasidir. IL-2 gibi peptitlerin stabilitelerini korumak
ve proteazlar tarafinda pargalanmasini 6nlemek amaciyla su/yag/su tipi
emulsiyonlar kullanilan tasiyici sistemlerden biridir. Bu LTS’in peptit yapili ilaglar igin
uygunlugunu formulasyon gelistirme galismalarinin erken asamasinda gostermek
onemlidir. Bu amagla, incelenen gastrointestinal bolme sayisi veya ortami igeren in
vitro sindirim modelleri gelistiriimigtir. Bu modeller pH-stat modeli, yuksek verimli
lipoliz modeli, dinamik gastrik model ve TNO gastrointestinal model olmak lzere
temelde dorde ayrilmaktadir (Timur, 2024). Bu modeller, LTS'’in karakterizasyonu
igin in vivo kosullari daha yakinda simuile etmek igin tasarlanmigtir. LTS’leri
karakterize etmek igin en yaygin kullanilan in vitro sindirim yontemi pH-stat
yontemidir (Sekil 2.9). Bu yontemde sindirim ortaminin pH’1, LTS'in sindirimi
nedeniyle olusan serbest yag asitlerini nétralize etmek igin sodyum hidroksit
eklenerek deney boyunca sabit pH'da tutulur. Harcanan sodyum hidroksit
miktarindan hareketle LTS’nin sindirim orani hesaplanir (Williams ve digerleri,
2012). pH-stat modelin ortam kosullari ve ortamin temel bilesenleri olarak sindirim
enzimleri, safra tuzlari, fosfolipitler, kalsiyum ve ortam pH’I sayilabilir (Larsen,

Sassene ve Mullertz, 2011).
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Sekil 2.9. pH-stat lipoliz modeli (Berthelsen ve digerleri, 2019)

Lipazlar, trigliseritlerin digliseritlere, monogliseritlere, serbest yag asitlerine ve
gliserole hidrolizini katalize eden enzimlerdir. Mikrobiyal, bitki ve hayvanlar
alemindeki cogu mikroorganizmada bulunabilir (Aloulou ve digerleri, 2006). Yakin
zamanda saflastirimis sivi lipazlar, enzim denatirasyonunu énlemek igin bir
stabilizator ve mikrobiyal Uremeyi engellemek igin koruyucu igeren sulu c¢ozelti
halinde ticari olarak temin edilebilir hale gelmistir. Ayrica immobilize lipazlar da ticari
olarak bulunmaktadir. Bu lipaz enzimleri, enzimi daha stabil hale getirme ve sindirimi
durdurmak icin lipaz inhibitorleri eklemeye gerek kalmadan ortamdan 6rnek almayi
kolaylastirma avantajina sahiptir. Bir tasiyici Gzerinde aktive edilmis formda fiziksel
veya kimyasal olarak baglanmigtir (Phan ve digerleri, 2015). Bu amagla in vitro

sindirim ¢alismalarinda kullanilan lipazlar Cizelge 2.2’de sunulmustur.



30

Cizelge 2.2.Sindirim deneylerinde kullanilan ticari lipazlar (Ejskjeer ve digerleri,

2024)

Lipaz Kaynak Tar Etki yeri
Domuz pankreatini Domuz Sivi ekstre | Sn-1,3
Novozym® 435 Candida Antarctica B immobilize | -
Lipozyme® RM Rhizomucor Miehei immobilize | Sn-1,3
Lipozyme® CALB L Candida Antarctica B Sivi -
Palatase® 20000 L Rhizomucor Miehei Sivi Sn-1,3
Lipozyme® TL 100 L Thermomyces Lanuginosus Sivi Sn-1,3
NovoCor® AD L Candida Antarctica A Sivi -

2.6. Hiicre kiultiiri

Hucre kultard, hicrelerin bir doku (hayvan veya bitki) veya organdan izole edilerek
in vitro kosullarda uretilmesi ve fizyolojilerinin izin verdigi dlcude devamliliklarinin
saglanmasidir. Hucreler bahsi gecen kaynaklardan enzimatik veya mekanik
yontemlerle ayrilarak elde edilir ve in vitro kulture hazir hale getirilir. Hucre kulturd,
biyomedikal arastirmalarda siklikla kullanilan bir aracgtir ve kanser arastirmalari igin
de onemli bir yere sahiptir. Bu sistemlerin, hicreler Uzerindeki etkinin dogrudan
dogruya gozlenmesi, kimyasal maddelerin etkilerinin her cins doku veya hicrelerde
ayri ayri arastirilabilmesi, organizmadaki karsilikli etkilesimler nedeniyle
yapllamayan aragtirmalarin in vitroda yapilabilmesi, istatistik olarak hayvan
deneyleriyle kargilastirlamayacak kadar fazla hucre kullanilabilmesi, ¢cok sayida
hayvanin sakrifiye edilmesinin onlenmesi ve hayvan deneylerine kiyasla daha
ekonomik olmasi gibi avantajlar vardir. Kimyasal maddelerin davraniglar Gzerine
olan karmasik etkilerinin incelenememesi, hucreleri uzun silre dondurmanin
biyokimyasal ve genetik degigikliklere sebep olabilmesi, normal dokulardan elde
edilen hlcre soylarinin yavas yavas ¢ogalma potansiyellerini kaybedebilmesi, in
vivo kosullarinda sahip olduklari ekstraselller matriks etkilesimlerinin ve bazal
lamina bilesenlerinin yoksunlugu, tamamlanmamis farklilasmaya sebep oldugundan

tam morfolojilerini sergileyememeleri ise dezavantajlari arasinda sayilabilmektedir.
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Bunlar géz énlne alindiginda 6zellikle kanser arastirmalarinda 3 boyutlu (3B) hiicre
kultara teknolojileri, geleneksel 2 boyutlu (2B) hlcre kultlrlerine gore hicrelerin
daha dogal bir ortamda buyumesini ve etkilesime girmesini saglayabildigi icin Snem
kazanmaktadir (Jensen ve Teng, 2020; Fitzgerald ve Weiner, 2020). Sekil 2.10°’da

2B ve 3B hucre kulturt modelleri sunulmaktadir.

Hucre kalturt galigsmalari kanser hucrelerinin bayume, farklilasma, metastaz ve ilag
direnci gibi davranislari incelemek ve belirli kanser turlerinin biyolojik 6zelliklerini ve
nasil yayildigini anlayabilmek icin kullaniimaktadir. Ayrica, yeni kanser ilaglarinin
etkinligini ve toksisitesini test etmek icin de kullanilmaktadir. ilaglarin hiicre ici
hedeflerine nasil ulastigini ve hicre Uzerinde nasil etki ettigini anlamak icin ideal

modellerdir.

Kanserin genetik ve epigenetik degisikliklerini, kanserin molekuler patolojisini ve

hlcresel sinyal yolaklarini incelemek igin de hicre kaltturu ¢alismalari yapiimaktadir.

Sekil 2.10. 2B ve 3B hucre kiltira: a. 2B geleneksel hicre kultlrinde hicreler diz
yuzeye tutunma egilimindedir. b. 3B hicre kultirinde hlcreler in vivoya
benzer bir mikro ortamda bulunur (Saydé ve digerleri, 2021).

2B hicre kilturia ve sinirlamalari

Geleneksel 2B hucre kultura, biyofiziksel ve biyokimyasal uyarimlari ve buna karsi
hicresel tepkileri incelemek icin model olarak yillardir kullaniimaktadir. Yontem,
elde edilen bulgular sayesinde hicre davranisi anlayisimizi énemli dlgide
gelistirmigtir. 2B hucre kalturu, hicrelere mekanik destek saglamak igin cam veya
polistiren petri kabina gibi duz bir ylzeye yapismaya dayanir ve bdylece hucreler
tek bir dizlem Uzerinde buyutulmektedir. 2B tabakalardaki hicre buyumesi, benzer
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miktarda besine ve besi yerinde bulunan blyime faktorlerine erisim izni verir, bu da
homojen buyume ve c¢ogalma saglayabilmektedir. Bu yontem, hucrelerin
bayimesinin yanisira arastirma kolayhgdi agisindan da avantajlidir. Ancak, tumor
mikrogevresi 3 boyutlu oldugundan 2B hucre kulturlerinin sinirli hicre-hicre ve
hlcre-matriks etkilesimleri dodal ortami yansitamamaktadir. Hicrelerin farklilasma

ve blyume paternleri, 2B kulttrlerde normalden farkli olabilmektedir.

3B hucre kiltlru

3B hucre kudlturt, hucrelerin dogal in vivo ortamlarina daha yakin kosullarda
buyumesini saglamaktadir. Bu yontem, kanser arastirmalarinda bir¢ok avantaja
sahiptir. Hucreler 3B ortamda, dogal timoér mikrogevresini daha iyi taklit
edebilmektedir.  Hlcre-hicre ve  hicre-matriks  etkilesimleri,  tGmorlerin
davraniglarini ve ilaglara yanitlarini daha dogru yansitmaktadir. Ayrica hucrelerin
oksijen, besin ve metabolik UGrlnler gibi faktérlere daha dogru bir sekilde maruz
kalmasini saglar. Hucrelerin dogal tumor yapisini ve heterojenligini daha iyi
korumaktadir ve hucrelerin morfolojisi ve buyume paternleri bu ortamlarda fizyolojik
olarak daha iyi temsil edilmektedir. Bu sayede, bu yontemle daha guvenilir ilag

tarama ve etkinlik degerlendirmesi saglanmaktadir (Jensen ve Teng, 2020).

Sonug olarak, 3B hucre kultiru teknikleri, kanser aragtirmalarinda hucrelerin dogal
ortamlarinda nasil davrandiklarini ve tedavilere nasil yanit verdiklerini anlamak igin
vazgecilmezdir. Bu teknolojiler, daha etkili tedavi stratejileri gelistirimesine ve
kanserin biyolojisinin daha derinlemesine anlasiimasina olanak tanimaktadir. Her
modelin kendine gbére avantaj ve dezavantajlari vardir ve bu model de tim

uygulamalar i¢in uygun degildir (Koganci ve Aslim, 2019; Polat, 2020).



3. GEREG VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Akrilamid/Bisakrilamid (%30)
Amonyum persulfat

Aprotinin

Bromofenol mavisi

Dimetil sulfoksit (DMSO)

Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPOa)

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

Etanol

Forbol 12-miristat 13-asetat (PMA)
Glasiyel asetik asit

Gliserol

Glisin

izopropil alkol

Hidroklorik asit (HCI)

Kalsiyum klorur dihidrat

Kolliphor® EL

Kristal viyole

Labrafac Lipophile® WL1349
Laktat Dehidrogenaz (LDH) test Kkiti
Matrigel® Matrix

Metanol

Nil kirmizisi

Oleik asit

Pankreatin

Poligliserol polirisinolat

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa)
Potasyum fosfat monobazik
Propilen glikol
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Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Gibco, ABD

Sigma Aldrich, Almanya
Cayman, ABD

Sigma Aldrich, ABD
Isolab, Almanya

Sigma Aldrich, Amerika
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Sigma Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Cin
Gattefosé, Fransa
BioVision, ingiltere
Corning, ABD

Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Zag kimya, Turkiye
Sigma Aldrich, ABD
Smart Kimya, Turkiye
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Sigma Aldrich, ABD



34

Rekombinant insan interlokin-2

RPMI-1640

SIF® Powder

Slide-A-Lyzer ™ Diyaliz kasedi 20 K MWCO
Sodyum dodesil sulfat

Sodyum fosfat dibazik

Sodyum fosfat monobazik dihidrat

Sodyum hidroksit

Sodyum klortr

Spectra/Por® Biotech CE Diyaliz MWCO 20K
Teksoll

Tetrametiletiinediamin (TEMED)

Transwell® insert (5 ym)

Tris base

Tween® 80

Triton X- 100

WST-1

3.1.2. Kullanilan arag, gereg¢ ve cihazlar

0,22 ym naylon filtre

0,45 ym naylon filtre

Aliminyum pan

Aliminyum sivi pan

C6zunme hizi cihazi

Damlacik buyuklugu olgum cihazi
Diferansiyal taramal kalorimetre
Dijital terazi

Distile su cihazi

Elektroforez gug¢ kaynagi
Eppendorf tip

FT-IR Spektrofotometre

Hassas terazi

Elabscience®, Cin
Gibco, ABD
Biorelevant, ingiltere
Thermo Scientific™, ABD
Isolab, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya
Spectrum, Yeni Zelanda
Tekkim, Turkiye

Sigma Aldrich, ABD
Corning, ABD

Sigma Aldrich, ABD
Merck, Almanya
BioShop, Kanada

Roche, Almanya

Sartorius, Almanya
Sartorius, Almanya
Shimadzu, Japonya
Shimadzu, Japonya

Agilent 708-DS, ABD
Malvern Zetasizer, ingiltere
DSC 60, Shimadzu, Japonya
Shimadzu, Japonya

Niive NS112, ingiltere
Biorad, ABD

Isolab, Almanya

Perkin Elmer Spectrum, FT-NIR

Phoenix Instrument, Almanya



Hacre kiiltiri flaski (75 ve 25 cm?)
Hucre sayici

Istk mikroskobu

Insan interlokin-2 ELISA kit

insiilin enjektori

iklimlendirme dolabi

Kuyucuklu hdcre kiltart plakasi(12 ve 96°l1)
Lipoliz cihazi

Manyetik karigtirici

Manyetik karigtirici
Mikroakigskanlastirma cihazi
Mikroplaka okuyucu (SpectraMax i3x)
Mikroplaka okuyucu (SpectraMax iD3)
Mikroplaka inkubatoru

Otomatik pipet

pHmetre

Santriftij (Allegra X-30)

Sert jelatin kapstul (00el)

Sirkuler dikroizm (Jasco J-815)

Su banyosu

TEM

Ultrasonik banyo

Ultra-Turrax

Viskozimetre

Viskozimetre (MicroVISC™)

Vorteks

Zeta potansiyeli olgim kuveti
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Corning, ABD

Biorad, ABD

Leica DM6B, Almanya
Elabscience®, Cin

Beybi, Cin

TK252, Nuve, Turkiye
Nest, Cin

Metrohm 902 Titrando, isvigre
Thermo Scientific, Almanya
Four E’s Scientific, Cin
Microfluidics®, ABD
Molecular Devices, ABD
Molecular Devices, ABD
Hangzhou Ruicheng Ins., Cin
Eppendorf, Almanya
Ohaus, ABD

Beckman Coulter, ABD
Capsugel®, Belgika

Jasco, Japonya

Nuve, Tarkiye

FEI Tecnai G2 Spirit, ABD
Bandelin, Almanya

IKA, Almanya

Brookfield DV llI+, ABD
Rheo Sense, ABD

Firlabo, Fransa

Malvern, ingiltere
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3.2. Yontem

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar in siliko, in vitro ve hicre kilturt calismalari
olmak Uzere U¢ ana bolume ayrnimigtir. IL-2'nin fizikokimyasal ozelliklerinin
belirlenmesi, IL-2 igeren oral yolla uygulanabilecek en uygun enzim inhibitdrand
iceren nanoemdilsiyon formulasyonunun gelistiriimesi icin MD simulasyonuna dayali
in siliko formUlasyon gelistiriimesi, formulasyonlarin karakterizasyon ¢alismalari, in
vitro salim, in vitro lipoliz ve hucre kultira galismalari yapiimistir. Bu galismalar Sekil

3.1°’de gosterildigi gibi 6zetlenmigtir.

interlokin-2iceren Nano Taslyici Sistem

v v

In siliko galismalar In vitrocalismalar

#/‘\ v

Farkli yag fazi ve
Molekiiler dinamik surfaktan denenerek
simulasyonlari yeni formilasyon
gelistiriimesi

N4

Olusturulan nanoemdilsiyonlarin in vitro
karakterizasyon calismalar (damlacik
buyukligu, polidispersite indeksi, zeta

potansiyeli, viskozite, termal stabilite)

Yukleme etkinliginin . .
ELISA yontemiile s Optimum olarak belirlenen
tayin edilmesi nanoemiilsiyona IL-2 yliklenmesi

! I ¥ I l
IL-2igeren In vitrosalim in vitrolipoliz - 2B ve 3B hiicre
nanoemiilsiyonun in| | ¢aligmalan calismalan Stabilite calismalari | kiiltiirii calismalan
vitro karakterizasyon ¥ |- Thermomyces
calismalari ) -
ELISA yéntemiile lanuginosuslipaz A

lipoliz caligmasi

miktar tayini

Sekil 3.1. Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin sematik olarak gosterimi

3.2.1. in siliko molekiiler dinamik galismalari

Onformilasyon galismalari kapsaminda IL-2 igin en uygun nanoemdilsiyonun
hangisi oldugunu belirlemeye yonelik MD simulasyonlarini gercege en yakin
kosullarda simule etmek adina primer emdulsiyon sistemi igin tum atom

similasyonlari gergeklestirilmistir. insan IL-2'nin farkl kristal yapilari Protein Veri
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Bankasi'ndan  (PDB) incelenerek Cizelge 3.1de

simullasyonlarinda kristallesen IL-2'nin dogal formlarindan PDB kodlari 1M47 veya

sunulmustur.  MD

1M4C’nin (Arkin ve digerleri, 2003) kullaniimasina karar verilmigtir. 1M47'nin
¢6zunurlugu daha iyi oldugundan ve daha iyi temsil edecedi i¢in simulasyonlarda bu

kristal yap1 kullaniimistir.

Cizelge 3.1. insan IL-2’nin kristal yapilari

Tanimlayici

Yontem

Sekans
Aralig

Detay

Kaynak

1mM47

X-ray

21-153

insan IL-2'nin kristal yapisi (Dogal 1)

1M48

X-ray

21-153

Bilesik 1 ile IL-2 kompleksinin kristal
yapisi

1M49

X-ray

21-153

SP-1985 ile insan IL-2 kompleksi kristal
yapisi

1IM4A

X-ray

21-153

(1H-indol-3-il)-(2-merkapto-
etoksiimino)-asetik asit ile C31'de
kovalent modifiye insan IL-2 Y31C'nin
kristal yapisi

1M4B

X-ray

21-153

2-[2-(2-Sikloheksil-2-guanidino-
asetilamino)-asetilamino]-N-(3-
merkapto-propil)-propionamid ile C43'te
kovalent modifiye insan IL-2 K43C'nin
kristal yapisi

1m4C

X-ray

21-153

insan IL-2'nin kristal yapisi (Dogal 2)

(Arkin ve
digerleri,
2003)

INBP

X-ray

21-153

3-Merkapto-1-(1,3,4,9-tetrahidro-B-
karbolin-2-il)-propan-1-on ile C31'de
kovalent olarak degistirilmis insan IL-2
Y31C'nin kristal yapisi

Baglanma bdélgeleri aydinlatiimis (F42,
R38, L72)

(Hyde ve
digerleri,
2003)

1PW6

X-ray

21-153

IL-2'nin disUk
mikromolar
klguk molekl
inhibitord

o |L-2ile IL-2Ra
baglanmasindaki
kritik sicak

1PY2

X-ray

21-152

IL-2'de bir sicak
noktaya baglh 60
nm kugik
molekulin
yapisi

bdlgeleri
(baglanma
bdlgeleri; F42,
E62) aydinlatiimis

(Thanos ve
digerleri,
2003)

1QVN

X-ray

21-152

IL-2 V69A'ya bagli SP4160'in yapisi

(Thanos ve
digerleri,
2006)




38

Cizelge 3.1. (devam) insan IL-2’nin kristal yapilari

i i . . (Rickert ve
1792 X-ray 21-153 :(Lriszt;e IaL |23qu arasindaki kompleksin digerleri,
yap 2005)
i i , i . (Wang ve
oB5| X-ray 21-153 II(Iz)g1 |||;|<23Ra nin yanisira IL-2Rp ve y:ile digerleri,
P 2005)
Y . Lo (Stauber ve
P yap 2006)
i . i - (Klein ve
5M5E xray | 8153 |- ;;’Iarga'l‘;: '('gé';jle\‘/‘)’mp'eks'”'” digerleri,
yap 2017)
1ILM Model 26-153 | IL-2 ve IL-2Ra kompleksi / Revize (Bamborough
edilmis iki alternatif IL2R kompleks ve digerleri,
1ILN Model 26-153 | modeli, A ve B zinciri 1994)
F42A mutanti IL-2'nin Ug¢ boyutlu yapisi,
iki boyutlu NMR ve X-i1sini kristalografisi (Mott ve
1IRL NMR | 21-153 | X2 ° 718 9 digerleri,
ile belirlenerek dogal IL-2 yapisiyla
1995)
karsilastiriimasi
3INK X-ray 21-153 C125A yerlestiriimis insan rekombinant (McKay, 1992)
IL-2 yapisi
3QAZ X-ray 21-153 | IL-2 mutant D10 Ugli kompleksi (Levin ve
digerleri,
3QB1 X-ray 21-153 | IL-2 mutanti D10 2012)
ANEJ X-ray 24-153 | || onin kristal temas arayliziine bagl (?:I:gglr(lzr\i/e
ANEM X-ray 24-153 kiigik molekiler fragman 2014) ’
Fab fragmanli NARA1 antikoru ile insan R(:r;?rr:aazs\-/e
5LQB X-ray 22-153 | IL-2 mutanti Proleukinin karmasik digerleri
yapis| 2016)
(Trotta ve
5UTZ X-ray 21-153 | insan IL-2/Fab kompleksi digerleri,
2018)
EM 1-21 !nsa?da salgllgnarl dogal
6LX3 immunoglobulin A'nin Cryo-EM yapisi (Wang ve
i digerleri,
SpsA'nin N-terminal alaniyla kompleks 2020)
6LXW EM 1-21 halindeki insanda salgilanan dogal
immunoglobulin A'nin Cryo-EM yapisi
ALKS 4230'un X-1s1ni yapisi, dairesel (Lopes ve
6VWU X-ray - permutasyonlu insan IL-2 ve IL-2Ra digerleri,
fuzyonu 2020)
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o . . (Karakus ve
6YE3 X-ray | 21-153 EOanAlezkg‘ff_”zb" Fab fragmani ile digerleri,
P 2020)
insan IL-2 ile kristallestirilen anti-insan (Kim ve
7DR4 Xray | 21153 || 00 Be s digerleri,
2021)
(Ptacin ve
T™M2G X-ray 21-153 | Insan IL-2 mutanti P65K, C125S digerleri,
2021)
StablL-2 seq15 olarak adlandirilan
TRAA Xray | 21-153 tasarlanmis IL-2 (Ptacin ve
digerleri,
7RA9 X-ray 21-153 StablL-2 seq1 olarak adlandirilan 2021)
tasarlanmig IL-2
Hedef CD25 reseptériine baglanan (Ren ve
7ZMZ X-ray 20-153 tasarlanmis IL-2 P g digerleri,
v 2022)
i — o . . (Goryacheva
Y73 X-ray 84-92 :l_Aé :;Il(gt#]er;;kkgiepuu ile kristallestirilen ve digerler,
P 2023)
(Jumper ve
Tahmin digerleri, 2021;
AF-P60568-F1 edilen 1-153 | IL-2 AlphaFold yapi tahmini Varadi ve
digerleri,
2024)

IL-2 ile MD simulasyonlari gerceklestirimeden 6nce Sekil 2.3’te gosterilen IL-2 ve
etkilestigi, IL-2Ra, IL-2RB ve IL-2Ry reseptorleri ile etkilesimleri molekiler diizeyde

incelenmigtir.

IL-2 ile gerceklestiriien MD simulasyonlarinda kullanilan yardimci maddeler, lipit
temelli sistemlerle ilgili literattirlerde en sik kullanilan yardimci maddeler arasindan
secilmistir ve Cizelge 3.2’de sunulmustur. Secilen yardimci maddelerin bilesenleri
teknik bilgi formlarina goére oOzetlenerek Cizelge 3.3'te sunulmustur. Yardimci
100 (ns)
Simulasyonlar doért kopya olarak gergeklestiriimistir. Bu simulasyonlarla, geri

maddelerle simulasyonlar nanosaniye olarak olusturulmustur.
donusimlu etkilesimlerin varliginin gézlemlenmesi, hedef reseptoér ile hangi
baglanma bdlgelerinde etkilestigi ve etkilesimin turl, etkilesim bolgesinde bulunma

suresi, proteinin c¢evresindeki polar ve apolar ylzey alanlarinin maskelenip
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maskelenmedigi, hangi ve bunlarin

tedavideki

aminoasitlerle etkilesimin gergeklestigi

¢ozunurlige ve etkisine olasi etkileri molekuler seviyede

degerlendirilmigtir.

Cizelge 3.2. Formulasyon uUzerinde in siliko etkileri degerlendirilen yardimci

maddeler
Uzun Uzun Suda
S L zincirli . : ¢oziinen Yardimci
zincirli | Orta zincirli Propilen glikol .. .. .
yag trigliseritler mono ve esterleri yuzey yuzey etkin
asitleri digliserit etkin maddeler
karigimlan maddeler
Labrafac™ Maisine® Capryol® 90
Oleik asit | Lipophile Labrasol® | Transcutol® HP
WL 1349 Peceol™ | Lauroglycol™ 90

Cizelge 3.3. Teknik bilgi formlarina gore yardimci maddelerin 6zellikleri

Bilesenler Oran (%)
Labrafac™ Kaproik asit (C6) <2,0
Lipophile WL 1349 | Kaprilik asit (C8) 50,0 - 80,0
Kaprik asit (C10) 20,0 - 50,0
Laurik asit (C12) <3,0
Miristik asit (C14) <1,0
Labrasol® ALF Kaproik asit (C6) <2,0
Kaprilik asit (C8) 50,0 - 80,0
Kaprik asit (C10) 20,0 - 50,0
Laurik asit (C12) <3,0
Miristik asit (C14) <1,0
Lauroglycol™ 90 Kaprilik asit (C8) <0,5
Kaprik asit (C10) <2,0
Laurik asit (C12) 95,0
Miristik asit (C14) <3,0
Palmitik asit (C16) <1,0
Transcutol® HP Dietilen glikol monoetil eter =99,900
Maisine® CC Palmitik asit (C16) 4,0 -20,0
Stearik asit (C18) <6,0
Oleik asit (C18:1) 10,0 - 35,0
Linoleik asit (C18:2) >50,0
Linoleik asit (C18:3) <2,0
Arasidik asit (C20) <1,0
Eikosenoik asit (C20:1) <1,0
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Peceol™ Palmitik asit (C16) <12,0
Stearik asit (C18) <6,0
Oleik asit (C18:1) 60,0
Linoleik asit (C18:2) <35,0
Linoleik asit (C18:3) <2,0
Arachidic asit (C20) <2,0
Eikosenoik asit (C20:1) <2,0

Capryol® 90 Kaprilik asit (C8) >=90,0
Kaprik asit (C10) <=3,0
Laurik asit (C12) <=3,0
Miristik asit (C14) <=3,0
Palmitik asit (C16) <=1,0

* Simdlasyon sistemleri kurulurken %10 ve (izeri oranlar dikkate alinmistir.

Protein yapisindaki ilaglarin asidik mide ortaminda peptidaz enzimlerinin etkisiyle
metabolize olmasi nedeniyle bu ilaglarin etki yoresine ulagsamadan deaktive olmalari
s6z konusu olmaktadir. Bu da peptit/protein yapisindaki ilaglarin oral yoldan
uygulanabilmeleri agisindan, yeterli potensin goérilememesi nedeniyle klinikte
kullanilmasina engel teskil etmektedir. Bu durumu asabilmek adina nanoemulsifiye
sistemleri gelistirme ve boylelikle IL-2'nin emilsiyon formunda bifazik lipit kiirecikleri
icerisinde hapsedilerek korunma stratejisi benimsenmigtir. Buna ek olarak,
formllasyona proteaz enzim inhibitori ilave edilerek gastrointestinal kanalda
korumak amaclanmig, uygun proteaz inhibitérini belirlemek icin literattr
arastirmasindan sonra MD similasyonlar olusturulmustur. Simulasyon siresi,
yardimci maddelerle gergeklestirilenlerden farkli olarak proteaz inhibitorlerinin
yapisal olarak daha buyumesine baglh artan kompleksite nedeniyle verilerin

guvenilirligini arttirmak amaciyla 500 ns olarak calisiimigtir.

Tez kapsamindaki formilasyon tasarimi sureclerinde, IL-2'nin etki yOresine
ulasmasi ve IL-2R ile etkilesime girdiginde ortaya ¢ikabilecek senaryolari dikkate
alabilmek icin, ila¢ etken maddesinin etkisini farkli sekillerde degistirebilecek
yardimci maddelerin de farkli simllasyon sistemlerine dahil edilmesiyle, genis
perspektifte, ilacin etkisini nasil gésterebilecedi molekuler dinamik simulasyonlariyla
ortaya konulmustur. Elde edilen sonuglar, secilen formulasyonlarin oral yoldan
uygulamasinin  saglayabilecegi ile olasi birlikte

avantajlar dezavantaijlar
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degerlendirme olanagi sunmustur. Yapilan galismalarin sonuglari ayni zamanda
stabilite veya gec¢imsizlik gibi potansiyel problemler hakkinda da on bilgi saglamistir.
Boylelikle, yapilacak gcalismalarin molekuler seviyede ne gibi etkileri olabileceginin
degerlendiriimesine ve basari gsansinin artirmasina yonelik degerlendirme

yapilmasina olanak saglanmistir.

Simulasyonlar igin formulasyon bilesenleri Maestro ara yizu (Schrédinger Release
2021-3: Maestro, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2021) kullanilarak gizilmistir.
Kimyasallari hazirlamak igin pH 7,4 £ 1,0'da LigPrep (Schrodinger Release 2021-3:
LigPrep, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2021) rutini kullaniimistir.
Simulasyonlarda belirtildigi gibi PDB kodu 1M47 olan IL-2 kullaniimistir. IL-2’nin
eksik yan zincirlerinin tahmin edilen pozisyonlarini eklemek ve proteini gevsetmek
icin Protein Preparation Wizard (Schrédinger Release 2021-3: Schrddinger Suite
2021-3 Protein Preparation Wizard; Epik, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2021;
Impact, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2021; Prime, Schrodinger, LLC, New
York, NY, 2021) kullaniimistir. Tum atom tipleri ve protonasyon durumlari OPLS4
kuvvet alani ile tanimlanmigtir. Simulasyon sistemleri, Desmond (Schrodinger
Release 2021-3: Desmond Molecular Dynamics System, D. E. Shaw Research,
New York, NY, 2021. Maestro-Desmond Interoperability Tools, Schrodinger, New
York, NY, 2021) ile MD simulasyonlarini ¢alistirmak igin System Builder yardimci
programi ile olusturulmustur. Simulasyon sistemi TIP3P su molekdlleri ile ortam
doldurulmustur. Simulasyon sistemi gevseme protokoll olarak, yazilimin varsayilan
protokolu kullaniimistir. Simulasyon siresi 100 ns ve 500 ns olarak ¢alisiimis olup

simulasyonlar 4 kopya olarak gerceklestirilmigtir.
3.2.2. interldkin-2’nin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

Onformilasyon calismalari kapsaminda IL-2’nin FT-IR analizi, DSC analizi, sirkller
dikroizm spektroskopisi gibi fizikokimyasal 6zellikleri tespit edilmigtir. IL-2’nin pahali
ve sinirli miktarda olmasi nedeniyle ¢ozunurlik ¢calismasi yerine molekuler dinamik
simullasyonlari planlanmistir. Ayrica, tez c¢alismasinda, yurutilen KAP projesi
kapsaminda farkli kaynaklardan IL-2 Uretimi gergeklestiriimis ve karsilastiriimalari

yapilmistir.



43

IL-2 Uretimi

IL-2 tretimi Kog Universitesi Fen Fakultesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimu ve
Istanbul Teknik Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolumu laboratuvarlarinda yurutalmuagtir. Rekombinant DNA teknolojisiyle uretilen
insan IL-2’nin Uretimi i¢in kodon tasarimi yapilmis ve gen tasarimi esnasinda
Uretilecek proteinin daha ¢6zinlr olmasini saglayacak SUMO-Tag SUMO (Small
Ubiquitin-like Modifier) eklenmigtir. Satin alinan SUMO-Tag etiketli genler pET-28a
(+) vektorune klonlanarak caligiimig, diger bir Uretimde ise IL-2-pET30a plazmidi
Escherichia coli Rosetta 2 susuna transforme edilerek Uretim islemleri
gerceklestiriimistir (Akgun, 2022). Sekil 3.2’de rekombinant DNA teknolojisiyle

protein Uretim slUreci sematik olarak 6zetlenmistir:

Ori /
Promotér ' 8 a
&
Bakteri . <
o pET-28a(+) toplama Petriye ekim
Antibiyotik
direnci Hedef 8
—
gen ¥ \
Rosetta™ 2 Bakteri
//() \ kolonileri
AN é%/ .
Inkiibasyon
Hedef Protein Tanimlama ve Klonlama Bakteri Hiicresine Transformasyon
Nikel Afinite
Kromatografisi Digiik
I3 Molekiil
| Agirhig

uuuuu

_ Protein
<+ izolasyonu

F
Le. =

Saflastinimis Protein
Karakterizasyon ve Testler 80°Cde Saklama

Saflastirma

Sekil 3.2. Rekombinant IL-2 Uretim sureci sematik gdsterimi

Boyut dislama kromatografisi (SEC-HPLC)

Bu ydntem, monomer, dimer ve multimer formdaki proteinlerin ayrilmasi ve

miktarlarinin tayini i¢in optimize edilmistir. Boyut dislama kromatografisi (SEC-
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HPLC), biyolojik ve farmasoétik analizlerde, 6zellikle protein temelli ilaglarin
karakterizasyonunda yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu ¢alismalar, Kog Universitesi
Fen-Edebiyat Fakultesi Molekuler Biyoloji ve Genetik Bolumu laboratuvarlarinda
gerceklestiriimistir. Calismada dimerizasyon ve oligomerizasyon durumlarini test
etmek icin saflastirlmis rhlL-2 proteini, saflastirma sonrasi SEC-HPLC ile
degerlendirilmigtir. Bir Biosuite Yuksek ¢ozunurlikli SEC kolonu 250'de (Waters
Corp., Milford, MA), toplam 10 pg saf protein enjekte edilmistir ve drnekler izokratik
bir gradyan kullanilarak 20 dakika islenmistir. Mobil faz olarak PBS (pH 7,4)

kullanilmistir.

SEC-HPLC ayrica farkli tampon ortamlarinda proteinlerin stabilitesini ve safligini
incelemek icin de kullanilabilmektedir. In vitro calismalarda kullanmak Uzere;
metanol, asetonitril, %0,5 SLS c¢ozeltisi ve %0,5 SLS iceren PBS tamponu
ortamlarinda IL-2 igin mobil faz oranlari, akis hizi ve enjeksiyon hacmi gibi
parametreler degistirilerek en uygun calisma kosullari elde edilmistir. Mobil faz
kosullari, en uygun protein ¢oézunurligu ve kararliigini saglamak igin optimize
edilmistir. Calismada kullanilan tamponlar 50 mM NaCl ve 20 mM Tris-HCI'dir.
izokratik akis kosullari, Superdex S200 (10/300) veya S75 kolonlarinda kullanilarak
proteinlerin ayrimi gerceklestirilmistir. Calisma, her iki kolonun ayrim aralidina
uygun olarak proteinlerin molekuler agirliklarina gore ayrilmasini saglamaktadir.
Calismada S200 kolon igin akis hizi 1 mL/dk, S75 kolon igin akis hizi 0,5 mL/dk

olarak caligiimigtir.
FT-IR analizi

IL-2’nin Fourier Dontsumua Kizilotesi (FT-IR) spektrumu, Perkin ElImer Spectrum-
400 cihazi kullanilarak 4000-600 cm dalga boyu araliginda sulu ¢ozeltisi halinde
belirlenmistir. FT-IR analizinde gonderilen kizilotesi 1s1g1 ¢esitli dalga boylarinda
absorbe etmesi sonucu numunenin molekuler yapisi aydinlatilir. Molekuler yapi ve

fonksiyonel gruplara bagli olarak her numuneye 6zgu spektrum elde edilmektedir.
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DSC analizi

Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) yontemi, termal olaylarin detayli analizini
yapabilmek igin kullanilan hassas bir tekniktir. Bu yontemle, drnek ve referans
malzemelerin sicakliklarini ayni seviyede tutabilmek i¢in gereken 1si enerijisi olgulur.
Ornegin erimesi gibi endotermik bir siire¢ meydana geldiginde, 6rnegin sicakligini
referansin sicakhgl ile esit tutmak icin daha fazla is1 enerjisi saglanmasi
gerekecektir. Bu suregte, 6rnek ve referans arasinda isi akisinda bir farkhlik ortaya
cikar. IL-2'nin karakterize edilmesi amaciyla, DSC o6lgumleri Shimadzu DSC-60
diferansiyel taramali kalorimetre ile yapilmistir. DSC analizleri aliminyum pan
kullanilarak azot gazi altinda 90°C’ye kadar 1°C/dk artacak sekilde oOlgim
gerceklestiriimistir (Vrikkis, 2013; Potong, Sookkumnerd ve Rattanaphanee, 2011).
Etkin madde ve formulasyon numuneleri 25-90°C sicaklik araliginda taranarak

termogramlari alinmig ve elde edilen termogram yorumlanmigtir.

Sirkiler Dikroizm Spektroskopisi

Sirkuler dikroizm (CD) cihazi ile protein ikincil yapi analizi yapiimigtir. IL-2’nin ikincil
yapisindaki alfa helix ve beta sheet yapilarinin varligr Bilkent Uluslararasi
Nanoteknoloji Merkezi’'ndeki (UNAM) CD cihazi (Jasco J-815) ve 10 mm kuartz
kiivet kullanilarak analiz edilmistir. Uretilen IL-2’'nin analizleri istanbul Teknik
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiltesi Molekiler Biyoloji ve Genetik Balimi
laboratuvarlarinda gergeklestiriimistir (Jasco J-1500). Sirkuler Dikroizm cihazinda

kullanilan parametreler asagida belirtiimigtir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Sirkuler dikroizm analiz parametreleri

Sirkiiler dikroizm cihazi Jasco J-815
Dalga Boyu Araligi 190-260 nm
Adim Biiyiikliigii 10 nm

Bant Genisligi 2,0 nm
Tarama Hizi 50 nm/dk hiz
Okuma Sayisi 3

Ortam Sicakhigi 25°C
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Cizelge 3.4. (devam) Sirkuler dikroizm analiz parametreleri

Sirkiiler dikroizm cihazi Jasco J-1500
Dalga Boyu Araligi 200-250 nm
Adim Biiyiikliigii 10 nm

Bant Genisligi 2,0 nm
Tarama Hizi 50 nm/dk hiz
Okuma Sayisi 3

Ortam Sicakligi 25°C

3.2.3. interldkin-2’nin miktar tayini yéntemi ve validasyonu

IL-2’nin miktar tayini enzime bagh immunoabsorbant test (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay, ELISA) ile yapiimistir. ELISA ile antijen veya antikor tayini
yapilabilmektedir. Ozgll antijen-antikor arasindaki reaksiyona dayanan bu
yontemde, antijen-antikor kompleksine, enzim ile isaretli anti-gammaglobulin
baglanarak bir kompleks olusturmaktadir. Bu enzimin etkiledigi bir substratin
eklenmesi ile olugan renk, ELISA plak okuyucu ile okunarak degerlendiriimektedir.
insan IL-2 miktar tayinlerinde Elabscience® Human IL-2 ELISA Kit ve ELISA plak

okuyucu olarak Molecular Devices SpectraMax i3x kullaniimistir.

ELISA kitinin calisma prensibi

ELISA kiti Sandvig-ELISA prensibini kullanmaktadir. Bu kitteki mikro ELISA plakasi,
insan IL-2'ye spesifik bir antikor ile dnceden kaplanmistir. Ornekler (standartlar)
mikro ELISA plaka kuyularina eklenir ve spesifik antikor ile birlestirilir. Daha sonra
insan IL-2'ye spesifik bir biyotinlenmis tespit antikoru ve Avidin-Horseradish
Peroksidaz (HRP) konjugati her bir mikro plaka kuvetine art arda eklenir ve inkibe
edilir. Serbest bilesenler yikanarak uzaklastirilir. Substrat ¢ozeltisi her bir klvete
eklenir. Sadece insan IL-2, biyotinlenmis tayin antikoru ve Avidin-HRP konjugati
iceren kuvetler mavi renkte gorunmektedir. Enzim-substrat reaksiyonu stop ¢ozeltisi
eklenerek sonlandirilir ve renk sariya doner. Optik dansite (OD) 450 £ 2 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak dlgultr. OD degeri insan IL-2 konsantrasyonu ile
orantihdir. Numunelerdeki insan IL-2 konsantrasyonu, numunelerin OD degeri

standart egri ile kargilastirilarak hesaplanmaktadir.
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insan IL-2 ELISA kitine ait validasyon parametreleri asagida verilmistir:

Duyarhlik: 4,69 pg/mL

Olglim Araligi: 7,81-500 pg/mL

Tekrarlanabilirlik: Varyasyon katsayisi <%10

Spesifiklik: Kit numunelerdeki insan IL-2'yi tespit etmektedir. insan IL-2 ve analoglari

arasinda onemli bir capraz reaktivite veya girisim gézlenmemektedir.
insan IL-2 ELISA kitinin galisma protokili asagida 6zetlenmistir:

1. IL-2 standardi, konsantrasyonu 500 pg/mL olacak sekilde seyreltilmis ve bu
500 pg/mL standart IL-2 ¢dzeltisinden hareketle 500, 250, 125, 62,5, 31,25,
15,63, 7,81, 0 pg/mL IL-2 igceren ¢ozeltiler hazirlanarak kuyucuklara 100 uL
bu standartlardan eklendi. Kuyucuklara 100 yL numune eklendi ve 37°C'de
90 dakika boyunca inkube edildi.

2. Sivi kismi atilip hemen her bir kuyucuga 100 pL biyotinlenmis tayin Ab
cozeltisi eklendi ve 37°C'de 60 dakika boyunca inktbe edildi.

3. Mikroplakadaki sivi uzaklastirnlarak yikama tamponuyla 3 kez yikandi.

4. 100 pL HRP konjugat ¢ozeltisi eklendi ve 37°C'de 30 dakika boyunca inkibe

edildi.

Mikroplakadaki sivi uzaklastirilarak yikama tamponuyla 5 kez yikandi.

90 uL ylzey reaktifi eklendi ve 37°C'de 15 dakika inkibe edildi.

50 pL durdurma c¢ozeltisi eklendi.

© N o O

Plaka hemen mikroplaka okuyucuya yerlestirilerek kuyucuklarda olugsan sari
rengin optik yogunlugu 450nm'de okundu. Kalibrasyon dogrusu cizilerek

sonuglar hesaplandi.

Bu slrec¢ sematik olarak Sekil 3.3’te sunulmaktadir.
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Sekil 3.3. Sandvig ELISA’nin adimlari (Elabscience® Human IL-2 ELISA Kit)
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3.2.4. Nanoemiilsiyon formiilasyonu gelistirme ¢aligmalar

IL-2’'nin oral kullanilacak dozaj sekli, uzun sireli stabilite saglayabilmek,
permeabilitesini ve oral biyoyararlanimini artirabilmek amaciyla lipit temelli
formuUlasyon seklinde planlanmigtir. Bu amag dogrultusunda, suda kolayca ¢6ztiinen
insan IL-2’'nin yuUklenebilecedi formulasyon tipleri tercih edilmis ve Microfluidizer
cihazinda Z tip etkilesim kazani (G10Z) ile 6n formulasyon ¢alismalari kapsaminda
denemeler yapilmistir. Literattre gore mikroakigkanlastirici kullanilarak hazirlandigi
bilinen ila¢ tasiyici sistemler olan yag/su tipi nanoemdulsiyonlar, su/yag/su tipi
nanoemdulsiyonlar ve nanoyapili lipit tasiyicilar (NLC) olmak Uzere farkl

formUlasyonlar denenmistir.

On denemelerde yapilan calismalarda F-A formilasyonunda yag fazinda Span 80
ve Labrafac WL 1349, su fazinda ise gliserol ve Tween 20 kullanilarak yag/su tipi
emulsiyon olusturulmustur. Manyetik karistirici Gzerinde 600 rpm’de homojen olana
dek karistirildiktan sonra mikroakiskanlastiricidan 15.000 psi'da 5 gegis sonrasi
damlacik boyutu ve PDI sirasiyla 114,7-127,8 nm ve 0,217-0,228 olarak
bulunmusgtur. IL-2’'nin yag fazindaki ¢6zunurlidu bilinmediginden yag/su tipi

emulsiyon tercih edilmemigtir.

F-B formilasyonunda yag olarak Capryol 90, surfaktan karisimi olarak Gelucire
44/14 : Transcutol kullanilarak yag/su tipi emulsiyon olusturulmustur. Sirfaktan
karisimi (Smix) ve yag/Smix igin 2 farkli oran belirlenmistir. Mikroakigkanlastiricidan
12.750 psi'da 8 kez gecirilmis, her gegis sonunda alinan dérnekler seyreltilerek
damlacik boyutu ve PDI siraslyla; 1. formllasyonunda, 20,66-1065 nm ve 0,199-
0,903 olarak, 2. formilasyonunda ise sirasiyla 1002-3793 nm ve 0,084-1,0 olarak
Olcllmustir. Formulasyon bilesenlerinden Gelucire 44/14°Gn oda sicakliginda yari
kati 6zellik gostermesi nedeniyle ve sabit oda sicakliginda galisiimasi da mimkun
olamadigindan ve homojen sonuglar elde edilmediginden bu formilasyondan

vazgegilmigtir.

F-C formulasyonu, nanoyapilh lipid tasiyici (NLC) formulasyonudur. Capryol 90 ve
Precirol ATO 5, manyetik karistirici Gzerinde 70 °C 400 rpm’de 10 dk karistirildiktan
sonra 70°C’deki su ve Cremophor RH 40 ile Ultra-Turrax’ta 11.000 rpm’de 70°C
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sicaklikta 3 dk tutulmaktadir. Formulasyon, mikroakigkanlastiricidan 7.250 psi'da 5
kez gecirildikten sonra manyetik karistirici Gzerinde buz igerisinde 400 rpm’de
karistirimistir. Damlacik boyutu ve PDI sirasiyla 152,3-1029 nm ve 0,308-0,522
olarak olgulmustur. DSC sonuglarina gore referans IL-2 i¢in 70°C yuksek sicaklikta
calisiimamasinin gerekmesi ve cihazda kontrolll sicaklik saglanamiyor olmasi gibi

nedenlerle bu formulasyon tercih edilmemistir.

Yapilan  onformulasyon c¢alismalari  sonucunda ¢oklu  nanoemulsiyon
formuUlasyonlari sagladigi avantajlar ve uretim kosullari nedeniyle tercih edilmistir.
Formulasyondaki sicaklik, basing ve gecis sayilari gibi iglem parametreleri
literattrler dogrultusunda belirlenmigtir. Su/yagd/su tipi nanoemdlsiyonlar secilerek
literatlr bilgisi dogrultusunda farkli sayilarda basing ve gegis sayilari denenerek
damlacik boyutu ve PDI olglimlerine gore en stabil oldugu parametreler
belirlenmistir. Secilen F1 ¢oklu nanoemiilsiyon ve F2 kendiliginden emiilsifiye
¢oklu nanoemiilsiyon formiilasyonlari Sekil 3.4’te sematik olarak gosterilmigtir.
Formulasyon galismalari kapsaminda yapilan ¢alismalar asagida ayrintili olarak

sunulmustur.
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Sufazi
Yag fazi
Sirfaktan

+Su-~>

Sufazi
Yag fazi
Sirfaktan

Sekil 3.4.a. Coklu nanoemulsiyonun (F1) ve b. kendiliginden emdlsifiye ¢oklu
nanoemdulsiyonun (F2) sematik gosterimi.

F1 nanoemiilsivonunun hazirlanmasi

Primer su/yag tipi emilsiyonun %5’i a/a poligliserol polirisinolat (PGPR) icerecek
sekilde %80 oleik asit tartilip ilave edilmistir. Sonrasinda ayni sicakliga getirilmig
yag fazi ve su fazi (40°C) 350 rpm’de 10 dk karistinlmistir. Sonrasinda ultra-turrax
cihazinda 10.000 rpm’de 3 dk, sonrasinda ise ultrasonik banyoda 35 kHz'de 5 dk
karistiriimigtir. Hazirlanan primer emulsiyonun tzerine Tween 80 ve distile su ilave
edilip ultra-turrax cihazinda 10.000 rpm’de 2 dk boyunca karistirilmistir. Hazirlanan
emulsiyon 10.000-30.000 psi altinda mikroakiskanlastirma cihazindan 3-5 defa

gegcirilerek incelenmistir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. F1 formilasyonunda kullanilan bilesenler

F1 Bilesen Miktar (g)
Oleik asit 0,76
Primer Emlilsiyon PGPR 0,04
Distile su 0,2
Primer Emdlsiyon 1
Coklu Emdilsiyon Tween 80 0,04
Distile su 3,96

F2 nanoemiilsivonunun hazirlanmasi

Labrafac™ tartilip Uzerine PGPR (7:1) ilave edilmigtir (yag fazi). Daha sonra ayni
sicakhga (50°C) getirilmis %90 yag fazi ve %10 su fazi 1000 rpm’de 3 dk
kanistinlmistir.  Sonrasinda ultra-turrax cihazinda 24.000 rpm'de 3-4 dk
kanstiriimistir. Mikroakiskanlastirma cihazindan 10.000 psi'de 1-5 defa gecirilmistir.
Hazirlanan primer emulsiyon Uzerine %40 Kolliphor EL ilave edilerek oda sicakhgi
kosullarinda final nanoemdulsiyon formulasyonu dusuk enerji metoduyla

kanistirilarak hazirlanmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. F2 formulasyonunda kullanilan bilesenler

F2 Bilesen Miktar (g)
Labrafac™ Lipophile 7,88
Primer Emdilsiyon WLLS49

PGPR 1,12

Distile su 1

Primer Emulsiyon 2
Coklu Emdilsiyon Kolliphor EL 1,332
Distile su 3,96

Optimum formulasyon parametrelerini belirlemek icin hazirlanan formulasyonlar

1:250 oraninda distile su ile seyreltilmis damlacik boyutu ve PDI 8lgtiimiistiir.
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interlokin-2 yiiklii nanoemiilsiyon formiilasyonunun hazirlanmasi

IL-2 yUkli nanoemdlsiyon hazirlamak igin su/yad/su nanoemdlsiyonlarin primer
emlilsiyondaki su fazi olarak 2,5 x 10° IU/mL IL-2 yUklG olacak sekilde IL-2 ¢ozeltisi
kullaniimigtir. Temin edilen Elabscience® Rekombinant insan interlokin-2 proteinin
biyoaktivite bilgilerine goére 10’ IU/mg IL-2 vardir ve bu dogrultuda gereken
hesaplamalar yapilmistir. Buna gore 1 g (yaklasik 1 mL) emdllsiyonda olmasi
istenen 250.000 IU IL-2, 0,025 mg IL-2’ye esit olmaktadir. Liyofilize protein, uygun
seyreltmelerle steril suyla hazirlanip porsiyonlanarak -80°C’de saklanmaktadir.

Proteaz inhibitériintn yiklu oldugu nanoemiulsiyonun olusturulmasi

Optimum olarak belilenen nanoemilsiyonun i¢ su fazina tedavi edici dozu
saglayacak sekilde 2,5 x 10° IU/mL IL-2, dis su fazina 3000 KIU/mL aprotinin
(Yetkin, Celebi, Ozer, Génll ve Ozogul, 2004), 10 mM basitrasin (Yamamoto ve
digerleri, 1994), 0,125 ng/mL kimostatin (Celik-Tekeli, 2020) veya 0,125 ng/mL
pepstatin eklenmesi planlanmigtir. Formulasyon hazirlanirken farkli olarak en dis
faza yapilan molekller dinamik simulasyon sonuglarina gore secilen proteaz

inhibitdru olan aprotinin eklenerek nanoemdlsiyonlar hazirlanmigtir.

3.2.5. Gelistirilen nanoemiilsiyon formiilasyonlarinda yapilan karakterizasyon

calismalari

ELISA kiti ile 1L-2 yikleme tayini

ELISA kitinin dlcum araligi belirtildigi gibi 7,81-500 pg/mL’dir. 1 g (yaklasik 1 mL)
emulsiyonda olmasi istenen IL-2 miktarinin 0,025 mg oldugu belirtilmigtir. ELISA Kkiti
ile IL-2 yukleme tayini yapabilmek igin formilasyonun uygun madde ile seyreltilerek
Olcim araligina uygun konsantrasyona getiriimesi gerekmektedir. ELISA kitine
uygun seyreltici ajani bulabilmek igin farkli oranlarda distile su, metanol, etanol,
%5’lik Triton X-100 ve %10’luk Triton X-100 ile seyreltmeler denenmigtir. Sonug
olarak bulanikliklari da g6z é6ninde bulundurularak %5’lik Triton X-100 ile seyreltme

yapilmasi uygun bulunarak galismalara bununla devam edilmistir.
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Nanoemudlsiyonun uzerine farkli oranlarda %5’lik Triton X-100 ilave edilerek yag
damlaciklarinin parcalanmasi amagclandi. Formulasyonun Uzerine %395’lik Triton
X-100 ilave edildikten sonra 2 dk boyunca vortekslendikten sonra IL-2 miktar tayini

ELISA kit ile yapiimistir. Tum ¢alismalar n=3 seklinde tekrarli olarak yurutulmuastur.

Damlacik boyutu ve PDi

Olusan nanoemulsiyon formulasyonlarinin damlacik boyutu (250 nm’den kiguk) ve
PDI (0,1-1 arasinda) 6lgiimleri dinamik 1sik sagihm yéntemine gdre Malvern
Zetasizer Nano ZS ile 25+0,5°C'de gercgeklestiriimigtir. Calismada formulasyon:
distile su, 1:250 oraninda karigtirilmis ve tek kullanimlik kuvetler kullanilarak 3
paralel olarak oOlcimler yapilmistir. Bu calisma hazirlanan formulasyonlarin
stabilitesini ve tek duzeligini agiklamaktadir (Alhamdany, Saeed ve Alaayedi, 2021).
Polidispersitenin degeri ne kadar ylksekse, formulasyondaki damlacik boyutu o
kadar heterojendir. PDi'nin diisiik degerleri ise secilen sistemlerin damlacik

boyutunun iyi bir dagihma sahip oldugunu gostermektedir.

Zeta potansivyeli

Zeta potansiyeli, nanoemdulsiyonlarin yuzey yukinu o6lgmek igin kullanilan bir
yontemdir. Zeta potansiyeli nanoemdulsiyonlarin stabilitesini tahmin etmek igin
kullanilan énemli bir parametredir. Negatif veya pozitif bir zeta potansiyeli,
nanoemdulsiyonun stabilitesini belirler. Negatif zeta potansiyeli, elektrostatik itme
kuvvetleri tarafindan damlaciklarin birbirinden uzaklasmasini saglar, bdylece
aglomerasyonu oOnler ve dispersiyon stabilitesini artirir. Pozitif zeta potansiyeli ise
damlaciklar arasinda elektrostatik cekme kuvvetlerine neden olarak aglomerasyon

egilimini artirabilir ve stabiliteyi azaltabilir.

Olgiimler, Malvern Zetasizer Nano ZS ile 3 paralel olarak 25+0,5°C'de
gerceklestiriimistir. Zeta potansiyelini 6lgmek i¢cin nanoemdulsiyon seyreltiimekte ve
degeri yagd damlaciklarinin elektroforetik hareketliliinden tahmin edilmektedir.
Nanoemdlsiyonun fiziksel stabilitesini saglamak icin zeta potansiyelinin £30 mV'luk

olmasi yeterlidir (Gurpreet ve Singh, 2018).
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Sodyumdodesilsiilfat Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile IL-2 stabilitesinin

degerlendiriimesi

Sodyumdodesilsulfat (SDS) ile muamele olan protein yapilari (ikinci, Uguncd,
dorduncu) bozulur. Sonug olarak protein yalniz primer yapi halinde negatif yuklu bir
hale gelir. Bu yontemde, molekul agirhdina ve yukine bagh olarak molekuller
anottan katoda dogru ilerlemektedir. Molekul agirhgr buyuk olan molekullerin jel

Uzerinde ilerlemeleri zor olur ve jelin daha Ust kisimlarinda bulunurlar.

Nanoemdulsiyon hazirlanirken ve nanoemdlsiyon igerisindeki IL-2’nin yapisal
batinlGgundn korunup korunmadigini ve stabilitesini degerlendirmek icin SDS-
PAGE calismalar yapildi. Gergeklestirilen galismalarda énce %15 akrilamid jelde
numuneler ylritilmistir. Ornek seyreltme tamponunda B-merkaptoetanol
kullanilan bu galismalarda protein bantlari gézlenememistir. Bu ¢alismalarda 6rnek
seyreltme tamponu ile muamele edildikten sonra hem kaynatilarak hem de
kaynatiimadan jele yiklenmistir (150 V, 15 dakika, 250 V 30 dakika). Calisma daha
sonra %12’lik akrilamid jel kullanilarak tekrarlanmistir. Farkli bir 6rnek seyreltme
tamponu kullaniimigtir. Ayni érnekler 1. jelde 150 V 15 dk, 250 V 30 dk; 2. jelde ise
150 V 25 dk, 200 V 45 dk yurutalmustar. Bu ¢alisma sonucunda 150 V 25 dk, 200
V 45 dk uygun bulunmustur ve IL-2’ye ait bant gézlenmistir (Resim 3.1). Calismada,
molekdler agirlik belirleyici yerine IL-2 ¢ozeltisi kullaniimistir. Orneklerin olusturdugu
bantile IL-2 ¢ozeltisinin olusturdugu bantlar karsilastiriimigtir. Eger 6érnekte bulunan
proteinin yapisinda pargalanma olugsmussa, jel Uzerinde farkli molekdl agirhgini
gOsteren bantlar olusmasi beklenmektedir. Bu sayede, 6rnedin igindeki IL-2’nin

molekul agirhgi ve yapisal butunlagunin koruyup korumadigi belirlenebilecektir.



Resim 3.1. Elektroforez cihazinda 150 V'da drneklerin yuratalmesi

SDS-PAGE Yénteminde Kullanilan Cézeltiler

1. Jel Cozeltisi
Akrilamid............cooie, 29,2 ¢
N.N metilen bis akrilamid......... 0,8¢g
Deiyonize su................. ym. 100 mL

Kullanima hazir %30’luk akrilamid/bisakrilamid ¢ézeltisi kullaniimigtir.

2. Ayirma Jeli Tamponu
Trisbase................. 8,59

Distile Su......... ym.100 mL

10 M HCl ile pH 8,8’e ayarlanmigtir.

3. Yukleme Jeli Tamponu
Tris base................ 69
Distile Su...... ym.100 mL
10 M HCl ile pH 6,8’e ayarlanmistir.
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4. SDS (%10)

1 g Sodyum dodesil stlfat suyun igcinde ¢o6zulip 10 mL hacme tamamlanmistir.

5. APS c¢ozeltisi
Amonyum persulfat....100 mg
Distile su..................... 1mL

Kullaniimadan énce taze hazirlanarak kullaniimigtir.

6. TEMED

Tetrametiletilendiamin kullanima hazir olarak satiimaktadir.

7. Ornek Tamponu

Deiyonize su.................. 3,55 mL
Yukleme jeli tamponu....... 1,25 mL
Gliserol.........coovvviiiiinn. 2,5mL
SDS (%10)...ccceviiann. 2mL
Bromofenol Blue (% 0,5)....0,2 mL
Total Hacim..................... 9,5mL

8. Elektrot Tamponu

TrisBase.................. 30,3 ¢
Glisin.........cooceeiiinl. 144 g
SDS..coi 1049
Distile su................... 1000 mL

100 mL hazirlanip 1 L’ye seyreltilerek kullaniimistir.

9. Boyama Cozeltisi

Coommasie Brilliant Blue....0,25 g

Metanol..........cooiiill. 40 mL
Asetikasit.......c.ooiiiil . 10 mL
Distile SU....ooiiiiiiiiiiiiiiiii, 50 mL

10. Yikama Cozeltisi
Metanol............cocoeeeii .. 250 mL
Distile SU......coovviiiiiiiiiii. 250 mL



Asetik asit.........cooeiiiiiiii. 50 mL

11. Ayirma Jeli (%12’lik)

Deiyonize Su............... 3,4 mL
Jel Cozeltisi.................. 4 mL
Ayirma Jeli Tamponu...... 2,5mL
SDS (%10)...cceeiieis 0,1 mL
APS Cozeltisi................. 50 yL
TEMED.............cooiiini 5uL

12. Yikleme Jeli

Distile SU.......covvviinne. .. 6,1 mL
Yukleme Jeli Tamponu ...... 2,5mL
SDS (%10)......ccceeeinnnn. 100 uL
Jel Cozeltisi..................... 1,3 mL
APS Cozeltisi................... 50 pL
TEMED...........cooiiii, 10 uL

SDS-PAGE c¢alisma protokolu asagida 6zetlenmistir:
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. Camlar temizlendikten sonra jel dokme standina sizdirmayacak sekilde
yerlestirilmigtir. Taraklar jel dokulmeden 6nce takilarak 1 cm alti isaretlenip
taraklar cikarildiktan sonra hazirlanan ayirma jeli ¢ozeltisi belirlenen
seviyeye kadar hizlica camlarin arasina dokulmastar.

. Jelin Uzerine Ortecek kadar metanol ilave edilip jellesmesi i¢in beklenmigtir.
Bu esnada artan ayirma jeli ¢ozeltisi takip edilerek jellesme izlenmistir.

. Ayirma jeli donduktan sonra, metanol uzaklastirilmis ve distile su ile yikama
islemi yapiimigtir. Filtre kagidi kullanilarak kurumasi saglanmistir.

. YUkleme jeli ¢dzeltisi, jellesmesi tamamlanan ayirma jelinin Gzerine bir miktar
tasacak sekilde doldurulmustur. Kuyucuklari olusturmak igin hizlica taraklar
takilmistir. Jellesme tamamlandiktan sonra tarak dikkatli bir bi¢cimde
cikarimistir.

. Ornekleri koyacagimiz jel Gzerindeki kuyucuklardaki sivi kuyucuklara dikkat

edilerek kurutulmustur.
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6. Camlar stand ile dikkatlice elektroforez hlicresine yerlestirilmigtir.

7. Molekuler agirlik belirleyicisi yerine referans IL-2 ¢dzeltisi ve 6rnek tamponu
1:1 oraninda karigtirilarak 10 pL en bastaki kuyucuga konulmustur.

8. 30 pL 6rnek tamponu ile 30 pyL ornek ile karistirilarak bu érnekten 10 uL jel
uzerindeki kuyucuklara mikropipet yardimi ile konulmustur.

9. Hucrenin igine 125 mL, disina 375 mL tampon konulduktan sonra gug
kaynagina baglanarak elektroforez islemi baslatiimigtir.

10.Elektroforez islemi bittikten sonra, jel dikkatlice camlarin arasindan
cikarilarak boya ¢ozeltisine konulmustur. Bir saat sonra boya ¢ozeltisinden
cikarilarak yikama ¢oOzeltisine konulmus ve 24 saat kadar renginin agiimasi

igin bekletilmistir. Rengi agilan jelin fotografi ¢ekilmigtir.

Morfolojik calismalar

Formulasyonlarin morfolojik &zelliklerini incelemek icin transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) kullaniimigtir. Bakir grid Gzerine 6énce 1:250 oraninda distile su
ile seyreltilen 10 yL formulasyon sonra 10 yL %1 a/h fosfotungustik asit ¢ozeltisi
damlatiimistir. Grid oda sicakliginda kuruduktan sonra 120 kV FEI Technai G2 S
TWIN (ABD) ile goéruntilenmistir (TEM goérintilemeleri Orta Dogu Teknik
Universitesi Merkez Laboratuvar’nda yapilmistir). Ayrica formilasyonlar fiziksel

olarak da degerlendirilmistir.

FT-IR analizi

IL-2’nin, formulasyonda kullanilan yag, surfaktan, etkin madde icermeyen ve IL-2
yukli nanoemdlsiyon formdilasyonlarin FT-IR analizi ATR ydntemi ile oda
sicakliginda, 4 tekrarl taramayla elmas ylizeye damlatarak 4000-600 cm dalga

boylarinda Bolum 3.2.2°de anlatildidi gibi yapilmigtir.

DSC analizi

DSC analizi Bolim 3.2.2°de anlatildigi gibi F1 ve F2 formUlasyonlari igin yapilmigtir.
IL-2 ve IL-2 igeren formilasyon igcermeyen formulasyon ile karsilastiriimistir. Etkin
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madde ve formulasyon numuneleri 25-90°C sicaklik aralijinda taranarak

termogramlari alinmigtir. Elde edilen termogram yorumlanmigtir.
Viskozite

Viskozite Olgimlerinde tek noktali ve ¢ok noktall dlgim yapabilen viskozimetreler
kullaniimaktadir. Tez calismasinda viskozite dlcimleri Rheo Sense firmasina ait
MicroVisc cihazi ve Brookfield DV-1lIl Rheometer ile yapiimistir. MicroVisc cihazinda
sivilarin viskozitesini dlgmek icin mikroakigkanlik prensibini kullaniimaktadir. Bu
yontem Ozellikle kiglik hacimde numunelerle calismaya olanak saglamasi ve
viskozitesi ¢ok dustk oldugu icin Brookfield rotasyonel koni viskozimetresi
kullanilarak F1 formilasyonunun viskozitesi 6l¢ilemediginden tercih edilmistir.
0,5-1 mL arasinda formulasyon cihazin 6zel enjektoriyle alinarak bdlmesine
yerlestiriimigtir ve viskozite olgimu oda sicakhginda yapilmistir (mPa.s). F2
formUlasyonunun viskozimetre dlgiimlerinde kullanilan Brookfield rotasyonel dénen
mil viskozimetresi Newtonian ve non-Newtonian sivilari dlgebilmektedir. Ornege
uygun olarak mil segcilmistir (CP52). Olgiimler 0,5 mL 6érnek 25+0,1°C'de su
banyosuna baglanmis plakaya yerlestirilerek gergeklestirilmistir (n=3). Olglim igin
cihazin % doénme momenti (% torque) 10°dan kuglk olmayacak sekilde
ayarlanmigtir. Cihazin yazilim programinin (Rheocalc V2.4) verdigi kayma hizina
karsi kayma gerilimi sonuglarina goére viskozite grafikleri cizilerek akis tipi

belirlenmistir.

Yizey gerilimi 6lcimleri

Hazirlanan formilasyonlar icin ylzey gerilimi élgimleri asili damla (pendant drop)
yontemi kullanilarak Attension® Theta Lite cihazi (Biolin Szientific, Finland) ile
gerceklestiriimistir. Deney oda sicakliginda yapilmigtir. Cihazin enjektorine
formllasyon doldurulduktan sonra enjektdérin ucu asagida olacak sekilde
yerlestiriimektedir. Kamera goruntustu kontrol edilerek enjektor ucunda damla
olusturulmustur. Olusturulan damlanin en buyuk olabilecedi noktada kayit yapilirken
Olcim yapilmaktadir. Yapilan dlgumler cihaz tarafindan Young Laplace denklemi

kullanilarak hesaplanmaktadir (Zarska, Dzida ve Apelblat, 2017).
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iletkenlik dlciimleri

Elektriksel iletkenligin belirlenmesi, nanoemulsiyonlarin karakterizasyonu igin basit
ve ekonomik bir tekniktir. iletkenlik degeri nanoemidilsiyonun slrekli fazinin tipini
ortaya koymaktadir (Ali ve digerleri, 2022). Coklu emdulsiyon i¢in hazirlandiktan
hemen sonra ve 4-8°C’de saklanan numuneler igin dijital konduktivite (Mettler
Toledo Seven2Go Cond meter) kullanilarak iletkenlik testleri yapilmistir. Coklu
emulsiyonlar igin iletkenlik testleri hazirlanir hazirlanmaz, 2. ve 7. gun
tekrarlanmigtir. Hazirlanan emdulsiyonlarin iletkenliklerini dlgmek igin formalasyon
konduktivite cihazinin probunun sigabilecegi buyuklUkte bir tipe alinmigtir. Daha
sonra konduktivimetre cihazinin probu tupe daldiriimistir. Deneyler oda sicakliginda
yapilmistir. Cihaz kullanilarak pS/cm cinsinden konduktivite degerleri dlgulerek

kaydedilmistir.

Termodinamik stabilite calismalari

Santrifiij testi

Formulasyonlar, 3500 rpom’de 30 dk santrifij edilmigtir. Bu testi gegen ve monofazik
durumu koruyan bu formulasyonlara isitma-sogutma dongusu ve dondurma—¢ézme

dongusu (freeze thaw) testi uygulanmistir (Ali ve Hussein, 2017).
Isitma-Sogutma testi

Formdulasyonlar, 4°C ile 40°C arasindaki sicakliklara maruz birakilarak, her biri 48
saatten az olmamak kaydiyla GU¢ dongu boyunca test edilmistir. Her donginin
sonunda faz ayrismasi olup olmadigi kontrol edilerek fotografi ¢ekilmis, damlacik

boyutu, PDIi ve zeta potansiyeli élciimleri yapilimistir.
Dondurma-Cézme testi

Santrifuj calismasindan basari ile gegen formulasyonlar her bir dongu 48 saatten az
olmamak kaydi ile 3 dongu boyunca -20°C ila 25°C arasindaki sicakliga maruz
birakihr. Bu dénglu sonucunda faz ayrismasi olup olmadigi kontrol edilmis,

formulasyonlarin dayanikliliklari degerlendirilmistir.
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Ayrica etkin madde icermeyen ve etkin madde igeren formilasyonlarin damlacik
buyuklUkleri dongu oncesi ve sonrasinda 250 mL su ile seyreltildikten sonra

damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli agisindan da incelenmistir.

Stabilite calismalari

Nanoemudlsiyonun in vitro stabilitesinin incelenmesi amaciyla formulasyonlar, IL-2
soguk zincirde saklandigindan saklama ortami olarak segilen 5°C + 3°C
saklanmistir. Belirli zaman araliklarinda fiziksel stabilite calismalarinin da yapilmasi
planlanmistir ancak analiz ydntemlerinde karsilasilan problemler dolayisiyla
gerceklestirilememistir. Formilasyonlarda damlacik boyutlari, PDi ve zeta
potansiyel Olculerek stabilite degerlendiriimesi yapilmistir. Ayrica, IL-2 yuklu

formulasyonlarda karakterizasyon ve miktar tayini ¢alismalari yaratalmustar.
3.2.6. in vitro salim galigmalari

in vitro salim ortami olarak ¢alismalarda pH 1,2 ve pH 6,8 fosfat tamponu (fizyolojik
pH) USP 40’a gore hazirlanarak kullaniimigtir. Slide-A-Lyzer™ Diyaliz kasedi 20 K
MWCO (Thermo Scientific™) hazirlanan tampon ¢ozeltisi ile hidrate edilmistir ve 1
g formulasyon kasetlere enjektdr yardimiyla doldurulmustur. Kasetler 250 mL
37+0,5°C’de ortamda Resim 3.2’deki gibi yerlestirilerek pH 1,2'de 2 saat ve pH
6,8'de 3 saat tekrarli (n=3) ¢alismalar yapilmistir.

Resim 3.2. Diyaliz kaset ile yapilan in vitro salim ¢alismalari



62

Sonuglar anlamli bulunmadigindan in vitro salim c¢alismalari pH 1,2 ve pH 6,8
tamponu ortamlarina ek olarak pH 6,5 ac¢lik durumunu taklit eden ince bagirsak
sivisi (FaSSIF) ve tokluk durumunu taklit eden ince bagirsak sivisi (FeSSIF)
ortamlart da kullanilarak Agilent 708-DS ¢b6zunme hizi cihazi ile yeniden
gerceklestiriimistir. Daha sonra planlanan in vitro salim c¢alismalarinda, 1 g
formulasyon kapsile (Capsugel Coni-Snap® Size: 00EL) doldurulmus ve sinker
kullanilarak 250 mL ortamda palet yontemi ile 50 rpm hizinda ve 37+0,5°C’'de
tekrarli (n=3) calismalar yuritilmastir (Resim 3.3). in vitro salim galismasinda
kullanilan ortamlar Cizelge 3.7’de, in vitro salim yontemi ve kosullari Cizelge 3.8’de

sunulmustur.

Cizelge 3.7. in vitro salim galismasinda kullanilan ortamlar

Salim Ortami pH 1,2 tamponu

KCI 3,73 ¢

Derigik HCI 8,39 mL

Distile su ym 1000 mL
Salim Ortami pH 6,8 fosfat tamponu

KH2PO4 6,89

NaOH 09¢g

Distile su ym 1000 mL
Salim Ortami FaSSIF (pH 6,5)*

NaOH 0,429

NaH2P04.2H,0 2,47 g

NacCl 6,19 ¢

SIF tozu 2,24 ¢

Distile su ym 1000 mL
Salim Ortami FeSSIF (pH 6,5)*

NaOH 0,429

NaH2P0O4.2H,0 2,47 g

NacCl 6,19 ¢

SIF tozu 2,24 ¢

Distile su ym 1000 mL

*Sodyum hidroksit, sodyum fosfat monobazik dihidrat, sodyum Kklorur gerekli

miktarda tartilmis ve 900 mL distile su igerisinde ¢ozinmustir. Bu ¢ozeltinin pH’i
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Olcllerek gerekli ise 1 M sodyum hidroksit veya 1 M hidroklorik asit ¢ozeltisi ile pH
6,5’'e ayarlanmistir. Tampon hacmi 1 L’ye distile su ile tamamlanmistir. SIF
tozundan gerekli miktar tartilarak pH 6,5 tamponunda ¢éziinmustir. ki saat

bekleme suresinden sonra ortamlar kullaniimigtir.

Resim 3.3. Kapsule doldurulmug IL-2 yUkla formulasyon ve palet yontemi ile
gergeklestirilen in vitro salim ¢aligmalari

Cizelge 3.8. In vitro salim yéntemi

Yéntem USP Cihaz Il (Palet yontemi)
Hiz 50 rpm
Salim ortami pH 1,2 tamponu, pH 6,8 fosfat tamponu, pH 6,5 FaSSIF ve
pH 6,5 FaSSIF
Ortam hacmi 250 mL
Ornek alma noktalar1 | 5, 15, 30, 60, 90, 120, 180 ve 240. Dk
Sicaklik 37+0,5°C
Analiz yéntemi ELISA
Dalga boyu 450 nm
Kapsiil cinsi Capsugel® Coni-Snap® 00EL
Kapsiil sayisi 3

in vitro salim ortamlari, ¢dziinme hizi cihazina ait cam kaplara doldurulmus ve
37 £ 0,5°C sicakliga getirilmistir. F2 formUlasyonu 1 g tartilarak O0EL sert jelatin
kapstillere (Capsugel® Coni-Snap®) konulmustur. Paletler cam kabin tabanindan 2,5

cm yuksekte olacak sekilde ayarlanarak galisma baslatiimistir. Calisma suresince
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5, 15, 30, 60, 90, 120, 180 ve 240. dakikalarda ¢ozunme ortamindan 500 pL 6rnek
alinmistir. Alinan her o6rnek igin 500 pL caligilan ¢ozunme ortami ilave edilmigtir.
Ornekler %5 Triton-X ile seyreltilerek ELISA Kkiti ile analiz edilmistir (Aktas, Celik-
Tekeli ve Celebi, 2020). Elde edilen sonuglar zamana karsi %kumulatif cozlnen

IL-2 miktar olarak grafiklenmistir.
3.2.7. in vitro sindirim galismasi

in vitro sindirim (lipoliz) calismasi pH-stat modeli kullanilarak Titrando 902,
Metrohm® ototitrator cihazi ile gergeklestiriimistir. Cihaz Titrando 802 karistirici, Ti
804 stant, isitma ceketli cam deney haznesi, pH elektrodu ve 800 Dosino dozlama
tinitesinden olusmaktadir. Cihaz Tiamo V2 yazilimi ile kontrol edilmektedir. in vitro
sindirim calismasi ile aprotinin igeren IL-2 ydkli F2 nanoemdulsiyon
formUlasyonunun sindirimi incelenmigtir. Ayrica formulasyondaki lipit yapili
maddelerin sindirimleri sonucu kolay erisilebilir hale gelen IL-2’'nin stabilitesi miktar

tayini ile incelenmistir.

in vitro sindirim galismasinda 0,75 mM fosfolipit ve 3 mM sodyum taurokolat iceren
tampon ortami kullaniimistir Tampon ortami 10,5 mM sodyum hidroksit, 29 mM
sodyum dihidrojen fosfat dihidrat, 106 mM sodyum klorur, 1,4 mM kalsiyum klortr
dihidrat icermektedir. Tampon ortamini hazirlamak igin gerekli bilesenler istenen
miktardaki distile suyun bir kisminda ¢ézilmus, pH 6,5 icin ayarlama 1 M NaOH
veya 1 M HCI ¢ozeltisi ile yapilmistir. Tampon istenen hacme tamamlandiktan sonra
gerekli miktar SIF tozu eklenerek 0,75 mM fosfolipit ve 3 mM sodyum taurokolat
iceren sindirim ortami iki saat bekleme stiresinin ardindan hazir hale gelmistir (Timur
ve digerleri, 2022).

Sindirim ortamindan 40 mL Titrando 902, Metrohm® ototitratér cihazinin cam
haznesine yerlestirimis ve 37 = 0,5°C sicakliga kadar isitilmigtir. Calismaya
baslanmadan 6nce sindirim ortaminin pH’1 1 M NaOH ile cihaz tarafindan otomatik
olarak pH 7,5e ayarlanmistir (Berben ve digerleri, 2019). Kullanilan enzim
(Thermomyces lanuginosus lipaz A) igin optimum pH 11 olarak belirtilmistir
(Mogensen, Sehgal ve Otzen, 2015). Ancak bu deger gastrointestinal sistemi taklit

eden bir pH degeri degildir. Yapilan literatur aragtirmalarina goére ortam pH’inin 7,5
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olarak ayarlanmasi uygun gorulmustir (Ejskjeer ve digerleri, 2024). Sindirim
ortamina 0,1 g (25.000 IU; 2,5 pg) IL-2 yukld nanoemdlsiyon formilasyonu
eklenerek 30 dakika boyunca disperse edilmigtir. Ayni ortama 571 U/mL aktiviteye
sahip olacak sekilde Thermomyces lanuginosus lipaz A (Lipaz A, Lipozyme® TL 100
L, Strem Chemicals) eklenmesi ile sindirim baslatiimistir. Formuilasyon sindirimi
sonucu acgiga ¢ikan yag asitleri ototitrator tarafindan 0,1 M NaOH ile titre edilerek
ortam pH'I pH 7,5'te sabit tutulmustur. Sindirim boyunca harcanan NaOH miktari
kaydedilmis ve lipoliz orani hesaplanmigtir. Lipoliz oraninin hesaplanmasi igin

asagidaki Es. 3.1 ve Es. 3.2 kullaniimigtir.

Yardimct maddenin saponifikasyon degeri (mg KOH/g)
56,1056 (g/mol)

Teorik yag asidi (mmol) =

(3.1)

VNaoH X Myaon 00
Formiilasyondaki toplam teorik yag asidi (mmol)

Sindirim orant (%) =

(3.2)

Formulasyonda kullanilan yardimci maddeler igin teorik yag asidi miktarlari ayri ayri
olacak sekilde yardimci maddenin teknik veri dosyasinda sunulan ortalama
saponifikasyon degeri kullanilarak hesaplanmistir (Arnold, Imanidis ve Kuentz,
2012).

Sindirim ortaminda Lipaz A eklenmeden hemen once (0. dk) ve 1, 3, 5, 7, 10, 12,
15, 20, 30, 45, 60, 90, 120. dakikalarda 100 L érnek alinmistir. Orneklere 1 pL
1 M HCI ilave edilerek 6rnek pH’inin 6’ya dismesi saglanmis ve Lipaz A aktivitesi
pH’a bagh olarak durdurulmustur (Skjold-Jergensen, Vind, Svendsen ve Bjerrum,
2014). Ornekler vortekslendikten sonra %5 Triton-X ile uygun seyreltmeler yapilarak
ELISA kiti ile analiz edilmigtir. Zamana karsi %IL-2 miktari ve sindirim orani (%)

grafiklenmisgtir.

Formulasyon icermeyen sindirim ortami kullanilarak kor titrasyon yapilimistir. Kor
titrasyonda sindirim ortamindaki fosfolipit ve sodyum taurokolattan kaynakl
harcanan 0,1 M NaOH degeri belirlenmistir. Bu deger formullasyon sindiriminde

kaydedilen 0,1 M NaOH degerinden g¢ikarilarak sindirim orani hesaplarinda
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kullanilimigtir (Yilmaz-Usta, Timur ve Teksin, 2022). Tum ¢alismalar 3 paralel olarak

yaruttlmastar.

3.2.8. Hiicre kiltiri gcaligmalan

Hucre kultara calismalari kanser arastirmalarinda dnemli bir yere sahiptir. Deney
hayvanlari kullanmadan antitimoral aktiviteyi degerlendirmek igin halihazirda
kullanilan 60'tan fazla bdébrek kanseri hicre hatti bulunmaktadir (Sobczuk ve
digerleri, 2020). Tez kapsaminda hazirlanan nanoemdilsiyon formulasyonlarin
etkililik ve guvenliliklerini belilemek amaciyla 2B ve 3B hucre kilturla g¢aligmalari
yapilarak sonuglar degerlendirilmistir. Hucre kdlturd c¢alismalarn  Hacettepe

Universitesi Asi Enstitlisii Asi Ar-Ge Laboratuvarinda gergeklestiriimistir.

Hucre kultird calismalari, A498 insan renal karsinoma hucre hatti ve PBMC insan
periferik kan mononukleer hicresi kullanilarak gergeklestiriimistir (Resim 3.4 ve
Resim 3.5). A498 hdacreleri %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1
penisilin/streptomisin iceren Dublecco' s Modified Eagle Medium (DMEM) iginde,
PBMC hucreleri ise %10 FBS, %1 Penisilin/streptomisin ve RPMI-1640 icinde %5

CO2 ve 37°C’de kulture edilmigtir. Hlcre kaltird ¢alismalarinda sadece besiyeri

iceren hucreler kontrol grubu olarak kullaniimistir.

Resim 3.4. A498 insan renal karsinoma hucrelerinin mikroskop goruntusu (x40)
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Resim 3.5. PBMC hucrelerinin mikroskop goruntusu (x40)

Yapilan galismalarda 75 cm?lik flasktaki hiicre sayisini belirlemek igin canh hiicre
zarindan gegcemeyen ancak Olu hicre zarindan gegerek maviye boyayan tripan
mavisi ile hucreler 1:1 oraninda karistiriimistir. Boyama sonucu 06lU hudcreler
boyanirken canli hucreler seffaf halde gorinmektedir. 1:1 oranindaki karisim hucre
sayim plakasina dolacak sekilde eklenmistir. Plaka, Bio-Rad TC20™ hicre sayim
cihazina yerlestirilerek mL’deki hicre sayisi cihaz tarafindan gergeklestiriimistir
(Resim 3.6).

besiyeri ilavesi c) Hlicre sayim plakasi d) Hicre sayiminin yapiimasi.
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Okunan degere bagli olarak gerekli hesaplamalar yapilarak 75 cm? flasktan gereken
miktarda hicre alinip besiyeri ile gerekli hacme tamamlanmistir. Hazirlanan stok
hidcre ¢oOzeltisinden 100 pL alinarak, hidcreler 96 kuyucuklu plakalara her bir

kuyucug@a ekilmis ve hucrelerin tutunmasi i¢in 24 saat inkube edilmigtir.

Nanoemllsiyon formiilasyonlarindaki IL-2’'nin biyolojik aktivitesinin belirlenmesi

Nanoemudlsiyon hazirlanmasi sirasinda IL-2’nin biyolojik aktivitesinde azalma olup
olmadigini belirlemek amaciyla PBMC hucrelerinde proliferasyon c¢alismasi
yapilmistir. Bu amagcla, PBMC yukarida belirtilen RPMI-1640 besiyeri i¢cinde her bir
kuyuda 2 x 10* hiicre olacak sekilde U-tabanli 96 kuyucuklu hicre kaltari
plakalarina ekilmistir. Hazirlanan nanoemuilsiyonlardan salinan IL-2 ve normal IL-2
¢ozeltileri 0,01 nM - 10 yM araliginda seri dilusyonlar yapilarak hicrelere eklenmis
ve hicreler 37°C'de %5 CO:2'de 48 saat inkUbe edilmistir (Resim 3.7- 3.8).

Resim 3.7. IL-2 yUkli nanoemdulsiyonun ve IL-2 ¢ozeltisinin 96 kuyucuklu plakada
PBMC hucrelerine uygulanmasi.
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Resim 3.8. 96 kuyucuklu plakada PBMC hicrelerine uygulanan IL-2 yUklG
nanoemulsiyonu ve IL-2 ¢ozeltisinin goriunima

inkiilbasyon  sonrasi  hiicre  canliigi, proliferasyonu ve sitotoksisite
degerlendirmelerinde kullanilan WST-1 testi (2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazolyum) uygulanmigtir. Bu test hicre metabolizmasinin bir
gOstergesi olan mitokondriyal dehidrojenazlarin aktivitesine bagli olarak tetrazolyum
tuzu WST-1'in suda ¢ézinur bir formazan boya haline indirgenmesini temel
almaktadir. Bu reaksiyon, sadece metabolik olarak aktif hiicrelerde meydana gelir
ve olusan boya miktari, hicre sayisi veya canhlik dizeyiyle dogru orantihdir.
inkiibasyon sonunda kuyucuklara protokole gére WST-1 eklenerek 3 saat inkiibe
edilmis ve hucre canliigi mikroplaka okuyucu ile 450 nm’de analiz edilmistir
(Dehghan ve digerleri, 2022). Nanoemulsyonlara yuklenen ve serbest IL-2’nin
PBMC hucrelerinin proliferasyonuna etkisi doz bagimli etkisi karsilastirmali olarak
belilenmis ve nanoemdulsiyonlardaki IL-2’nin  biyolojik aktivite butanlGgu

belirlenmistir.

Konvansiyonel huicre kiultlrd calismalarinda antikanser etkinligin belirlenmesi

Hazirlanan nanoemdlsiyon formulasyonunun antikanser etkinlikleri ilk olarak PBMC
ve A498 hucrelerinin ko-kultlrl ile yapilan galismayla belirlenmigtir. Ko-kultir

calismalarinda PBMC hicreleri efektor hicre, A498 hicreleri ise hedef hucre olarak
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kullanilmigtir. PBMC’ler nanoemulsiyon formulasyonlarindaki IL-2’nin biyolojik
aktivitesinin  belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen c¢alismalarda belirlenen
oranlarda IL-2 igeren nanoemulsiyon ve IL-2 ¢ozeltileri ile 48 saat boyunca inkibe
edilerek uyariimistir. Ardindan 1 x 108 hiicre/mL A498 hicresi ve nanoemdilsiyon
veya serbest IL-2 ¢ozeltisi ile uyarilan PBMC'ler, 1:1, 1:5 ve 1:10 (A498:PBMS)
oraninda 96 kuyucuklu diz tabanh hicre kultirt plakalarindaki A498 hucrelerine
eklenerek 24 saat boyunca ko-kultirasyon yapilmistir. Calismada sadece besiyeri
ile inkube edilen hicreler ise kontrol grubu olarak kullaniimig ve canliliklari %100
olarak kabul edilerek nanoemilsiyon veya serbest IL-2 ¢dzeltisi ile inkibe edilen
gruplardaki htcre canliigi WST-1 ile boyama yapilarak 3 saat inkilbasyondan sonra
450 nm’de mikroplaka okuyucu ile deteksiyonuna gore belirlenmistir (Dehghan ve
digerleri, 2022) (Resim 3.9).

Resim 3.9. WST-1 ile inkiibe edilen plakanin gérinimu

Migrasyon calismasi

Hazirlanan formulasyonlarin immdn hdcrelerin kanser hucrelerine géc¢l Uzerine
etkisinin belirlenmesi amaciyla transwell migrasyon calismalari yapilmistir. Bu
amagcla, 12 kuyucuklu hiicre kiltir plakalarina kanser hiicrelerinin (4x10%) ekimi
gerceklestiriimistir. Ardindan hazirlanan formulasyonlarla veya serbest IL-2

¢ozeltisiyle uyarilan veya uyariimamis PBMC hiicrelerinin (1,5x10° hiicre) ekiminin
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yapildigi 5 pm por acgikhgina sahip polikarbonat insertler kuyucuklara
yerlestirilmistir. 37 °C'de 24 saat inkibasyon sonrasi transwell dikkatlice kaldirilarak
uygulanan formulasyon ve ¢ozelti dokilmuis ve PBS ile 2 defa yikanmigstir. Gog eden
hicreler %4 paraformaldehit ile 2 dk oda sicakhdinda inkibe edilerek sabitlenmis
ve paraformaldehit uzaklastirilarak tekrar PBS ile 2 defa yikanmigtir. Hlcreler
metanol ile 20 dk oda sicakhginda fikse edilmistir ve metanol uzaklastirilarak tekrar
PBS ile 2 defa yikanmistir. %0,1 kristalviyole ile boyanarak 15 dk oda sicakhgdinda
Isiktan korunarak inklibe edilmistir. Stire sonunda transwell tizerindeki kristal viyole
dokulmus ve tekrar PBS ile 2 defa yikanmistir. Bu asamadan sonra kalan boya
pamuklu ¢cubuk yardimi ile uzaklastirilarak sonra mikroskopta géruntilenmistir (Liu
ve digerleri, 2020; Pramil ve digerleri, 2021) (Resim 3.10 ve Resim 3.11).

#iLaRG e
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Resim 3.10. 12 kuyucuklu plakada polikarbonat insertler kullanilarak gergeklestirilen
migrasyon g¢alismasi



Resim 3.11. Migrasyon calismasinda polikarbonat insertin PBS tampon ile
yikanmasi islemi

3B hucre kilturu calismalarinda antikanser etkinligin belirlenmesi

Konvansiyonel hucre kdltirid  yontemlerinde, kualturdeki  hucreler  tUmor
mikrogevresinden ve diger hucre tipleri ile etkilesimden yoksun kaldigi ve bu
nedenle karsinogenez veya metastaz asamalarini incelemeye izin vermediginden
3B huicre kulturt gibi yeni tekniklerin kullanimi gerekmektedir. 3B hucre kultlru
yontemleri kullanilarak buayutulen 3B tumor hacreleri, bir timor hicresinin in vivo
ortamini in vitro olarak yansitabilme yetenekleri nedeniyle timor hucresi biyolojisi
arastirmalarinda blyuk 6nem kazanmistir (Jensen ve Teng, 2020). 3B hucre
kultaranan, 2B hdcre kultirine gore artmis hicre-hicre etkilesimi, dogal hicre
morfolojisi ve gercekgi hicresel cevap gibi Ustlinltkleri vardir. Formulasyonun
antitimoral aktivitesini degerlendirmek igin deney hayvanlarinda timor gelistirmek
yerine hucre serileriyle bu ¢calismalari yaparak kullanilacak deney hayvani sayisini
azaltmayi ve deney sonuglarina gore sonraki calismalarda timoér modeli gelistirme
ihtiyacinin degerlendiriimesi dusunulmektedir. Bu kapsamda, A498 ve PBMC
hacrelerinin Matrigel varliginda ko-kulturu ile 3B kuresel tumor modeli galismalari
yapilmistir. Ardindan bu ortama uygulanan nanoemulsiyon formulasyonlarinin
antitimoral etkisi belirlenmistir. 3B kiuresel timdr modeli hazirlamada ekstraselltler

matriksi taklit etmek i¢in Matrigel basement membrane matrix kullaniimigtir.
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Matrigel, hiicre kilttrlerinde hicrelerin buyamesini, farklilasmasini ve organoidlerin
olusumunu desteklemek icin kullanilan bir ekstraselller matriks modelidir.
Genellikle, fare tumor proteinleri agisindan zengin bir tumor olan Engelbreth-Holm-
Swarm (EHS) fare sarkomundan elde edilen ¢ézundurulmus standardize bir bazal

membran preparatidir (Corning Incorporated, 2024).

ilk olarak A498 hiicrelerinin ekiminin yapilacagi U-tabanli plakalar poli-Hema ile
kaplanarak adheren olmayan bir yluzey hazirlanmigtir. Bu sayede hucrelerin
birbirleriyle ve PBMC hucreleriyle etkilesimi artinimistir. %95’lik etanol i¢cinde 30
mg/mL poli-HEMA c¢dzeltisi hazirlanarak plakalarin herbir kuyucuguna 50 uL
eklenerek gece boyunca steril olarak laminar flow altinda etanolliin ugmasi igin
kapaklari agik bekletilmistir. Ardindan A498 hucreleri %3 (h/h) Matrigel iceren
besiyeri icinde kuyucuklara ekimi yapilmistir (5x102 hiicre/ 200 uL). Plaka rotorlu
santrifijde 1000 rpm’de 10 dk santriflij edilerek hlcrelerin bir araya toplanmasi
desteklenmis ve sferoit olusumu icin 7 giin siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon
suresinden sonra 0,01 nM - 10 pM araliginda onceden belirlenen 3 farkh
konsantrasyonda uygulanmak Uzere IL-2 iceren nanoemulsiyon formulasyonu ve
serbest IL-2 ¢dzeltisi ile uyariimig PBMC hacreleri (1:1, 1:5 ve 1:10 oraninda) A498
sferoitlerine ilave edilmis ve 48 saat sureyle inkiibe edilmistir (Rausch, Blanc,De
Souza Silva, Dormond, Griffioen Nowak-Sliwinska, 2021; Varan, Patrulea, Borchard
ve Bilensoy, 2018; Varan ve digerleri, 2021a,b). Sadece besiyeri ve uyarilmamis
PMBC iceren grup kontrol grubu olarak kullaniimistir. IL-2 yikla nanoemdlsiyonlarin
sitotoksisite potansiyeli bobrek kanseri hlicre hattinda Laktat Dehidrogenaz (LDH)
Aktivitesi tayini ile belirlenmigtir. LDH, hucre plazma zari hasarini degerlendirmek
icin kullanilan bir yontemidir. Bu yontem, hasarli hucrelerden salinan LDH
aktivitesinin olgimune dayali olarak sitotoksisiteyi hizli ve basit bir sekilde
nicellestirme saglar. LDH, tum hucre tiplerinde bulunan ve plazma zarinin hasar
gormesi Uzerine hilcre kalturd ortamina hizla salinan stabil bir enzimdir. LDH
aktivitesi, birlesik bir enzimatik reaksiyonla belirlenebilir: LDH, laktati pirtivata okside
eder ve bu da tetrazolyum tuzu INT ile reaksiyona girerek formazan olusturur. Kultar
sUpernatantinda Uretilen formazan miktarindaki artis, dogrudan liziz edilmis
hicrelerin sayisindaki artigla orantilidir (Eurodiagnostico, 2024). Bu ¢alisma igin
ticari olarak temin edilen kit kullanilarak IL-2 yUkli nanoemdlsiyonlarla ve IL-2

¢Ozeltisi ile muamele edilmis hlcrelerin LDH salimi sadece besiyeri ile inkibe
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edilmis kontrol grubu ile karsilastirmali olarak belirlenmigtir. Calisma sirasinda
pozitif kontrol grubu olarak sitotoksik oldugu bilinen %1 Triton X-100 ile muamele
edilen hucre grubu kullaniimigtir (Varan ve digerleri, 2021b). Elde edilen sonuglara
gore LDH aktivitesine bagh olarak nanoemulsiyon formulasyonlarinin sitotoksisitesi
belirlenmistir. Bu kapsamda n=4 tekrarli olarak c¢aligiimis ve elde edilen bulgular

istatistiksel olarak degerlendirilmigtir.

3B hucre kiltlirt calismalarinda timoral penetrasyon ozelliklerinin belirlenmesi

Antikanser etkinlik galismasinda kullanilan ydntemle hazirlanan 3B sferoitlerde
nanoemdulsiyon formulasyonlarinin timdral penetrasyon &zelliklerini belirlemek
amaciyla nil kirmizisi yukli emdulsiyonlar hazirlanmistir. Sferoitler, IL-2 yerine nil
kirmizisi yukli nanoemulsiyonlar ve nil kirmizisi ¢ozeltisi ile inkibe edildikten sonra
floresans mikroskobu ile goéruntllenmistir (Varan ve digerleri, 2018; Varan ve
digerleri, 2021b).

3.2.9. istatistiksel degerlendirmeler

istatistiksel analizler GraphPad Prism 9 yazihmi kullanilarak gerceklestiriimistir.
Calismalardan elde edilen verilerde, iki grup arasindaki karsilagtirmalar igin Student
t testi, birden fazla grup arasindaki karsilastirmalar icin ise tek yonli varyans analizi
(ANOVA) uygulanmistir. Gruplar arasindaki farkliliklari belirlemek amaciyla Tukey
HSD post-hoc testi kullaniimigtir. Anlamlilik dizeyi a = 0,05 olarak belirlenmisg olup,

p<0,05 oldugunda gruplar arasinda anlamh bir fark oldugu kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. in Siliko Molekiiler Dinamik Calismalari

in siliko molekller dinamik g¢alismalari Boélim 3.2.1'de anlatildiyi sekilde

gergeklestiriimistir.

IL-2'nin IL-2R'lere baglanma bolgeleri 2ERJ (Sekil 2.3) yapisi Gzerinde incelenmisgtir.
Bu analizde, etkilesimde yer alan ilgili yuzey amino asitleri ve bu amino asitler ile
IL-2 reseptorleri arasinda olusan bag tipleri belirlenerek ilgili ylzey amino asitlerinin
ayrintili listesi ve karsilik gelen bag tipleri de dahil olmak UGzere sonuglar Sekil 4.1

ve Cizelge 4.1'de sunulmustur.

— Hidrofobik etkilegimler —— Tuz képrisu
- Hidrojen baglari —— 1n-Katyon etkilegimleri

\ \ | | PHE42 |

@ \\ I“". | / 4
ILES2 A | Lys43 |
N\ [ / )
¢ N\
@ | A \' / / [ PHE44 |
\ N\ | A P J

[ LEUT2 )

SER130 /| |CYS105)

Sekil 4.1. IL-2R ile etkilesime giren IL-2'nin ylzey aminoasitleri ve etkilesim tlrleri
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Cizelge 4.1. IL-2'nin X-ray ile elde edilen IL-2R alt birimleriyle etkilesim bolgeleri ve
etkilesim tipleri (PDB kodu: 2ERJ)

IL-2 IL-2R Gozlenen etkilesim tirleri

Lys 35 a Hidrofobik Etkilesim

Thr 37 a Hidrojen Baglari

Arg 38 a Hidrojen Baglari, Tuz Képrisu
Thr 41 a Hidrojen Baglari

Phe 42 a Hidrofobik Etkilesim

Lys 43 a Hidrojen Baglari

Phe 44 a Hidrofobik Etkilesim

Tyr 45 . Hidrofobik Etkilesim, Hidrojen Baglari,

m-Cation Etkilesim

Glu 61 a Hidrojen Baglari, Tuz Képrisu
Glu 62 a Tuz Koprusi

Lys 64 a Hidrojen Baglar

Pro 65 a Hidrofobik Etkilesim

Glu 68 a Hidrojen Baglari

Leu 72 a Hidrofobik Etkilesim
Cys 105 a Hidrojen Baglari

Leu 12 B Hidrofobik Etkilesim

Gin 13 B Hidrofobik Etkilesim

Glu 15 B Tuz Koprusi

His 16 B Hidrofobik Etkilesim

Asp 20 B Hidrojen Baglari, Tuz Képrisu
Asp 84 B Tuz Koprusu

Asn 88 B Hidrojen Baglari

lle 92 B Hidrofobik Etkilesim

Glu 95 B Hidrofobik Etkilesim, Tuz Képrisi
Gln 22 % Hidrojen Baglari
Thr 123 % Hidrofobik Etkilesim
Gln 126 Y Hidrofobik Etkilesim, Hidrojen Baglar
Ser 130 Y Hidrojen Baglari
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IL-2 ile yardimci maddeler arasindaki 100 ns’lik etkilesimlere ait 0, 33,3, 66,6, ve
100 nanosaniyelerde olusturulan gorseller Sekil 4.2’de  sunulmustur. Bu
simllasyonlara ait etkilesim analizleri Cizelge 4.2 - 4.9da Ozetlenmigtir.
Cizelgelerde yardimci maddeler ile IL-2 arasinda %10 ve Uzerindeki etkilesimler
raporlanmistir. RMSD (Root Mean Square Deviation; Kok Ortalama Kare Sapmasi),
molekiler sistemin zaman igerisindeki yapisal stabilitesini degerlendirirken, RMSF
(Root Mean Square Fluctuation; Kok Ortalama Kare Fluktuasyonu), her bir kalintinin
dinamik esnekligini ortaya koymaktadir. RMSD analizi, proteinin genel yapisal
stabilitesini ve zaman igerisindeki yapisal degisimlerini incelerken, RMSF analizi,
proteindeki kalintilarin yerel esnekligini ve hareketliligini degerlendirmektedir. Bu

analizlerin sonuglari sirasiyla Sekil 4.4 ve Sekil 4.5'te sunulmustur.

= o % ( ) — &'%r%

n 3% W 3 ) X P

@ f?e/» 20 ,<3 e

; 26 ¢ Sy

5 ? 8. § CRe Y

O .'v o g e o M
0 33.3ns 66.6 ns 100 ns

Sekil 4.2. Yardimci madde ve IL-2 simulasyonlarindan kesitler a. Oleik asit (Oleik
asitin karbon atomlari mavi renkle gosterilmistir.) b. Labrafac™ Lipophile
WL 1349 (Kaprik ve kaprilik asitin karbon atomlari sirasiyla turuncu ve
pembe renkle gdsterilmistir.) c. Maisine® (Palmitik asitin karbon atomlari
yesil, linoleik asitin karbon atomlari mor ve oleik asitin karbon atomlari
mawvi ile gosterilmistir.) d. Peceol™ (Palmitik asitin karbon atomlari yesil,
linoleik asitin karbon atomlari mor ve oleik asitin karbon atomlari mawvi ile
gOsterilmistir.) e. Capryol® 90 (Kaprilik asitin karbon atomlari pembe ile
gosterilmistir.) f. LauroglycolTM 90 (Laurik asitin karbon atomlari sari ile
gOsterilmigtir.) g. Labrasol® (Kaprik asitin karbon atomlari turuncu,
kaprilik asitin karbon atomlari ise pembe ile gosterilmistir.) h. Transcutol®
HP (Dietilen glikol monoetil eterin karbon atomlari koyu gri ile
gOsterilmigtir.).
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Maisine® Labrafac™ Lipophile WL

Peceol™
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Sekil 4.2. (devam) Yardimci madde ve IL-2 simulasyonlarindan kesitler a. Oleik asit

(Oleik asitin karbon atomlari mavi renkle gosterilmistir.) b. Labrafac™
Lipophile WL 1349 (Kaprik ve kaprilik asitin karbon atomlari sirasiyla
turuncu ve pembe renkle gosterilmistir.) c. Maisine® (Palmitik asitin
karbon atomlari yesil, linoleik asitin karbon atomlari mor ve oleik asitin
karbon atomlari mavi ile gdsterilmistir.) d. Peceol™ (Palmitik asitin
karbon atomlar yesil, linoleik asitin karbon atomlari mor ve oleik asitin
karbon atomlari mavi ile gdosterilmistir.) e. Capryol® 90 (Kaprilik asitin
karbon atomlari pembe ile gdsterilmistir.) f. LauroglycolTM 90 (Laurik
asitin karbon atomlari sari ile gosterilmistir.) g. Labrasol® (Kaprik asitin
karbon atomlari turuncu, kaprilik asitin karbon atomlari ise pembe ile
gosterilmigtir.) h. Transcutol® HP (Dietilen glikol monoetil eterin karbon
atomlari koyu gri ile gosterilmigtir.).
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Sekil 4.2. (devam) Yardimci madde ve IL-2 simulasyonlarindan kesitler a. Oleik asit

(Oleik asitin karbon atomlari mavi renkle gosterilmistir.) b. Labrafac™
Lipophile WL 1349 (Kaprik ve kaprilik asitin karbon atomlari sirasiyla
turuncu ve pembe renkle gosterilmistir.) c. Maisine® (Palmitik asitin
karbon atomlari yesil, linoleik asitin karbon atomlari mor ve oleik asitin
karbon atomlari mavi ile gdsterilmistir.) d. Peceol™ (Palmitik asitin
karbon atomlar yesil, linoleik asitin karbon atomlari mor ve oleik asitin
karbon atomlari mavi ile gdsterilmistir.) e. Capryol® 90 (Kaprilik asitin
karbon atomlari pembe ile gdsterilmistir.) f. LauroglycolTM 90 (Laurik
asitin karbon atomlari sari ile gosterilmistir.) g. Labrasol® (Kaprik asitin
karbon atomlari turuncu, kaprilik asitin karbon atomlari ise pembe ile
gosterilmigtir.) h. Transcutol® HP (Dietilen glikol monoetil eterin karbon
atomlari koyu gri ile gosterilmigtir.).
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Transcutol® HP

0 33.3ns 66.6 ns 100 ns

Sekil 4.2. (devam) Yardimci madde ve IL-2 simulasyonlarindan kesitler a. Oleik asit

(Oleik asitin karbon atomlari mavi renkle gosterilmistir.) b. Labrafac™
Lipophile WL 1349 (Kaprik ve kaprilik asitin karbon atomlari sirasiyla
turuncu ve pembe renkle gosteriimistir.) c. Maisine® (Palmitik asitin
karbon atomlari yesil, linoleik asitin karbon atomlari mor ve oleik asitin
karbon atomlari mavi ile goOsterilmigtir.) d. Peceol™ (Palmitik asitin
karbon atomlar yesil, linoleik asitin karbon atomlari mor ve oleik asitin
karbon atomlari mavi ile gosterilmistir.) e. Capryol® 90 (Kaprilik asitin
karbon atomlari pembe ile goésterilmigstir.) f. LauroglycolTM 90 (Laurik
asitin karbon atomlari sari ile gosterilmistir.) g. Labrasol® (Kaprik asitin
karbon atomlari turuncu, kaprilik asitin karbon atomlari ise pembe ile
gosterilmistir.) h. Transcutol® HP (Dietilen glikol monoetil eterin karbon
atomlari koyu gri ile gésterilmistir.).

Cizelge 4.2. Oleik asit ve IL-2 etkilesim analizi

Lys 49 (%19, Hidrofilik); Glu 116 (%12, Hidrofilik); Asn 119 (%12,5,

Olelk asit 1 idrofilik): Arg 120 (%15, Hidrofilik)

Oleik asit 2 |Lys 8 (%12, Hidrofilik)

Oleik asit 3 A_sn 33_ (%30, Hidrofilik); '_I'hr 37_ (%_20, _I—_|idrofi|ik); lle 114 (%25,
Hidrofobik); Val 115 (%20, Hidrofobik, Hidrofilik)

Oleik asit 4 |Lys 49 (%10, Hidrofilik)

Cizelge 4.3. Labrafac™ Lipophile WL 1349 ve IL-2 etkilesim analizi

Kaprilik asit 1

Arg 120 (%12, Hidrofilik)

Kaprilik asit 2

Lys 35 (%95, Hidrofilik); Arg 38 (%70, Hidrofilik), Lys 76 (%40,
Hidrofilik)

Ala 50 (%10, Hidrofilik); Thr 51 (%30, Hidrofilik); Glu 52 (%25, Hidrofilik)

Arg 38 (%95, Hidrofilik)
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Cizelge 4.4. Maisine® ve IL-2 etkilesim analizi

Oleik asit

Thr 7 (%13, Hidrofilik); Lys 8 (%15, Hidrofilik); Lys 54 (%14, Hidrofilik)

Palmitik asit

Asn 33 (%30, Hidrofilik); Thr 37 (%10, Hidrofilik); Leu 40 (%10,
Hidrofobik, Hidrofilik); lle 114 (%10, Hidrofobik)

Linoleik asit 1

Arg 38 (%17,5, Hidrofilik); Leu 53 (%15, Hidrofobik, Hidrofilik); Lys 54
(%12,5, Hidrofilik)

Linoleik asit 2

Lys 9 (%13, Hidrofilik); Pro 47 (%13, Hidrofobik); Arg 120 (%14,
Hidrofilik)

Cizelge 4.5. Peceol™ ve IL-2 etkilesim analizi

Palmitik asit

Lys 49 (%14, Hidrofilik); Arg 120 (%10, Hidrofilik)

Linoleik asit

Arg 38 (%20, Hidrofilik)

Oleik asit 1

Lys 35(%80, Hidrofilik); Arg 38 (%80, Hidrofilik); Phe 42 (%20,
Hidrofobik); Leu 72 (%30, Hidrofilik, Hidrofobik); GIn 74 (%20, Hidrofilik)

Oleik asit 2

Lys 49 (%25, Hidrofilik); Ala 50 (%25, Hidrofilik); Thr 51(%15,
Hidrofilik); Arg 120 (%40, Hidrofilik); Trp 121 (%10, Hidrofobik)

Cizelge 4.6. Capryol® 90 ve IL-2 etkilesim analizi

Kaprilik asit 1

Tyr 31 (%25, Hidrofobik, Hidrofilik); Lys 35 (%80, Hidrofilik); Arg 38
(%80, Hidrofilik); Ser 75 (%25, Hidrofilik)

Kaprilik asit 2

Lys 32(%10, Hidrofilik); Lys 49 (%35, Hidrofilik); Arg 120 (%30,
Hidrofilik)

Kaprilik asit 3

Asn 30 (%15, Hidrofilik): Lys 76 (>%75, Hidrofilik); Phe 78 (%30,
Hidrofobik, Hidrofilik); His 79 (%95, Hidrofilik)

Kaprilik asit 4

Arg 38 (%60, Hidrofilik)
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Cizelge 4.7. Lauroglycol™ 90 ve IL-2 etkilesim analizi

Asn 30 (%10, Hidrofilik); Lys 35 (%20, Hidrofilik); Arg 38 (%40,
Hidrofilik); Asn 77(%15, Hidrofilik)

Lys 35 (%10, Hidrofilik); Arg 38 (%100, Hidrofilik)

<%10

Lys 8 (%10, Hidrofilik); Lys 9 (%10, Hidrofilik); Pro 47 (%10,
Hidrofilik); Ala 50 (%10 Hidrofilik,); Arg 120 (%80, Hidrofilik)

Cizelge 4.8. Labrasol® ve IL-2 etkilesim analizi

Lys 48 (%10, Hidrofilik); Arg 120 (%40, Hidrofilik)

Kaprilik asit 1

Lys 32 (%10, Hidrofilik); Lys 35 (%12, Hidrofilik); Arg 38 (%10,
Hidrofilik); Lys 76 (%10, Hidrofilik)

Kaprilik asit 2

Tyr 31 (%10, Hidrofobik, Hidrofilik); Lys 35 (%60, Hidrofilik); Arg 38
(%80, Hidrofilik); Leu 72 (%15, Hidrofilik, Hidrofobik); Lys 76 (%30,
Hidrofilik)

Kaprilik asit 3

Arg 38 (%10, Hidrofilik); Arg 120 (%20, Hidrofilik)

Cizelge 4.9. Transcutol® HP ve IL-2 etkilesim analizi

Dietilen glikol

)
monoetil eter 1 <%10
Dletllen glikol <0610
monoetil eter 2
Dietilen glikol Pro 47 (%25, Hidrofilik, Hidrofobik); Arg 120 (%50, Hidrofilik);

monoetil eter 3 Trp 121 (%10, Hidrofobik, Hidrofilik)

Dietilen glikol
monoetil eter 4

<%10
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—— Mean RMSF: 7.00  4.56
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—— Mean RMSF: 5.60  4.66
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madde ve

IL-2 simulasyonlarina ait

RMSF grafigi,

simulasyonlar sirasinda IL-2 yapisinin esnekligini a. Oleik asit, b.
Labrafac™ Lipophile WL 1349, c. Maisine®, d. Peceol™, e. Capryol®
90, f. Lauroglycol™ 90, g. Labrasol®, h. Transcutol® HP varliginda
gosterilmigtir. Her kalintinin ortalama RMSF degeri siyah olarak rapor
edilmis ve standart sapmalar her IL-2 kalintisi i¢in gri bolgeler olarak

gosterilmigtir.



84

—— Mean RMSF: 0.93 £ 0.13 — Mean RMSF; 0.85 £ 0.14
P-RMSF - Labrasol ALF P-RMSF - Transcutol HP
50 50
a5 a5
a0 40
35 35
0 B
= =
25 w25
2 £
H H
20 20
15 14
10 10
E 5
e e, -
0 - - - - 0 ? -
° o @ & @ & s o & & ° o 2 & d & 8 @ .
Residue ndex Residue Index

Sekil 4.3. (devam) Yardimci madde ve IL-2 simllasyonlarina ait RMSF grafigi,
simulasyonlar sirasinda IL-2 yapisinin esnekligini a. Oleik asit, b.
Labrafac™ Lipophile WL 1349, c. Maisine®, d. Peceol™, e. Capryol® 90,
f. Lauroglycol™ 90, g. Labrasol®, h. Transcutol® HP varliginda
gosterilmistir. Her kalintinin ortalama RMSF degeri siyah olarak rapor
edilmig ve standart sapmalar her IL-2 kalintisi i¢in gri bolgeler olarak
gOsterilmistir.
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Sekil 4.4. Yardimci madde ve IL-2 simulasyonlarina ait RMSD grafigi, IL-2
yapisinin a. Oleik asit, b. Labrafac™ Lipophile WL 1349, c. Maisine®, d.
Peceol™, e. Capryol® 90, f. Lauroglycol™ 90, g. Labrasol®, h.
Transcutol® HP varhginda similasyon sirasinda sistem ilk
baslatildigindaki duruma benzerligini gdstermektedir. Her kopya farkli bir
renkle temsil edilmistir.
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RMSD Values of IL-2 Backhone, simulated with Peceol
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Sekil 4.4. (devam) Yardimci madde ve IL-2 simUlasyonlarina ait RMSD grafigi, IL-
2 yapisinin a. Oleik asit, b. Labrafac™ Lipophile WL 1349, c. Maisine®,
d. Peceol™, e. Capryol® 90, f. Lauroglycol™ 90, g. Labrasol®, h.

Transcutol®

HP

varliginda

simulasyon

sirasinda

sistem ilk

baslatildigindaki duruma benzerligini géstermektedir. Her kopya farkli bir
renkle temsil edilmistir.
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IL-2 ile proteaz inhibitorleri arasindaki 500 ns’lik etkilesimlere ait 0, 166, 333, ve 500
nanosaniyelerde olusturulan gorseller ise Sekil 4.5te sunulmustur. Proteaz
inhibitorleri ile yapilan simllasyon surecinde gergeklesen konformasyonel degisime
ait grafikler Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°da sunulmustur.

3 )
i ‘\‘ »
Ons 166 ns
b.
P
kB
N
e N
Ons 166 ns
C.

333 ns 500 ns

Ons 166 ns

Sekil 4.5. Proteaz inhibitorleri ve IL-2 simllasyonlarina ait kesitler a. IL-2 basitrasin,
b. IL-2 aprotinin c. IL-2 kimostatin ve IL-2 pepstatin
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RMSD Values of IL-2 Backbone, simulated with Bacitracin RMSD Values of IL-2 Backbone, simulated with Aprotinin
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Sekil 4.7. Proteaz inhibitorleri ve IL-2 simulasyonlarina ait RMSD grafigi
a. basitrasin, b. aprotinin, c. kimostatin ve d. pepstatin

4.2. interlékin-2 Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
4.2.1. I1L-2 uretimi

IL-2 Gretimi Bolim 3.2.2’de belirtildigi sekilde gergeklestiriimis ve saflastiriimistir.
Tum calismalarda kullanilan ve referans kabul edilen IL-2, Elabscience®tan temin
edilmistir. Kog¢ Universitesi’'nde uretilen IL-2 bundan sonra K-IL-2*, SUMO etiketi
iceren IL-2 ise K-SUMO-IL-2**, istanbul Teknik Universitesi'nde Uretilen IL-2 bundan

sonra B1-IL-2* olarak kodlanmistir.

*K-IL-2 ve B1-IL-2 sadece sonug¢ formulasyon igin referans IL-2 ile kiyaslanarak
tekrarlanabilir sonucglar elde edilip edilmedigini degerlendirmek amaciyla

kullaniimisgtir.
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*K-SUMO-IL-2, rekombinant DNA teknolojisiyle IL-2 Uretim surecinde proteinin
¢6zUnUrligunu arttirma amaciyla SUMO-Tag eklenmigtir. Buayuk yapili olmasi
nedeniyle SUMO-Tag kolayca kesilerek K-IL-2 Uretiimektedir. Formulasyon
calismalarinda etkinligi ve guvenligi bilinmediginden kullaniimamis olup sadece

karakterizasyon caligmalarinda degerlendirilmistir.
4.2.2. Boyut diglama kromatografisi (SEC-HPLC)

IL-2'nin Bolum 3.2.2’de belirtildigi sekilde gerceklestiriien SEC-HPLC analizine ait
kromatogramlar $Sekil 4.8'de sunulmustur. Farkli kaynak ve farkh kolonlar
kullanilarak yapilan bu yontemle saflastirma sonrasi dimerizasyon ve
oligomerizasyon durumlari test edilerek degerlendirilmigtir.

SEC Standarts
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1490 150 kDa || 13 kDa

[{=]
[{=]
(=]
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490
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—_
w
o

« 14kDax

—_
w0 -
o o

70
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10 ¢ 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
b Alikonlama Stiresi (dk)

Sekil 4.8. Saflastirilan rekombinant IL-2 proteinin saflastirma sonrasi SEC-HPLC
sonuglari (S250 kolon ile gergeklestirilen analizde a. siyah kromatogram
standarttir, b. turuncu kromatogram B1-IL-2’ye ve c. mavi kromatogram
referans IL-2’ye (Elabscience®) aittir. S75 kolon ile gercgeklestirilen

analizde ise d. yesil kromatogramlar referans ve e. mor kromatogram
K- SUMO-IL-2’ye aittir.
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Sekil 4.8. (devam) Saflastirilan rekombinant IL-2 proteinin saflastirma sonrasi SEC-

HPLC sonuglari (S250 kolon ile gergeklestiriien analizde a. siyah
kromatogram standarttir, b. turuncu kromatogram B1-IL-2’ye ve c. mavi
kromatogram referans IL-2'ye (Elabscience®) aittir. S75 kolon ile
gerceklestirilen analizde ise d. yesil kromatogramlar referans ve e. mor
kromatogram K- SUMO-IL-2’ye aittir.
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4.2.3. FT-IR analizi

Bu analizde proteinlerin hangi dalga boylarinin emildigi olgular. Bu, proteinlerin
Amit | (C=0 gerilme titresimleri) ve Amit Il (N-H bukulme titresimleri) bantlariyla
tanimlanir. Amit | bandi, proteinlerin alfa sarmal ve beta tabaka gibi ikincil yapisini
yansitir (Gallagher, 2009).

IL-2’'nin Bolim 3.2.2'de belirtildigi sekilde gergeklestiriien FT-IR analizine ait
spektrumu Sekil 4.9'da sunulmustur. FTIR pikleri literatirlerdeki degerlerle
karsilastiriimigtir (Prestrelski, Pikal ve Arkawa, 1995). Yapilan ¢alismalarda, farkl
kaynaklardan temin edilen IL-2’ye ait spektrumlar ayni boélgelerde gerilim bantlar

vermistir.

4.2.4. DSC analizi

IL-2’'nin Bolum 3.2.2’de aciklandigi sekilde gerceklestiriien DSC analizine ait
termogrami Sekil 4.10'da verilmistir. Elabscience® IL-2’ye ait bozulma piki 59,68°C
ve B1-IL-2’ye ait bozulma piki 79,11°C olarak bulunmustur.
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Sekil 4.9. Farkli kaynaklardan alinan IL-2’nin FT-IR spektrumu; a. Uretilen (B1-IL-2), b. referans IL-2 (Elabscience®), c. Uretilen (K-
IL-2), d. Uretilen (K-SUMO-IL-2)



— K2

Termal Analiz Sonucu ——— K-SUMO-IL-2
DSC IL-2_B1
ey IL-2_Elab
0.00F Va
-10.00F
_20.00F
-30.00F
79.41C
84 88C
2000 ' 4000 ' G000 ' " 80.00
Temp [C]

Sekil 4.10.Farkl kaynaklardan alinan IL-2’'nin DSC termogrami; referans IL-2 (Elabscience®), Uretilen (B1-IL-2), Uretilen (K-IL-2) ve
uretilen (K-SUMO-IL-2)
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4.2.5. Sirkuler dikroizm spektroskopisi

IL-2’nin Bolim 3.2.2’de aciklandidi sekilde Jasco J-815 ile gergeklestirilen referans
IL-2’nin sirkdler dikroizm analizine ait spektrumu Sekil 4.11°de verilmistir. Jasco
J-1500 ile gergeklestirilen B1-IL-2'nin sirkdler dikroizm analizine ait spektrumu Sekil
4.12’de verilmistir. Spektrumda 200-250 dalga boylarinda pik vermistir, spektrumun
seklinin referanslarla benzerlikler gosterdigi goriimektedir, bu da IL-2'ye ait bir

patern oldugunu gostermektedir (Sekil 4.12).

50

T
/_,...

CD [mdeg]

External V] [

05—

1 \ ! | ! | !
190 200 220 240 260

Wavelength [nm]
Sekil 4.11. Referans (Elabscience®) IL-2 CD spektrumu
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Sekil 4.12. B1- IL-2 CD spektrumu
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Sekil 4.13. Literatirdeki IL-2 CD spektrumlari (Yamada, T., 1987; Akgln, B., 2022).

4.3. interlékin-2’nin Miktar Tayini Yéntemi ve Validasyonu

Oral yoldan uygulanmak Uzere hazirlanan IL-2 yukli nanoemdulsiyonlardan IL-2’nin
sallm hizinin  deg@erlendiriimesi amaciyla in vitro salim calismalari
gergeklestirilmistir. IL-2’nin miktar tayini temin edilen Elabscience® Human IL-2
ELISA Kit ile yapimigtir. Yapilan analiz sonucu kalibrasyon denklemi

y=0,0035x+0,026 olarak hesaplanmigstir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. ELISA kitinin kalibrasyon grafigi (n=3)

4.4. Nanoemiilsiyon Formiilasyonu Gelistirme Caligmalari

500

600

IL-2 icermeyen nanoemdulsiyon formulasyonlarina ait Bolum 3.2.4’te aciklandigi

sekilde gergeklestirilen calismalarin sonuglari Cizelge 4.10 ve Cizelge 4.11'de

verilmistir.

Cizelge 4.10.F1 (su/yag/su tipi nanoemulsiyon) formulasyonu damlacik boyutu ve
PDI sonuglari (n=3, Ort + SD).

Primer emiilsiyon Coklu emiilsiyon
Damlacik )
boyutu PDI Gegis Sayisi
(nm)
1415 + 0,146 + 3 geci 4 geci 5 geci
162,8 0,121 gecis gecis gecis
Damlacik . Damlacik . Damlacik .
Basing boyutu PDI boyutu PDI boyutu PDI
(nm) (nm) (nm)
10.000 psi 196,9 + 0,079 + 206,6 + 0,071 203,1 0,071
’ P 2,7 0,026 3,1 0,016 3,6 0,013
20.000 DS 2875+ 0,084 + 290,7 + 0,117 3012+ 0,058 +
’ P 3,2 0,008 0,2 0,013 54 0,035
30.000 bSi 456,5 + 0,170 + 509,0 + 0,258 + 4824 + 0,259 +
0P 6,2 0,009 20,4 0,017 4,6 0,011
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Cizelge 4.11.F2 (su/yag/su tipi nanoemulsiyon) formulasyonu damlacik boyutu ve
PDI sonuglar (n=3, Ort + SD).

Primer Emiilsiyon Coklu Emiilsiyon
Ultra-Turrax Gegis
siiresi Sayisi Damlacik PDI Damlacik boyutu PDI
boyutu (nm) (nm)
3dk 1 190,900 + 7,271 0,271 £ 0,092 90,790 £ 4,119 0,241 £ 0,002
1 191,900 + 7,151 0,275+0,028 | 86,780 £ 1,301 0,157 £ 0,009
2 167,900 + 11,060 | 0,148 £ 0,117 89,660 + 0,975 0,163 £ 0,012
4 dk 3 173,0 £ 5,126 0,151 £ 0,051 91,840 £ 0,262 0,178 £ 0,008
4 168,200 + 2,346 0,161 £ 0,009 81,380 + 0,195 0,138 £ 0,013
5 188,800 + 9,506 0,145 £ 0,054 96,760 + 3,225 0,172 £ 0,003

Formulasyonlara ait yardimci maddeler ve formulasyonlarin iglem parametreleri

Ozet olarak Cizelge 4.12’de sunulmustur.

Cizelge 4.12. Formulasyon parametreleri

. . . Damlacik boyutu
Bilesenler Islem parametreleri .
ve PDI
Oleik asit 40°C, 350 rpm, 10 dk
Primer PGPR Ultra-Turrax 10.000 rpm 3 dk
£ < | Emilsiyon o Ultrasonik banyo, 35
s S Distile su
% % kHz, 5 dk
\‘i g Primer Emiilsiyon Ultra-Turrax 10.000 rpm 2 dk
& o ) o . Damlacik boyutu
=~ 5 Coklu a Microfluidizer® 3 gegis,
T < . Tween 80 ) 238,3 + 6,6 nm;
Emulsiyon 10.000 psi .
o PDI 0,061 £ 0,023
Distile su
Labrafac™ Lipophile WL1349 50°C, 1000 rpm, 3 dk
Primer PGPR Ultra-Turrax 24000 rpm 3 dk
& = | Emiisiyon Microfluidizer® 1 gegi
3 S y Distile su gegs,
S 2 10.000 psi
g 2
N § Primer Emiilsiyon Damlacik boyutu
& 8 Coklu
N 8 i . 100 rpm homojenize olana 94,72 £ 4,20 nm;
w < | Emilsiyon Kolliphor EL .
kadar, oda sicakliginda PDI 0,181 + 0,002
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4.5. Gelistirilen Nanoemiilsiyon Formiilasyonlarinda Yapilan Karakterizasyon

Caligmalari

4.5.1. ELISA Kkiti ile IL-2 ylikleme tayini

IL-2’nin miktar tayini Bolum 3.2.5'te acgiklandigi sekilde gerceklestiriimis ve ELISA
kiti ile yapilan IL-2 miktar tayini bir seri olarak yapiimis olup 1 g emdulsiyonda
yukleme etkinligi F1 ve F2 igin yaklasik %100 olarak hesaplanmistir (1 g
emulsiyonda olmasi istenen IL-2 miktari; 0,025 mg). Sonuglar Cizelge 4.13'te

sunulmustur.

Cizelge 4.13. IL-2 yukli nanoemllsiyonlarin yikleme etkinligi (n=3)

Ortalama (mg) Standart Sapma %Bagil sapma
IL-2 yuklii F1 0,0249 0,0032 0,41
IL-2 yiklii F2 0,0254 0,0039 1,20

4.5.2. Damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli élgiimleri

IL-2 yUklG olmayan F1 ve F2 formulasyonlarinin Malvern Zetasizer cihazi ile
gerceklestirilen damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli dlglimleri Bolim 3.2.5'te

aciklandigi sekilde gercgeklestiriimistir ve sonuglar Cizelge 4.14’te sunulmustur.

Cizelge 4.14.Nanoemiilsiyonlarin damlacik boyutu, PDi ve zeta potansiyeli dlglim
degerleri (n=3)

Damlacik boyutu (nm) PDI Zeta Potansiyeli (mV)
. Fl 2081427 0,050 + 0,010 .50,0 0.4
ormiilasyonu
F2 96,9+ 17 0,181 + 0,002 -8,04 + 0,90
formiilasyonu
(Ort £ SS, n=3)

IL-2 yukli F1 ve F2 formilasyonlarina ait Malvern Zetasizer cihazi ile
gergeklestirilen damlacik boyutu, PDIi ve zeta potansiyeli élgiimleri Cizelge 4.15'te

sunulmustur.



Cizelge 4.15. IL-2 yUklG nanoemulsiyonlarin damlacik

potansiyeli 6lgim degerleri (n=3)

99

boyutu, PDi ve zeta

Damlacik boyutu (nm) PDiI Zeta Potansiyeli (mV)

IL-2 yiiklii F1 1759 +35 0,105 + 0,075 549+0,8

IL-2 yiiklii F2 103,9+23 0,213 + 0,009 5,17 + 0,93

IL-2 ve aprotinin 189.0 +1.7 0,062 + 0,020 415 +1.4
yukli F1

IL-2 ve aprotinin 77.6+0,7 0,149 + 0,006 116+0,3
yukli F2
(Ort £ SS, n=3)

K-IL-2 ve B1-IL-2 yUkli F2 formullasyonlarina ait Malvern Zetasizer cihazi ile

gerceklestirilen damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli élgiimleri Cizelge 4.16'da

sunulmustur.

Cizelge 4.16. Farkh kaynaklardan temin edilen IL-2 ile yUkli nanoemdlsiyonlarin
karsilastiriimasi

Damlacik boyutu (nm) PDi Zeta Potansiyeli (mV)
IL-2 ve aprotinin 77.6+0,7 0,149 + 0,006 116+0,3
yukli F2
K-IL-2 ve aprotinin 85,06 + 0,76 0,174 + 0,011 10,2 +0,3
yukli F2
BI-IL-2 ve 95.28 + 1,03 0,220 + 0,006 -7.69 0,25
aprotinin yuklii F2

(Ort + SS, n=3, p<0,05)

4.5.3. Morfolojik caligmalar

Bolum 3.2.5'te agiklandidi sekilde gercgeklestiriien morfolojik calismalarda F1

formUlasyonlarina ait fiziksel gériinimler Resim 4.1’de, F2 formulasyonlarina ait

fiziksel gorunumler Resim 4.2’de ve formulasyonlara ait TEM goruntileri Resim

4.3’te verilmigtir. TEM gorintulerinde kuresel damlaciklarin olustugu ve IL-2

yuklendikten sonra morfolojik olarak degisiklik olmadigi gézlenmektedir.
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Resim 4.1. F1 formulasyonlarin fiziksel gorinimu

Aprotinin
=———2

4

A

’.

-

Resim 4.2. F2 formulasyonlarin fiziksel gorinuma
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N
Resim 4.3. a. F1 formulasyonlarinin* ve b. F2 formtlasyonlarinin TEM goéruntuleri

* Aprotinin iceren F1-IL-2 formulasyonu ile caligmalara devam edilmediginden TEM

ile goruntulenmemisgtir.

454. FT-IR analizi

FormuUlasyon bilesenleri arasindaki etkilesimlerin incelenmesi amaciyla Bolum
3.2.5'te belirtildigi sekilde gergeklestirilen FT-IR analizine ait spektrumlar Sekil 4.15
- Sekil 4.18’de sunulmustur.



%T
il

%T
2

%T
-
?

60

504
45]
9%

90 S~ » S — __—
30] x, ) / ' \ ’ﬁl'dl ' .r*—‘/ bt N T
751 R \f |||‘

65 | ™\ p
604 o

%T

EA
“4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600
cm-1

Sekil 4.15. a. Poligliserol polirisinolat, b. Tween 80, c. Oleik asit, d. F1 formulasyonuna ait IR spektrumlari

[40))



%T
3

%T
2R 3
e
(}'"
.

<
%

%T
&

%T
=

50- i

44 T v . . : "
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm-1

Sekil 4.16. a. Kolliphor EL, b. F2 formUlasyonu, c. Poligliserol polirisinolat, d. Labrafac™’a ait IR spektrumlari

500

€07



%T

%T
=)

%T
3

80 T —— . ' T, ‘ll
60 l

40 |
33
101-
90

80
704
60+

504

42 y T T r T r !

4000 3500 3000 2500 ’ 2000 1500 1000 600
cm-

Sekil 4.17.a. IL-2, b. IL-2 yUkli F1 nanoemilsiyonu, c. F1 nanoemdlsiyonu, d. Aprotinin, e. IL-2 ve aprotinin
nanoemulsiyonunun IR spektrumlari

%T

%T

yukla F1

70T



o7 o
90 e

75+ W
65]
60+
552
029
801 \p /S

h
607 “‘1 r"\_,“l
404 \I [

201
5
143
120
100,
80,
60,

40
33

%T

%T

%T

%T

704

60
561
9%,
90- .
804 ™ -

704
60,

507 M — ~
47

%T

80] (PN

101
%
85
75]

“ead

4000 3500 3000

Sekil 4.18.a. F2 nanoemulsiyonu, b. IL-2 yukli F2 nanoemdlsiyonu, c. Aprotinin, d. IL-2 ve aprotinin yikli F2 nanoemdilsiyonu, e. IL-

2 IR spektrumlari

2500

cm-1

2000

1500

1000

600

S0T



106
4.5.5. DSC Analizi
Formulasyon bilesenleri arasindaki etkilesimlerin incelenmesi amaciyla Bolum

3.2.5'te belirtildigi sekilde gergeklestirilen DSC analizine ait termogramlar Sekil 4.19,
Sekil 4.20 ve Sekil 4.21’de sunulmustur.
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4 .5.6. Viskozite

IL-2 yUklU ve yUklU olmayan formulasyonlara ait viskozite élgiimleri Bolim 3.2.5’te
belirtildigi sekilde MicroVisc cihazi ve Brookfield DV-lII Rheometer ile
gerceklestiriimistir. F1 formulasyonunun viskozitesi ok dusuk oldugu igin Brookfield
rotasyonel koni viskozimetresi ile degerlendiriliemediginden MicroVisc cihazi tercih
edilerek olgimler yapilmigtir. MicroVisc cihazi ile F1 ve F2 formulasyonlari igin
viskozite degerleri sirasiyla 138,27 + 0,12 mPa.s ve 770,37 £+ 1,21 mPa.s olarak
bulunmusgtur. IL-2 yuklu F1 ve IL-2 yuklu F2 formulasyonlari igin ise sirasiyla 124,20
12,10 mPa.s ve 725,03 £ 0,57 mPa.s olarak yukli olmayan formulasyonlarla benzer

bulunmustur.

Brookfield DV-IIl Rheometer ile F1 formulasyonlarinin viskozitesi 6lgilemediginden
Olcllebilen F2 formulasyonlarina ait viskozite sonuglari Cizelge 4.17'de verilmistir.
Bu formilasyonlarin viskozite-kayma hizi ve kayma hizi- kayma gerilimi grafikleri
Sekil 4.21, Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’te sunulmustur.

Cizelge 4.17. F2 formulasyonlarina ait Brookfield DV-lII Rheometer viskozite
sonuglari

Viskozite (cP)

Formiilasyon
(Kayma hizi:60) (Ort£SS)

F2 819 + 20
F2-IL-2 644 £ 7
F2- IL-2-Aprotinin 646 + 18

(Ort+SS n=3)
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Sekil 4.21. F2 formulasyonunun a. viskozite-kayma hizi ve b. kayma hizi- kayma
gerilimi grafikleri
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Sekil 4.22. F2-IL-2 formUlasyonunun a. viskozite-kayma hizi ve b. kayma hizi-
kayma gerilimi grafikleri
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Sekil 4.23. F2-IL-2-Aprotinin formUlasyonunun a. viskozite-kayma hizi ve b. kayma
hizi- kayma gerilimi grafikleri

4.5.7. Yizey gerilimi olglimleri
Asili damla yontemi kullanilarak Attension® Theta Lite cihazi ile Bolim 3.2.5'te

belirtildigi sekilde gerceklestirilen ylzey gerilimi 6lcimlerine ait sonuglar Cizelge
4.18 - 4.20’de sunulmustur.
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Cizelge 4.18.F1 ve IL-2 yukli F1’e ait asili damla goéruntileri ve yuzey gerilimi

sonuglarr*
F1 F1-IL-2
Yuzey 34,88 + 1,30 mN/m 37,41 + 0,39 mN/m
gerilimi
Hacim 5,62+ 0,03 uL 5,59 £ 0,02 uL

(OrtxSS n=3, p>0,05)
* Aprotinin iceren F1-IL-2 formUlasyonu ile galismalara devam edilmediginden yuzey

gerilimleri degerlendiriimemisgtir.

Cizelge 4.19.F2, IL-2 yukll F2 ve Aprotinin igeren IL-2 yUkli F2’ye ait asili damla
goruntuleri ve yuzey gerilimi sonuglar

F2-IL-2
F2 F2-IL-2 -Aprotinin

g\gfﬁ?n{, 28,92+ 0,11 mN/m | 29,26 + 0,21 mN/m 27,74 + 1,60 mN/m

Hacim 5,60 £ 0,03 pL 6,90 £ 0,73 pL 7,31+0,11 pL

(Ort£SS n=3, p>0,05)

Cizelge 4.20.Farkh kaynaklardan temin edilen IL-2 ile yukli nanoemdulsiyonlarin
kargilagtiriimasi

F2-IL-2-Aprotinin  F2-K-IL-2-Aprotinin F2-B1-IL-2-Aprotinin

g\g':lzlf%’l 2774+ 159 mN/m | 26,77 +0,0,45 mN/m 2903 + 0,18 mN/m
Hacim 7,31+0,11 pyL 6,67 + 0,87 yL 7,29 £ 0,84 pL

(Ort£SS n=3, p>0,05)
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4.5.8. iletkenlik 6lgiimleri

Bolum 3.2.5’te belirtildigi sekilde gerceklestirilen iletkenlik dlglimlerine ait sonuglar
Sekil 4.24, Sekil 4.25 ve Cizelge 4.21'de sunulmustur.

Konduktivite
60,0 55,4
50,0
40,0 34,6
€
L 30,0 ——-F1
%)
< ——F2
20,0
10,5 11,3
10,0 ®
0,0
0. gln 2.gln 7.gln

Sekil 4.24. F1 ve F2 formilasyonlarinin 1 haftalik konduktivite sonuglari

Konduktivite
70,0
57,6
60,0
48,6 47,4
50,0 .
g 40,0
S —l—F1-IL-2
(7]
3 30,0 23,0 == F2-IL-2
20,0
10,7 10,6
10,0 O
0,0
0. gln 2. gun 7. gun

Sekil 4.25. IL-2 yUklG F1 ve IL-2 yukliu F2 formulasyonlarinin 1 haftalik kondUktivite
sonuglari
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Cizelge 4.21. Taze hazirlanan IL-2 yUkli olmayan, IL-2 yukli ve Aprotinin igceren
IL-2 yUklU ¢oklu emulsiyonlarin iletkenlik dlgumleri

Formiilasyon lletkenlik (uS/cm)
F1 55,4+0,4
F1-IL-2 57,6 £ 0,2

F1- IL-2-Aprotinin 85,4+0,1

F2 34,6 £+ 0,91
F2-1L-2 23,0 £ 0,02
F2- IL-2-Aprotinin 6,05 + 0,07
(Ort£SS n=3)

4.5.9. Termodinamik stabilite galigmalari

IL-2 igermeyen ve IL-2 yUkIU ¢oklu nanoemdlsiyonlarin isitma-sogutma dongusu,
santrifij ve donma-¢dzme olmak Uzere U¢ basamakta gergeklestirilen termodinamik
stabilite calismalarina ait damlacik boyutu ve PDIi &lgim sonuglari asagida
sunulmustur. Formdulasyonlarda santifij testinden sonra faz ayrilmasi

g6zlenmemigtir (Resim 4.4.a-b).

Resim 4.4. a. F1 formdlasyonlarinin fiziksel gorinimu b. F2 formulasyonlarinin
fiziksel gérinimu

Baslangic ve dongu sonrasi c¢ekilen fotograflar Resim 4.5 ve Resim 4.6’da

sunulmustur. Gergeklestirilen damlacik boyutu, PDi ve zeta potansiyeli dlgiimleri

grafiksel olarak Sekil 4.26 ve Sekil 4.27°de gosterilmigtir.
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2.Déngii 3.Dongii

Resim 4.5. F1 formulasyonunun baslangi¢ ve isitma-sogutma donguleri sonrasi
fiziksel gorinimu

1.Do6ngii

2.Dongii 3.Dongii

Resim 4.6. F2 formulasyonunun baslangi¢ ve 1sitma-sogutma donguleri sonrasi
fiziksel gorunimu
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F1- Isitma-Sogutma (Damlacik Boyutu, nm) F1- Isitma-Sogutma (PDI)

250.00 0120
200.00 - 0-100
0.080

150.00
0.060

100.00
0.040
50.00 0.020
000 0.000

Baslangic 1. Dongli 2.Déngl 3. Dongli Baslangic 1.Dongl 2.Dongli 3. Dongli

F1- Isitma-Sogutma (Zeta Potansiyeli)

Baslangic 1. Dongl 2.Doéngil 3.Doéngill

Sekil 4.26. F1 formUlasyonunun baslangi¢ ve isitma-sogutma dongdleri sonrasi
damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli grafikleri.

F2- Isitma-Sogutma (Damlacik Boyutu, nm) F2- Isitma-Sogutma (PDI)
120 025
1 I
100 0>
80 I I

015

60
01

40
20 005
0 0

Baslangi¢ 1. Dongu 2.Dongl 3. Dongl Baslangig 1. Dongii 2.Dongl 3. Dongl

F2- Isitma-Sogutma (Zeta Potansiyeli)

Baglangi¢ 1. DOngli 2. Dongli 3. Dongli

-20

Sekil 4.27. F2 formulasyonunun baslangi¢ ve isitma-sogutma dongdleri sonrasi
damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli grafikleri.

Dondurma-Cozme testine ait baglangi¢ ve déngu sonrasi ¢ekilen fotograflar Resim
4.7 ve Resim 4.8’de sunulmustur. Gergeklestirilen damlacik boyutu, PDi ve zeta

potansiyeli 6lgimleri grafiksel olarak Sekil 4.28 ve Sekil 4.29’da gdsterilmistir.
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2.Dongii 3.Dongii

Resim 4.7. F1 formilasyonunun baslangi¢c ve dondurma-¢gézme donguleri sonrasi
fiziksel gorinuma

2.Dongii 3.Dongii

Resim 4.8. F2 formulasyonunun baslangi¢ ve dondurma-¢gézme donglileri sonrasi
fiziksel gorunimu
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F1- Dondurma GCézme (Damlacik Boyutu, nm) F1- Dondurma Coézme (PDI)
1600.00 1.000
1400.00 0.900
0800
1200.00
0700
1000.00 0.600
800.00 1 0500
600.00 0400
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0.00 0000 I
Baslangi¢ 1.Dongll 2. Ddngli 3. Dongll Baslangic 1. Dongli 2.Doéngll 3. Ddngii

F1- Dondurma Gézme (Zeta Potansiyeli)
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-10
-20
-30
-40

-50

-60

Sekil 4.28. F1 formulasyonunun baslangi¢ ve dondurma-¢zme donguleri sonrasi
damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli grafikleri.

F2- Dondurma Coézme (Damlacik Boyutu, nm) F2- Dondurma Gézme (PDI)
120 0.25
I I
100 02
80 & I
0.15
60
0.1
40
20 0.05
0 0
Baslangic 1. Déngii 2.Dongli 3.Dongl Baslangi¢ 1.Dongii 2.Dongill 3. Dongi

F2- Dondurma Gézme (Zeta Potansiyeli)

Baslangic 1.Déngu 2.Dongl 3.Doéngl
. \

-10

-12

Sekil 4.29. F2 formilasyonunun baslangi¢ ve dondurma-g¢dzme donguleri sonrasi
damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli grafikleri.

IL-2 yUklG formilasyonlara ait 1sitma-soJutma testine ait baslangic ve déngu sonrasi
cekilen fotograflar Resim 4.9 ve Resim 4.10’da sunulmustur. Gergeklestirilen
damlacik boyutu, PDi ve zeta potansiyeli élgctimleri grafiksel olarak Sekil 4.30 ve

Sekil 4.31°de gosterilmigtir.
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2.Déngii 3.Déngii

Resim 4.9. 1L-2 yUkli F1’in baslangi¢ ve 1sitma-sogutma donguleri sonrasi fiziksel
gorunumau

2.Dongii 3.Dongii

Resim 4.10. IL-2 yukli F2’nin baglangi¢ ve isitma-sogutma donguileri sonrasi
fiziksel gorinimu
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IL-2-F1- Isitma-Sogutma (Damlacik Boyutu, nm) IL-2-F1- Isitma-Sogutma (PDI)
250.00 0180
240,00 0160
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22000 0100
210.00 = [ 0.080 I
0060
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0040
190.00 0020
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Sekil 4.30. IL-2 yuklu F1 formdlasyonunun baslangi¢ ve isitma-sogutma donguleri
sonras| damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli grafikleri.

IL-2-F2- Isitma-Sogutma (Damlacik Boyutu, nm) IL-2-F2- Isitma-Sogutma (PDI)

140 025
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100 ]: ]:
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20

0 o}
Baslangic 1. Dongil 2.Dongu 3. Dongll Baslangic 1. Déngii 2.Déngl 3.Déngl

IL-2-F2- Isitma-Sogutma (Zeta Potansiyeli)

Baslangic 1. Dongii 2. Dongll 3. Dongii

-10

-12

Sekil 4.31. IL-2 yuklu F2 formdlasyonunun baslangi¢ ve isitma-sogutma donguleri
sonrasi damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli grafikleri.

IL-2 yukli formulasyonlara ait Dondurma-Cézme testine ait baslangic ve déngu
sonrasl c¢ekilen fotograflar Resim 4.11 ve Resim 4.12’de sunulmustur.
Gergeklestirilen damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli dlglimleri grafiksel olarak

Sekil 4.32 ve Sekil 4.33’te gosterilmigtir.
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2.Dongii 3.Dongii

Resim 4.11. IL-2 yukli F71’in baslangic ve dondurma-¢ézme donglleri sonrasi
fiziksel gorinuma

2.Dongii 3.Dongii

Resim 4.12. IL-2 yukli F2’'nin baslangi¢ ve dondurma-¢6zme ddnguleri sonrasi
fiziksel gorinimu
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IL-2-F1-Dondurma Gézme (PDI)
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Sekil 4.32. IL-2 yukli F1 formulasyonunun baslangi¢ ve dondurma-¢dzme donguleri
sonras| damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli grafikleri.

IL-2-F2- Dondurma Gézme (Damlacik Boyutu, nm) IL-2-F2- Dondurma C6zme (PDI)
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IL-2-F2- Dondurma Gdzme (Zeta Potansiyeli)

Baglangi¢ 1. Déngii 2.Dongii 3.Dongii
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-12

Sekil 4.33. IL-2 yuklu F2 formulasyonunun baslangi¢ ve dondurma-gdzme donguleri
sonrasi damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli grafikleri.
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4.5.10. Stabilite caligmalar

IL-2 soduk zincirde saklandigindan IL-2 yUkli ¢oklu nanoemdulsiyonun in vitro
stabilitesinin incelenmesi amaciyla saklama ortami olarak 5°C + 3°C segilmigtir.
Stres kosulu olarak da 25°C £ 2°C / %60 £ %5 bagil nemde saklanmasi ve belirli
zaman araliklarinda fiziksel stabilite ¢alismalari yapilmasi planlanmisti. Ancak,
analiz yontemlerinin formulasyonlarin degerlendiriimesinde yetersiz kalmasi sonucu
calismalar planlandigi dogrultuda gergeklestiriiememistir. Stabiliteyi degerlendirmek
amaciyla damlacik boyutlari, PDI, zeta potansiyeli, viskozite ve ylizey gerilimi

degerlendirilmistir.

IL-2 yUklU ¢oklu nanoemdlsiyonlarin Bolim 3.2.2’de agiklandigi sekilde Jasco J-815

ile gerceklestirilen sirkuler dikroizm analizine ait sonuglar Sekil 4.34’te verilmistir.

5
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ok

5 3 1 1 1

1000
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Sekil 4.34. CD ile tekrarlanan dlgume ait gorsel

CD ile formulasyondaki IL-2’nin stabilitesi gosteriimediginde SDS-PAGE c¢aligsmalari
yapilmistir. SDS ile muamele olan protein yapilarinin negatif yukla bir hale geldikten

sonra molekul agirhdina bagh olarak jel Uzerinde ilerlemeleri incelenmektedir.
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%12’lik jelde 150 V 25 dk, 200 V 45 dk kosullarinda IL-2 ¢Ozeltisine ait bant
gozlenmistir (Resim 4.13). Calisma bu kosullarda F1 ve F2 icin tekrarlandiginda
formulasyonlardaki IL-2 i¢in jelde referans diginda protein bandi gdézlenememistir
(Resim 4.14).

Resim 4.13. %12’lik akrilamid jelde SDS PAGE calisma goruntuleri (1: 0,625
mg/mL IL-2 ¢bzeltisi, 2: 0,416 mg/mL IL-2 ¢dzeltisi, 3: 0,208 mg/mL IL-
2 ¢ozeltisi)

Resim 4.14. Formdilasyonlarin  %12’lik akrilamid jelde SDS PAGE c¢alisma
goéruntdleri (a jeli F1 formulasyonu igin, b jeli F2 formulasyonu igin
kullanilmigtir. 1: 0,416 mg/mL IL-2 g¢bzeltisi, 2: Formulasyon, 3-7:
Formulasyon : %5 Triton-X Cozeltisi, 8-12: Formulasyon : Etanol)
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Yuksek konsantrasyonlu IL-2 yukli F2 formulasyonu hazirlanmistir. Formulasyon
0,08 mg/g IL-2 igcermektedir ve formulasyon Y-F2-IL-2 olarak kodlanmistir. Jele bu

formulasyonun seyreltiimesiyle hazirlanan érnekler yiuklenmigtir (Resim 4.15).

Resim 4.15. F2-IL-2 formulasyonlarin %12’lik akrilamid jelde SDS PAGE calisma
goérantuleri (a jeline 10 pL, b jeline 20 pyL 6rnek yuklenmistir. F2
formulasyonu icin kullanilmistir. 1: 0,312 mg/mL IL-2 ¢dzeltisi, 2: Y-F2-
IL-2: izopropanol, 3: Y-F2-IL-2: metanol, 4: Y-F2-IL-2: etanol, 5: Y-F2-
IL-2: asetonitril, 6: Y-F2-IL-2: %5 Triton-X Cozeltisi, 7: 0,312 mg/mL
IL-2 ¢gozeltisi, 8: F2-1L-2: izopropanol, 9: F2-IL-2: metanol, 10: F2-1L-2:
etanol, 11: F2-IL-2: asetonitril, 12: F2-IL-2:%5 Triton-X Cozeltisi)

Yuksek konsantrasyonlu IL-2 yUkli F2 formdlasyonu pH 7,4 PBS tamponu ile
hidrate edilmis diyaliz membrana doldurulmus Uzerine 200 yL PBS tamponu
eklenerek her iki taraftan da sikica baglanmistir. Diyaliz torba igcinde PBS tamponu
olan tlpe yerlestirildikten sonra 50 rpm’e ayarlanan calkalayicida 2 saat
calkalanmistir. PBS tamponundan alinan 6rnek, ornek seyreltme tamponu ile
muamele edildikten sonra jele yuklenerek elektroforez iglemi baslatilmistir. Elde

edilen sonug¢ Resim 4.16’da sunulmustur.
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Resim 4.16.Y-F2-IL-2 formUlasyonunun %12’lik akrilamid jelde SDS PAGE calisma
goruntuleri (1: 0,312 mg/mL IL-2 ¢dzeltisi, 2: Y-F2-IL-2 diyaliz 6rnegi, 3:
Y-F2-1L-2 diyaliz 6rnegi, 4: Y-F2-1L-2 seyreltilmis diyaliz drnegi, 5: 0,312
mg/mL IL-2 ¢ozeltisi)

SDS-PAGE calismalari ile formulasyon stabilitesi degerlendirilemediginden, protein
stabilitesini degerlendirebilmek amaciyla formulasyonun ve yardimci maddelerin
SEC-HPLC ile analizleri gergeklestirilmistir. Analizler Bolum 3.2.2’de agiklandigi gibi
gercgeklestiriimistir. Kromatogramlar Sekil 4.35 - $Sekil 4.41’de sunulmustur.
Yardimci maddelere ait drnekler analiz edilirken formullasyondaki oranlari dikkate
alinmamigtir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.42°de karsilastiriimigtir.
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Labrafac

Baslangig
noktasi

Sekil 4.35. S200 kolon ile gergeklestirilen SEC-HPLC; Labrafac kromatogrami

Kolliphor EL

Baslangig
noktasi

Sekil 4.36. S200 kolon ile gergeklestirilien SEC-HPLC; Kolliphor® EL kromatogrami
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Aprotinin

Baslangig
noktasi

Sekil 4.37. S200 kolon ile gergeklestirilen SEC-HPLC; Aprotinin kromatogrami

“ F2-IL-2

300

\
Basglangig ‘ \
noktasi | \

Sekil 4.38. S200 kolon ile gergeklestirilen SEC-HPLC; F2-1L-2 kromatogrami
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Aprotinin iceren F2-IL-2

Baslangig
noktasi

100 120 140 L]

Sekil 4.39. S200 kolon ile gercgeklestirilen SEC-HPLC; Aprotinin iceren F2-1L-2
kromatogrami

F2-K-IL-2

Baslangig
noktasi

4]

Sekil 4.40. S200 kolon ile gergeklestirilen SEC-HPLC; F2-K-IL-2 kromatogrami
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Aprotinin igeren F2-K-IL-2

Baslangig
100 noktasi

€ e 00 120 140 160 0

Sekil 4.41. S200 kolon ile gergeklestiriien SEC-HPLC; Aprotinin iceren F2-K-IL-2
kromatogrami

— Labrafac
-~ Kolliphor
— F2-K-IL-2
— Aprotinin iceren F2-K-IL-2
— F2-IL-2
— Aprotinin igceren F2-IL-2
—— PGPR
Aprotinin

1000

600

o0 Baslangig
noktasi

0 20 40 60 80 100

Sekil 4.42. S200  kolon ile gergeklestirlen SEC-HPLC analiz  edilen
kromatogramlarin karsilastiriimasi
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5°C =

nanoemdulsiyonlarin fiziksel stabilite 6zelliklerinde zamanla meydana gelen

3°C saklanan IL-2 yUkli ve aprotinin igeren IL-2 yUkli ¢oklu

degisimler incelenerek Cizelge 4.22'de sunulmustur.

Cizelge 4.22.1L-2 yuklu ve aprotinin iceren |IL-2 yUklu ¢oklu F2 formulasyonlarinin
karsilastiriimasi

F2-1L-2 Baslangi¢ 3. ay
Damlacik boyutu (nm) 98,41+ 1,08 94,38 + 3,73 p>0,05
PDI 0,202 £ 0,007 0,180 + 0,010 p>0,05
Zeta potansiyeli (mV) -10,8 £ 0,7 -8,75 + 1,26 p>0,05
Yiizey gerilimi (mN/m) 29,26 + 0,21 27,52 £1,59 p>0,05
Viskozite (cP) 644 + 7 547 + 9 (pﬂg%ggl)
Aprotinin igceren F2-1L-2 Baslangig¢ 3. ay
Damlacik boyutu (nm) 80,05 +£ 0,17 84,14 £ 0,58 p>0,05
PDI 0,170 £ 0,010 0,177 £ 0,009 p>0,05
Zeta potansiyeli (mV) -917 £ 0,14 -16,2+1,7 p>0,05
Yiizey gerilimi (mN/m) 27,74 £ 1,60 25,51+ 1,45 p>0,05
Viskozite (cP) 646 + 18 553 + 9 (p‘ig?o'ggl)

(Ort £ SS, n=3)

IL-2 yUklG formulasyonun protein stabilitesi ise 4. ve 6. haftalarda %5’lik

Triton X-100 ile seyreltilerek degerlendiriimis ve Sekil 4.43’te sunulmustur.
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Sekil 4.43. IL-2 yUkli F2 formilasyonunun %IL-2 miktarinin zamana karsi
incelenmesi

4.6. in Vitro Salim Galismalari

in vitro salim galismalari Bélim 3.2.6’da anlatildigi gergeklestiriimistir (Resim 4.12).

Diyaliz kaset ile gergeklestirilen in vitro salim sonuglari Cizelge 4.23’te verilmistir.

Cizelge 4.23.1L-2 yuklu F2 formulasyonlarinin pH 1,2 ve pH 6,8’deki zamana bagl
salim tablosu

t (dk) F1-pH 1,2 (ng) F1-pH6,8(ng) | F2-pH12(ng) | F2-pH6,8(ng)

0 0 0 0 0

5 3,559857 3.1523 7,444894 1.247024

15 3,746425 6.00472 9,572415 6.556073

30 2,781228 -6,22791 9,566075 3,920369

45 4,608491 71182 4,605357 5755558

50 4,84335 710364 3,945102 1,356

9 2,985601 -6,85961 2,509531 1,565823

120 4,310213 -7.26305 3,537172 0,808968

180 - -12,1984 i -1,91171

*Tablodaki negatif degerler, numuneler kére karsi okundugu icin elde edilen diisiik optik dansite
degerinden kaynaklanmaktadir ve anlamsizdir.
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pH 1,2 tamponu, pH 6,8 fosfat tamponu, pH 6,5 FaSSIF ve FeSSIF tamponlarinda
formUlasyonlarin  kapstllere doldurularak gerceklestirildigi in  vitro salim

calismalarinin sonuglari Sekil 4.44 - Sekil 4.47°de sunulmustur.

100

%Salim

0-, T T 1 1 T T T T T 1
0 30 60 90 120 150180 210 240 270 300

Zaman (dk)

Sekil 4.44. pH 1,2 ‘deki in vitro salima ait %IL-2-zaman grafigi

100

%Salim

0 1 T T 1T 1T 1T T 7T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

Zaman (dk)

Sekil 4.45. pH 6,8’deki in vitro salima ait %lL-2-zaman grafigi
grafig
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%Salim

0 1 T 1T 1T 1T 1 1T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
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Sekil 4.46. pH 6,5 FaSSIF ortamindaki in vitro salima ait %IL-2-zaman grafigi

100

%Salim

0 1 T 1T 1 1 1 1T 71T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

Zaman (dk)

Sekil 4.47. pH 6,5 FeSSIF ortamindaki in vitro salima ait %lL-2-zaman grafigi

135
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4.7. In Vitro Sindirim Calismasi

in vitro sindirim calismalari Bélim 3.2.7’de anlatildi§i sekilde gerceklestiriimistir.
Calisma boyunca salinan IL-2 miktari ve sindirim orani (%) zamana Kkarsi
grafiklenmigtir. Bu grafikler $Sekil 4.48'de sunulmustur. Sindirim c¢alismasi
sonucunda formulasyon %45 oraninda sindirime ugramistir. 120 dakika surdurulen

¢alisma sonucunda IL-2 %23,5’i stabilitesini korumustur.

80 80—
60 60—
< £
o =
= 404 e 404
® @
2
20 20
0 1 1 1 0 I I 1
0 50 100 150 0 50 100 150
a) Zaman (dk) b) Zaman (dk)

Sekil 4.48. Sindirim galismasi a. % IL-2 - zaman grafigi, b. % Sindirim - zaman grafigi

4.8. Hiicre Kultiirii Caligmalari
Hucre kaltard caligmalari Bolum 3.2.8'de anlatildigi gibi gerceklestirilmigtir.

Nanoemdllsiyon formulasyonlarindaki IL-2’nin biyolojik aktivitesinin belirlenmesi

Aprotinin iceren IL-2 yukli F2 nanoemulsiyonun hazirlanmasi sirasinda IL-2’'nin
biyolojik aktivitesinin degerlendirilebilmesi icin PBMC hicrelerinde proliferasyon
calismasi yapilirken, formualasyonun IL-2 konsantrasyonuna uygun olarak
seyreltmeleri yapilarak uygulanmig ve 48 saat inkube edilmigtir. Hem IL-2 yuklu
formilasyon hem de IL-2 c¢ozeltisi 89,5 nM’dan hareketle seri dilisyonla
uygulanmistir. 48 saat inkibasyonun sonunda WST-1 testi uygulanarak IL-2’nin

biyolojik aktivitesi hiicre artis oraniyla degerlendirilmis ve Sekil 4.49'da sunulmustur.
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Artis orani

T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Konsantrasyon (ni)

Sekil 4.49. PBMC hucrelerine ait hiicre proliferasyonu grafigi

89,5 nM konsantrasyonda uygulanan IL-2 yUkli formulasyon ve IL-2 ¢ozeltisi icin 48
saatin sonunda hucre artis orani sirasiyla 2,60 = 0,05 ve 2,36 + 0,15 bulunmustur.
44,75 nM konsantrasyonda uygulanan IL-2 yuklu formualasyon ve IL-2 ¢ozeltisi igin
48 saatin sonunda hlcre artis orani sirasiyla 1,55 £ 0,09 ve 1,69 + 0,07 olarak
bulunmustur. 22,375 nM konsantrasyonda uygulanan IL-2 yuklli formulasyon ve
IL-2 ¢ozeltisi igin ise 48 saatin sonunda hucre artis orani sirasiyla 0,83 = 0,04 ve
0,80 £ 0,19 olarak bulunmustur. Cozelti ve formulasyon arasinda PBMC hucrelerinin

artis orani agisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Konvansiyonel hucre kulturu calismalarinda antikanser etkinligin belirlenmesi

Antikanser etkinliklerin degerlendiriimesi amaciyla PBMC ve A498 hucrelerinin
ko-kultira yapiimigtir.  Biyolojik aktivitenin belirlenmesi ¢alismasinda segilen
konsantrasyonlar 89,5 nM, 44,75 nM ve 22,375 nM olarak belirlenmis ve PBMC
hacreleri uyariimistir. PBMC hicreleri A498 hticreleri Gzerine 3 farkli oranda eklenip
inkiibe edildikten 24 saat sonra WST-1 testi ile edilmistir. ilgili sonuclar Sekil 4.50'de

verilmistir.
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Sekil 4.50. A498 ve PBMC hucrelerinin ko-kulttru ile yapilan konvansiyonel hiicre
kaltara calismalarinda ait hucre canhligi grafikleri.

A498: PBMC oranlari sirasiyla, a. 1:1, b. 1.5 c¢. 1:10.
*: p<0,05; **: p<0,005; ***: p<0,0005; ****: p<0,0001
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IL-2 yukld formulasyonun IL-2 ¢dzeltisine ve kontrol grubuna kiyasla A498 hicreleri
uzerinde % hucre canliligini azalttigi gérulmektedir. 89,5 nM konsantrasyonda 1:1
oranda uygulanan IL-2 yukli formilasyon ve IL-2 ¢dzeltisi icin 24 saatin sonunda %
hicre canliigini sirasiyla %11 + 1,83 ve 47,33 + 4,07 olarak bulunmustur.

Migrasyon calismasi

IL-2 yuklG formulasyonun ve IL-2 ¢6zeltisinin immuan hicrelerin kanser hicrelerine
gOcu uUzerine etkisinin belilenmesi amaciyla transwell migrasyon c¢aligsmalari
yapilmistir. Kristal viyole boyama ile go6¢ eden hicreler net bir sekilde

goruntilenebilmigtir. Gorantuler Sekil 4.51’de sunulmustur.

IL-2 gozelti IL-2 formulasyon

Kontrol

Sekil 4.51. A498 ve PBMC hdcreleri ile yapilan migrasyon galismalarinda ait
mikroskop goéruntuleri (x40) (Kristal viyole ile boyama yapilmistir).
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3B hicre kilturt calismalarinda antikanser etkinligin belirlenmesi

A498 hiicreleri ile 3B sferoitler olusturulabilmesi icin poli-HEMA ile kaplanan hiicre
plakalarina Matrigel icerisinde ve 200 uL'de 5000 hucre/kuyucuk olacak sekilde
hicre ekimi yapilmistir. Ardindan plakalar santrifljlenmis ve her iki ginde bir, besi

yeri degistirilmistir. Olusan tumér modeline ait mikroskop goéruntisu Sekil 4.52°'de

sunulmaktadir.

Sekil 4.52. A498 insan renal karsinoma huicreleri ile olugturulan 3B kiresel timoérin
(sferoit) mikroskobik goruntusa.

Secilen konsantrasyonlar 89,5 nM, 44,75 nM ve 22,375 nM olarak belirlenmis ve
PBMC hucreleri uyariimigtir. PBMC hucreleri A498 sferoitleri Uzerine 3 farkl oranda
eklenerek inkibe edilmistir. LDH aktivitesi tayin edilmistir ve sitotoksisitesi bulunarak

Sekil 4.53’te sunulmustur.
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Sekil 4.53. A498 ve PBMC hicrelerinin ko-kllttrt ile yapilan 3 boyutlu hicre
kaltara calismalarinda ait sitotoksisite grafikleri.
A498: PBMC oranlari sirasiyla, a. 1:1, b. 1.5 c¢. 1:10.
*: p<0,05; **: p<0,005; ***: p<0,0005; ****: p<0,0001
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3B hucre kulturu calismalarinda timoral penetrasyon ozelliklerinin belirlenmesi

Secilen IL-2 oranlariyla ayni oranlarda hazirlanan nil kirmizisi yUkli formulasyon ve
nil kirmizisi ¢ozeltisi sferoitlerin Uzerine eklenerek araliklarla géruntt alinmistir. Bu
sayede formulasyonlarin tumoéral penetrasyon yeteneklerinin degerlendiriimesi

amagclanmistir (Sekil 4.54).

Nil kirmizisi ¢ozeltisi

Nil kirmizisi yuklu formulasyon

Sekil 4.54. A498 sferoitleri ile yapilan timoral penetrasyon hicre kultari
calismalarinda ait mikroskop goéruntuleri (x4).
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5. TARTISMA

Biyoteknolojik ve protein/peptit yapili ilaglarin oral yoldan uygulanabilmesi oldukga
zor olan ancak hedeflenen 6nemli bir stratejidir. Bu tarz molekullerden biri olan IL-2
ilk kesfedilen sitokinlerden biridir ve kazaniimis bagisiklik sisteminde énemli rol
oynamaktadir. IL-2 ve etkilestigi reseptor IL-2R bagisik yanitin olugmasini
saglamaktadir. T-hacrelerinin proliferasyonunda ve farklilagsmasinda 6nemli rolu
vardir (Gillis ve digerleri, 1978; Taniguchi ve digerleri, 1983). Antineoplastik biyolojik
yanit dlzenleyici olarak dunya pazarinda olan ancak Turk ilag pazarinda
bulunmayan Proleukin®in etkin maddesi aldeslokin, insan IL-2 geni iceren bir
Escherichia coli susu kullanilarak rekombinant DNA teknolojisi ile Uretilmis
rekombinant insan IL-2 (rhiL-2) molekulidur ve vucuttaki endojen molekulle ayni
etkiyi gostermektedir. IL-2, B ve T hlcre ¢cogalmasini ve farklilasmasini destekler ve
IL-2 aktivitesi uzerinde hem inhibe edici hem de sinerjik etkileri olan bir sitokin
uyarimi basglatir. Etki, genellikle aktive edilmis T hucrelerinde artan miktarlarda
eksprese edilen IL-2 reseptori araciligiyla gerceklesmektedir (Whittington ve
Faulds, 1993). Liyofilize toz seklindeki IL-2, intraven6z inflzyon ve subkitan
enjeksiyon yoluyla tedavide kullaniimaktadir ve bu ilag vicudun bagigiklik sistemini
glUglendirerek metastatik melanoma ve metastatik bobrek kanserlerine karsi
savasmasini saglamaktadir (Proleukin® Kullanim Talimati, Novartis). Ayrica, IL-
2'nin akciger metastazi, immun yetmezlik ve HIV’de de kullanilabilecegini gosteren

calismalar da bulunmaktadir.

IL-2, rekombinant DNA teknolojisi ile Uretilen protein yapili ilaglardan biri oldugu igin
en onemli problemlerden biri zayif oral biyoyararlanimlari ve bu nedenle de IL-2
uygulanmasi icin parenteral yolun tercih edilmesidir. Bu grup ilaglarin fizyolojik
sivida kisa vyari Omre sahip olmalari nedeniyle enjeksiyonlari sik sik
tekrarlanmaktadir. Dolayisiyla da hasta uyuncu oldukca zayiftir. GUinumuzde, bu
tarz ilaglarin uygulanmasi igin non-invazif yollarin 6zellikle de oral yolun etkili
tedaviyi saglayacak sekilde uygulanmasi bu anlamda buyUk bir avantaj olarak
gorulmektedir. Ancak, terapétik peptit/proteinler, biyolojik yapilari nedeniyle
gastrointestinal kanaldaki proteazlar tarafindan hizla metabolize olmaktadir. Bu
sorunun 6nuine ge¢gmek icin, oral enkapsule formulasyonlar ve enzim inhibitorleri ve

absorpsiyon artirici maddelerin ilavesi gibi c¢esitli formulasyon yaklagimlar
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uygulanmaktadir. Son yillarda peptit/proteinlerin uygulanmasi igin lipit temelli
tasiyici sistemlerden olan nanoemiilsiyonlarin kullaniminin da alternatif bir
formulasyon yaklagimi olabilecegdi dusunulmektedir. Bu kapsamda, IL-2’'nin oral
uygulanmasi igin lipit temelli ilag tagiyici sistemin geligtiriimesi ve in siliko molekuler
dinamik simulasyonlar ile yardimci madde etkilesimlerinin degerlendirilerek

optimum formulasyonun gelistiriimesi saglanmistir.

Tezde, IL-2’nin MD simullasyonlardan yararlanilarak geligtirilecek oral
nanoemdulsiyon formulasyonunun proteazlardan korunarak lenfatik dolasima
gecerek antikanser etki elde edilecegi hipotezi test edilmis, in vitro ve in siliko

yontemlerle incelenmis ve ¢alisma sonuglari asagida bagliklar halinde tartigiimistir.
5.1. in Siliko Molekiiler Dinamik Calismalari

IL-2, IL-2Ra, IL-2RB ve IL-2Ryc reseptorlerine baglandiginda immidn yanit
azalmaktayken, IL-2RB, IL-2Ryc reseptdrlerine badlandiginda immuin yanit
artmaktadir. Bu nedenle de kanser tedavisinde IL-2’'nin IL-2R[B, IL-2RycC'ye
baglanirken IL-2Ra’ya baglanacak yluzey amino asitlerinin formalasyon bilesenleri

ile etkilesim slUresince mesgul edilerek antikanser etkinin arttirilmasi hedeflenmisgtir.

Antikanser etkinligi artirmak amaciyla gelistirilecek IL-2 yUkli formulasyon igin
Ozellikle IL-2Ra ile etkilesen, gecimsizlik olusturmayan formulasyona eklenebilecek
yardimci maddelere karar verilebilmesini kolaylastirabilmek ve etkin madde ile
yardimci maddeler arasindaki molekuler etkilesimlerin anlasiimasini saglanmak

amaciyla in siliko ¢calismalar gergeklestirilmistir.

IL-2, IL-2R ile etkileserek etkisini gostermektedir. Tez calismasi kapsaminda, IL-2
ve IL-2 reseptorleri ile kompleks olusturan kristal yapisi (2ERJ) incelenmis;
etkilesimde yer alan ylzey amino asitleri ve bu amino asitler ile IL-2 reseptérleri
arasindaki bag tipleri belirlenmigtir. Bu yapinin detayli etkilesim analizi yapildiginda
IL-2’ye ait toplam 20 amino asidin IL-2Ra alt birimiyle, 14 amino asidin IL-2Rp alt
birimiyle ve 16 amino asidin yc alt birimiyle etkilestigi gortlmastir (Sekil 4.1 ve

Cizelge 4.1). Bunlardan en dnemlileri daha 6nce bildirildigi gibi, IL-2Ra ile etkilesime



145

giren IL-2'nin baglanma bolgesi kalintilari (Arg 38, Phe 42, Glu 62 ve Leu 72) ilgili

yluzey amino asitleri olarak vurgulanmistir (Hyde ve digerleri, 2003).

Yardimci maddeler Cizelge 3.3’te belirtildigi gibi bir tur karigimdir ve bu yardimci
maddeler karigim bilesimlerine ve yuzdelerine gore ¢izilerek simulasyon sistemleri
olusturulmustur. Gergeklestirilen All-atom simidlasyonlarina ait Sekil 4.2'deki
etkilesim gorselleri incelendiginde gergeklestirilen 100 ns’lik simulasyonlar boyunca
IL-2 ile monomerlerin yapiya yapismadigi ve geri donusumli etkilesimler
olusturdugu gozlemlenmistir. Transcutol® HP ile yapilan similasyonlarda ise
digerlerinde farklh olarak monomerler ile IL-2 molekulinin arasindaki dusuk
etkilesime bagl olarak bu molekiller arasinda mesafenin korundugu
gOzlemlenmistir. Dort tekrarli olarak gergeklestirilen simulasyonlarin sonucunda
Cizelge 4.1°de sunulan IL-2 ve reseptor etkilesim bolgelerine gore etkilesim bdlgeleri
IL-2R alt birimleriyle eglestirilerek gdzlemlenen etkilegsimler her yardimci madde igin
ayri ayri 6zetlenmigstir ve Cizelge 4.2 - 4.9'da sunulmustur. Bu goérsel ve tablolar
incelendiginde monomerlerin ve IL-2 molekullerinin 100 ns icerisinde farkh
aminoasitlerle hidrofilik ve hidrofobik olmak Uzere farkli etkilesimler yaptig

gorulmektedir.

Genel olarak, IL-2 ve monomerler arasinda geri dontsumli etkilesimler
g6zlemlenmistir. Oleik asitler, farkli amino asitlerle hidrofilik ve hidrofobik temaslar
kurmaktadir. Oleik, palmitik ve linoleik asitlerden olusan Maisine®, IL-2Ra'ya
baglanma bodlgelerinden Arg 38, Phe 42 ve Leu 72 ile etkilesime girmektedir.
Tekrarlanan simulasyonlarda IL-2Ra baglanma bodlgelerine 6nemli uzun sureli
temaslar kuruldugu gorulmustur. Farkli oranlarda oleik, palmitik ve linoleik asit
iceren Peceol™ ve Maisine® yardimci maddeler IL-2Ra baglanma bolgeleriyle
yiksek etkilesimler gdstermistir. Ozellikle, Peceol™'lin linoleik asit ve oleik asit
molekulleri Arg 38 ile hidrofilik temas ve Phe 42 ile hidrofobik temas kurdugu
gortlmektedir. Kaprilik asit molekdlleri igeren Capryol® 90 ile olusturulan
simulasyonlarda Arg 38 ile tutarli hidrofilik temaslar kurulurken, Phe 42 ile kurulan
hidrofobik temaslar 15 ns'den daha kisa bir sure ile sinirh kalmistir. Tekrarlanan
simullasyonlarda, Leu 72 ile 15 ila 60 ns suren hidrofilik ve hidrofobik temaslar
kurmustur. Laurik asit molekullerinden olugan Lauroglikol™ 90, Arg 38 ile geri

donugsimsuz hidrofilik temaslar kurmustur. Simulasyon sistemindeki 6zellikle iki
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laurik asit molekull, bu geri dontusiimsiiz temaslara aracilik etmistir. Labrasol®,
Arg 38 ile kurulan hidrofilik temaslar olusturmustur ve similasyon boyunca bu
temaslar devam etmigtir. Bu sonug, dort tekrarli olarak yurutilen calismada
tekrarlanabilir bulunmustur. Dietilen glikol monoetil eter molekullerinden olusan
Transcutol® HP, antitimor etki igin 6nemli olan ylizey amino asitleriyle sinirli
etkilesim (%10'dan az) gostermigtir. Cesitli amino asitlerle hidrofilik ve hidrofobik

temaslar sinirli olsa da herhangi bir uyumsuzluk beklenmemektedir.

Labrafac™ Lipophile WL 1349, kaprik ve kaprilik asit molekullerinden olusmakta ve
antikanser etki igin dnemli bir yere sahip olan Arg 38 igin yuksek etkilesim degerleri
(sirasiyla %95 ve %70) ve ayrica geri donusumli etkilesimler (proteini zehirlemeden
%100'an altinda) gostermistir. Arg 38 ile etkilesim uzun zaman aldigindan,
IL-2Ra'ya baglanmasi dnlenebilir ve boylece mevcut ¢ozelti formuna kiyasla Gstin

bir antikanser etkisi elde edilebilir.

RMSD ve RMSF, molekller dinamik simulasyonlarinda proteinlerin yapisal
degdisimlerini ve esnekliklerini analiz etmek icin yaygin olarak kullanilan iki metriktir.
RMSD, bir proteinin referans yapiya gore zaman igindeki ortalama atomik
sapmasini dlgerken, RMSF, her bir amino asidin zaman igindeki ortalama konumsal
dalgalanmasini degerlendirmektedir (Narwani ve digerleri, 2019). RMSF analizleri,
yardimci madde bilesenleri ve IL-2 arasinda yuksek etkilesim degerleri gostermeyen
(Labrasol® ve Transcutol®) sistemlerin similasyonlar sirasinda IL-2 yapisinda daha
az dalgalanma oldugunu gostermistir. IL-2 etkilesiminin simulasyonlar sirasinda
daha fazla dalgalanmaya neden oldugu diger sistemler (Sekil 4.3), RMSD
grafiklerinde (Sekil 4.4) gorilebilecedi gibi genel yapiyi etkilememistir. RMSD
degerleri 3'Un altinda oldugundan yapilarin énemli bir konformasyonel degisime
ugramadidi anlasiimaktadir. Bu cikarim goérsel analizle de desteklenmektedir.
Maisine'in iki kopyasi, Peceol'ln iki kopyasi, oleik asidin bir kopyasi ve Labrafac™'in
bir kopyasinin simulasyonlarinda RMSD degeri 2'yi bir miktar asmis olsa da genel
olarak deg@erlendirildiginde IL-2 yapilarinin bu klguk degisiklikler nedeniyle énemli
konformasyonel degisikliklere veya denaturasyona ugramasi beklenmemektedir.
Yukarida verilen in siliko bulgulara dayanarak formulasyon c¢alismalarinin

Labrafac™ Lipophile WL 1349 ile yurutilmesine karar verilmistir.
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IL-2 ile proteaz enzim inhibitorleri arasindaki iliski de gerceklestirilen simulasyon
sonuglarina gore degerlendiriimigtir. Bu baglamda primer emulsiyonda yer alan
formUlasyon bilegenleri icin IL-2'nin IL-2Ra ile etkilesen bdlgesine olan ilginin
yuksek ancak geri donusumlu olmasi istenirken enzim inhibitorlerine kargi ise aksine
IL-2 ile enzim inhibitdri arasinda molekiler etkilesim oranlarinin disuk (ilgisiz)
olmasi beklenmektedir. Sekil 4.5'te basitrasin yapisinin IL-2 ile bir arada yer aldigi
MD simulasyon sisteminde basitrasin molekulleri IL-2 molekullerine yaklagarak
uzun sureli etkilesimler kurdugu gozlenirken aprotinin ile gergeklestirilen
simllasyonlarda molekullerin ilgisiz kalmanin yani sira IL-2’ye uzaklastigi
g6zlenmistir (Sekil 4.5.b). Kimostatin ve pepstatin yapisinin ise simulasyon
suresince ilgisinin arttigi ve IL-2’ye yapisarak istendigi gibi ilgisiz kalamadigi
gOzlenmigtir. Bunun yani sira $ekil 4.6'daki aprotinin igin yapilan RMSF
analizlerinde yardimci maddelerde oldugu gibi IL-2 etkilesiminin simulasyonlar
sirasinda daha fazla dalgalanmaya neden oldugu gorilmektedir. Bu yan zincirlerin
daha fazla hareket etmesi anlamina gelmektedir ve RMSD grafiklerinde de (Sekil
4.7) gorulebilecegi gibi genel yapiyi etkilememigtir.

Elde edilen veriler 1s1ginda proteaz inhibitorleri varliginda IL-2 yapisinda kimyasal
olmayan bozulma ve gecimsizlik beklenmemekle birlikte simulasyon analiz
sonuglar baz alindiginda daha buyuk yapiya sahip olmasina karsin aprotinin igin
etkilesim yuzdelerinin daha dusik olmasi ve gorsel analizde daha ilgisiz olmasi
nedeniyle formulasyon ¢alismalarinda proteaz inhibitéri olarak aprotinin ile devam

edilmesine karar verilmistir.
5.2. interldkin-2 Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

IL-2 yUkli nanoemdulsiyon formulasyonlari gelistiriimeden once Onformulasyon
calismalari kapsaminda FT-IR analizi, DSC analizi ve sirkuler dikroizm analizleri

gerceklestirilmigstir.

Tez calismasi kapsaminda kullanilan liyofilize toz halindeki referans IL-2

(Elabscience®) distile suda kolayca ¢oziinebilmektedir.
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Boyut diglama kromatografisi sonuglari Sekil 4.8’de farkli IL-2 kaynaklari igin
sunulmustur. Farkli kolon ve yontem kullaniimasi dolayisiyla bu kromatogramlar
birbiriyle benzer olmasa da oligomer veya pargalanma trunu olmadan dimer halinde
elde edildigi sonucuna ulagiimigtir. Referans ve B1-IL-2’ye ait kromatogramlarda
farkl yapilar gézlenmezken K-SUMO-IL-2’de dogas! gere@i daha blyuk ve daha

klgUk boyutlarda yapilar gozlenmektedir.

Farkl IL-2 kaynaklarina ait FT-IR spektrumu Sekil 4.9'da sunulmustur. Mavi
spektrum referans IL-2'ye aittir, spektrumu da referans olarak kullaniimaktadir.
Siyah spektrum B-1-IL-2’ye aittir ve referans spektrum ile benzerlik géstermektedir.
Gozlenen siddet farkhliklarinin protein konsantrasyonundan kaynaklanabilecegi
dusunulmektedir. Pembe spektrum K-IL-2’ye aittir belirgin farkliliklar mevcut olup
1000-600 cm™ araliginda gorllen bu degdisimler, safsizliklar veya farkl protein
modifikasyonlarini gosterebilmektedir. Bu durumun K-IL-2’nin Uretiminde tercih
edilen sekans, kullanilan SUMO-etiketi ve saflastirma sirecinden kaynakli oldugu
dusundlmektedir. K-SUMO-IL-2’ye ait yesil spektrumda énemli farkhliklarin oldugu
gorulmektedir. SUMO etiketi, proteinin Uretimi esnasinda proteinin stabilitesini

artirmak i¢in baglanmis bir yapidir ve bu spektrumda ek bantlara yol agmistir.

Alfa-sarmallari, beta-tabakalar ve rastgele sarmallar gibi ikincil yapilarin
tanimlanmasini saglamaktadir. Spektrumda da goérilen bu yapilar genellikle
1600-1700 cm™ araliginda yer alan amit | bandinda analiz edilmektedir. Bu bant,
Ozellikle peptit omurgasindaki C=0 gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir.
Spektrumlara bakildiginda bu protein yapisinin stabilize oldugunu ve genelde alfa-
heliks veya beta-tabaka icerebilecegini gosterebilmektedir. Amit | bolgesindeki bu
bandin spektrumlar arasinda hafif kayma goésterdigi bu durumun da kullanilan

¢ozuculerden kaynaklanabileceg@i dusunulmektedir.

Amit | bandi, alfa-sarmallar genellikle 1650-1660 cm™ araliginda absorpsiyon
gOsterirken, beta-tabakalar 1620-1630 cm™ ve 1670-1680 cm™ araliklarinda
absorpsiyon gostermektedir. Amit |l bandi ise 1500-1600 cm™ araliginda yer
almakta ve N-H bukulme ile C-N gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Bu
bant, ikincil yapiya dair tamamlayici bilgiler saglamaktadir (Yang, Yang, Kong, Dong

ve Yu, 2015). Spektrumlarin benzer oldugu 6zellikle pembe ve yesil spektrum igin
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g6zlenen ufak degisikliklerin ¢gdzlculerden ya da modifikasyonlardan kaynaklandigi

dusunulmektedir.

Proteinin yapisal ve kimyasal modifikasyonlari hakkinda bilgi saglayan parmak izi
bdlgesinde (600-1500 cm™ araligi) 6zellikle pembe ve yesil spektrumlarda belirgin
farklar s6z konusudur. Bu farklar ve ek bantlar, yapisal degdisiklikleri (aminoasit ve
¢ozlcu farkliliklari vb.) ve safsizliklari yansitir. Siyah ve mavi spektrumlar arasindaki

ufak farklar dnceden de belirtildigi gibi kullanilan ¢éztcduler ile iligkilendirilmigtir.

3500-3300 cm™ araligindaki genis bant genellikle O-H gerilmesine isaret etmektedir
bu yapidaki su veya alkol gruplari varligina isaret eder. IL-2 igin ¢ozucu olarak

kullanilan suyu gosterdigi dusunulmektedir.

1750-1650 cm™ araligindaki C=0 gerilme titresimleri (karbonil gruplari) bu bélgede
yer alir, genellikle esterler, aldehitler veya ketonlar igin karakteristiktir. 1600-1500
cm™" araligindaki C=C ve C=N gerilmeleri aromatik halkalar veya konjuge cift baglar

icin bu bolgede gorulmektedir.

DSC analizi, termal davranis hakkinda detayh bilgi sunabilmektedir. Bu sayede
proteinlerin denaturasyon sicakliklarini, termal stabilitelerini ve herhangi bir faz
gecisini degerlendirmek mumkin olabilmektedir. Ozellikle proteinlerin termal
stabilitesini anlamak, biyolojik islevselliklerini ve potansiyel terapoétik kullanimlarini
degerlendirmek igin 6nemlidir. DSC termogrami, IL-2'nin termal davranigsini ve
stabilitesini degerlendirmek icin kullanilir. IL-2’nin DSC termogramindaki sicakhk
artisi surekli bir enerji alimini (endotermik reaksiyon) gostermektedir. Referans
IL-2’ye ait siyah spektrumda denatlrasyon sicakliginin B1-1L-2’ye gore daha dusuk
oldugu daha dusuk bir termal stabiliteye sahip oldugu gorulmektedir. B1-1L-2 igin
79,11°C ve 84,88°C araliklarinda belirgin bir endotermik pik gézlenir. Bu pikler,
IL-2'nin 1sinmaya karsi stabilitesini kaybettigi ve yapisal denaturasyon gegirdigi
sicakhk araligini gosterir. 79,11°C, IL-2'nin yapisal degisikliklerinin basladigi
sicakhk vyani ikincil ve uguncul yapisini kaybetmeye basladigi seklinde
yorumlanabilmektedir. Yaklasik 84,88°C’de termal gegis tamamlanmaktadir.
84,88°C ise denatlrasyon surecinin tamamlandigi veya IL-2'nin tamamen yapisal

olarak bozuldugu sicaklik olarak dusunulebilir. Ancak referansla kiyaslandiginda
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daha iyi bir termal stabiliteye sahiptir ve bu durumun dretim surecindeki
modifikasyonlardan kaynaklandigi distntlmektedir. Kirmizi ve yesil termogramlara
bakildiginda termal stabilitenin diger spektrumlara kiyasla daha iyi oldugu ve bu

durumun SUMO etiketinden kaynaklandigi seklinde yorumlanabilmektedir.

CD spektrumu, proteinlerin sekonder yapilari hakkinda oénemli bilgiler sadlar.
IL-2'nin bu spektrumu, alfa sarmal ve beta-tabaka yapilarinin varligini gosterdigi
dusunulmektedir (pozitif pikler, alfa sarmallarin varligini, negatif gecisler ise beta
tabakalari veya rastgele kivrimlari isaret etmektedir). HT grafiginin dizgun dususu,
sistemin stabil oldugunu ve IL-2'nin analiz edilen dalga boyu araliginda yapisal
batinliGgund  korudugunu gostermektedir. Spektrumda 200-250 nm dalga
boylarindaki pik ve seklinin referanslarla benzerlikler gosterdigi gorulmektedir, bu
da IL-2'ye ait bir patern oldugunu gostermektedir. Ayrica Sekil 4.12°deki CD
sonucuna bakildiginda uzak-UV araliginda IL-2 proteininin a-sarmal agirlikh ikincil
yapisina sahip oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda elde edilen IL-2

proteininin katlanmis oldugu kanitlanmigtir.
5.3. interlékin-2’nin Miktar Tayini Yéntemi ve Validasyonu

IL-2'nin miktar tayini yontemi olarak insan IL-2 ELISA kiti (Elabscience® Human
IL-2 ELISA Kit) kullaniimistir. Bu ELISA kiti Sandvig-ELISA prensibini kullanmaktadir
ve kolorimetrik dlgum esasina dayanarak olgum yapmaktadir. Mevcut diger protein
miktar tayini yontemlerine nazaran daha segici ve daha hassas sonug¢ verdigi igin
tercih edilmigtir. Kullanilan kite 6zgu deney proseduru ve ¢alisma araligina uygun
olarak calismalar yurGtilmastir. 7,81-500 pg/mL calisma aralidinda denklem
bulunmustur, R? degerinin 1’e yakinligi dogrusalligi ifade etmektedir. Kit bilindigi gibi
¢ok dusuk konsantrasyonlara karsi hassastir. Bu nedenle dlgumler
gerceklestirimeden once istenilen konsantrasyon araliginda kalacak sekilde
hesaplamalar yapilarak uygun seyreltmeler gercgeklestirildikten sonra olgumler
gerceklestirilmigstir.
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5.4. Nanoemiilsiyon Formiilasyonu Gelistirme Caligmalari

Lipit temelli formUlasyonlarin uzun sureli stabilite saglayabilme, permeabilite ve oral
biyoyararlanimini artirabilme yeteneklerinden dolayi IL-2’'nin oral kullanilacak dozaj
sekli icin bu tasiyici sistemler dusunulmustar. IL-2'nin sinirli ve pahali olmasinin
yani sira suda ¢Ozunurligunun yuksek olmasi gibi nedenlerle suda c¢ozulerek
hazirlanacak bir formulasyonun uygun olacadr duastuntlmastar. Kolay
hazirlanabilmesi, hazirlanan sistemlerin homojen olmasi ve dlgek bayutmeye uygun
olmasi nedenleriyle tez galismasinda Microfludics® cihazi ile mikroakiskanlastirici
yontem ile hazirlanabilecek uygun formulasyon tipleri belirlenmistir. Cihaz ile
oncelikli olarak denenen formulasyon tipleri su/yad/su tipi ¢oklu nanoemdilsiyon,
yag/su tipi nanoemulsiyon ve NLC’dir. Ancak, Bolum 3.2.4’te agiklandigi gibi ¢oklu
nanoemulsiyonlar disinda hazirlanan  formulasyonlarin  yuksek sicaklik
gerektirmeleri, sabit sicaklikla ¢alisilamamasi, ylksek gegis sayilari gerektirmesi,
emulsiyon tipi ve homojen damlacik boyutuna sahip sistemlerin Uretilememesi gibi

nedenlerle uygun bulunmadigindan degerlendiriimemigtir.

Ozellikle ¢oklu emidilsiyonlarin protein yapili ilaglari uzun siire yapisinda koruma
yetenegine sahip oldugu ve bu tip formilasyonlardan ilag saliminin yavas
gerceklestirdigi bilinmektedir. IL-2 gibi protein molekdillerinin biyolojik bariyerlerden
gecisini artirmayi saglamak icin penetrasyon arttiricilar kullaniimaktadir ve bu
amagla genellikle ylizey etkin maddeler ve polimerler kullaniimaktadir. Tween® 80
ve Kolliphor® EL gibi non-iyonik ylizey etkin maddelerin formilasyonda kullanimi ile
mukus tabakasi gibi gastrointestinal sistemin fizyolojik bariyerini gecme ve
konformasyonel esneklige sahip oldugu icin siki baglanti hiicrelerini (tight junction
cells) agma yetenedi kazandirmak amacglanmistir (Kusuma, Nugroho, Martien ve
Julia, 2022). IL-2’yi gastrointestinal kanaldaki enzimatik bozulmadan korumak igin
formUlasyona proteaz inhibitérleri eklenmistir. Bunun, oral uygulama i¢in uygun bir

formUlasyon stratejisi oldugu disinulmektedir.

Literatire goére belirlenen yardimci maddeler ve simullasyon sonuglarina goére
formUlasyonlarin hazirlanmasinda Olgek buylutmeye uygun bir ydontem tercih
edilmigtir. Nanoemililsiyonlarin Microfludics® cihazinda Uretilmesinde formlasyon

parametreleri olan sulu faz, yag fazi ve surfaktan tip ve miktarinin segiminin yani
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sira basing ve homojenizasyon dongusu islem parametrelerinin belirlenmesi ve
optimize edilmesi dnemlidir. (Microfluidics, 2010; Llinares Santos, Trujillo-Cayado,
Ramirez ve Mufioz, 2018). islem dncesinde kaba emiilsiyonlarda én-emiilsiyon
olusturmak amaciyla ultra-turrax ile 6n iglem uygulanmigtir. Bu asamada ve farkl
islem sureleri denenmigtir. Hazirlamanin ve oOlgek buyutmenin kolay olmasi gibi
avantajlara da sahip olan mikroakigkanlastirici ile farkli basing ve gegis sayilari
denenmistir (Cizelge 4.10 - 4.11). Ozellikle peptit/protein yapili etkin maddeler
iceren ilag tasiyici sistemler ile galigirken sicaklik dGnemli bir parametre oldugundan
ve tekrarlanan gecis sayilarinin sicakligi arttirmasi ve yuksek basinca tekrarli
maruziyete bagli olarak protein yapisinin stabil kalamama durumu g6z onunde
bulundurularak uygun olabilecegi dusUnilen minimum parametreler secilerek
calismalar yuritilmastir. Damlacik boyutu ve PDi'sine bakildiginda F1
formuUlasyonu igin 10.000 rpm’de 3 dk ve mikroakiskanlastiricida 10.000 psi basing
altinda 3 gegis, F2 formilasyonu icin ise 24.000 rpm'de 3 dk ve
mikroakigkanlastiricida 10.000 psi basing altinda 1 gecis secilmistir.

Tez c¢alismamizda oldugu gibi baska calismalarda da kaba emdulsiyonlar
mikroakigkanlagtiricidan gegcirilmeden once on-emulsiyon olusturmak amaciyla
ultraturrax ile 6n islem uygulanmistir (Patel, Patrick, Pollock ve Janjic, 2013).
Formulasyon bilesenlerine bagl olarak 30.000 psi basingta damlacik boyutu 250
nm olan nanoemulsiyon hazirlanabildigi gibi (Alliod, Almouazen, Nemer, Fessi ve
Charcosset, 2019) Tween® 80 varliginda 20.000 psi basingta 10 gegis sonrasi
damlacik boyutu 6 nm olan nanoemulsiyon hazirlanmistir. Zeta potansiyeli kaba
emulsiyona gore yaklagik -17 mV’tan -52 mV’a kadar artig gostermigstir ve 3 gecis
sonrasl neredeyse tamamen transparan emulsiyonlar elde edilmigtir (Salvia-Trujillo
ve digerleri, 2014). Nanoemdulsiyon formulasyonlari diginda nanosuspansiyon
uretiminde peptit yapida olan siklosporin A igin 30.000 psi'da 30 gecise kadar
cahisildigr gorulmustir (Galbag Pinar, 2020).

IL-2 icermeyen formulasyonlar hazirlanip uygun kosullar belirlendikten sonra
formualasyonlar IL-2 yUkla olarak hazirlanmistir. Bunun igin liyofilize toz halinde
bulunan referans IL-2 istenen miktarda IL-2 ile hazirlanabilmesi igin belirtilen
hesaplamalar yapilarak ¢Ozeltisi hazirlanmig ve Uretim sdrecinde primer

emulsiyonun su fazindaki distile su yerine bu ¢o6zelti kullaniimistir. Molekuler
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dinamik simulasyon sonugclarina gore proteaz inhibitoru olarak aprotinin secilmigtir

ve en dis faza eklenerek sonug formulasyon karakterize edilmigtir.

5.5. Geligtirilen Nanoemilsiyon Formulasyonlarinda Yapilan Karakterizasyon

Calismalari
5.5.1. ELISA Kkiti ile IL-2 yukleme tayini

IL-2 yUklG formulasyonun tayininin dogru yapilabilmesi i¢in drneklerin yeterince
seyreltiimis olmasi ve bulanik olmamasi gerekmektedir. Formulasyondaki IL-2’yi
serbest hale getirmek icin %5’lik Triton X-100 ile damlacik yapisi pargalanmistir.
Bunun i¢cin 6n denemelerle seyreltme oranlari denenerek uygun seyreltmeye karar
verilmistir. Daha sonra bos emdulsiyon formulasyonu ile kiyaslanarak yUkli IL-2’nin
miktari okunan optik dansite degerlerinin kalibrasyon denklemi yardimiyla
hesaplanarak bulunmustur. 1 g F1 ¢oklu nanoemdulsiyonu igin 0,0249 + 0,0032 mg
IL-2 ve 1 g F2 kendiliginden emlilsifiye ¢oklu nanoemdulsiyonu igin 0,0254 + 0,039

mg olarak IL-2 miktarlari bulunmustur.
5.5.2. Damlacik boyutu, PDi ve zeta potansiyeli élgiimleri

Lenfatik dolagsima gegisin damlacik boyutuyla iliskisi Uzerine literatlirde cesitli
calismalar bulunmaktadir. Kendiliinden emdlsifiye ilag tasiyici sistemler ve
nanoemulsiyonlar gibi lipit bazli sistemlerde, damlacik boyutunun kii¢ukligu lenfatik
dolasima gegis icin kritik bir faktordlr. Bu tir formulasyonlarin ilag emilimi sirasinda
enterositlerde yuksek ila¢c konsantrasyonu saglayabilecedi ve lenfatik gegcisi
artirabilecegi belirtiimistir (Giirsoy ve Cevik, 2011). Ozellikle 200 nm'nin altindaki

damlacik boyutlari, lenfatik tasima igcin daha uygun kabul edilmektedir.

Bu dogrultuda hazirlanan formulasyonlarin damlacik boyutu ve zeta potansiyelleri
oldukca dnemlidir ve 1:250 oraninda distile su ile seyreltilen nanoemdulsiyonlardan
Malvern Zetasizer Nano ZS ile dlglimustir. Her iki formulasyon igin damlacik boyutu
yaklagik 200 nm’den klugUk bulunmustur (Cizelge 4.14 - 4.15). Bu Olgimler
hazirlanan formilasyonlarin stabilitesini ve tek diizeligini agiklamaktadir. PDI
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damlacik boyut dagilimini ifade etmektedir ve ne kadar kiglk ise o kadar homojen

dagilim gosterdigi anlamina gelmektedir.

Zeta potansiyel, damlaciklarin yuzeyindeki elektriksel yuku gosterir ve damlaciklar
arasindaki itme kuvvetlerini belirler. Zeta potansiyelin mutlak degeri yuksek
oldugunda, damlaciklar birbirini iterek agregasyonu engeller ve fiziksel stabilite
artar. Nanoemdlsiyonlarin ve kendiliinden emdilsifiye sistemlerinin stabilitesi igin
zeta potansiyel mutlak degerinin genellikle £30 mV veya daha yuksek olmasi
onerilmektedir. Ayni zamanda negatif veya pozitif zeta potansiyel, damlaciklarin
baglandigi biyolojik ylizeylerle olan etkilesimleri etkileyebilir. Ornegin, negatif yik

genellikle biyouyumlu sistemlerde tercih edilir.

Tezde, farkh kaynaklardan temin edilen IL-2 ile F2 formulasyonlari hazirlanarak
kargilagtirimistir. Sonuglar Cizelge 4.16'da sunulmustur. Damlacik boyutu, PDI ve
zeta potansiyeli (mV) sirasiyla; IL-2 ve aprotinin yukla F2 i¢in 77,6 £ 0,7 nm, 0,149
+ 0,006, -11,6 £ 0,3 mV; K-IL-2 ve aprotinin yuklu F2 i¢in 85,06 £ 0,76 nm, 0,174 £
0,011, -10,2 £ 0,3 mV ve B1-IL-2 ve aprotinin yukli F2 i¢in 95,28 £ 1,03 nm, 0,220
+ 0,006, -7,69 £0,25 mV olarak bulunmustur. Bu sonuglara goére damlacik
blyuklUklerinin ve zeta potansiyellerinin istatistiksel olarak farkli oldugu (p<0,05) bu
farkin da proteinin  saklandigi  ¢ozlculerden ve Uretim  slrecindeki

modifikasyonlardan kaynaklanabilecegi distinulmektedir.

Tam bu bilgilere gére F1 ve F2 igin lenfatik gecis igin damlacik boyutunun uygun
oldu@u, iyi bir damlacik boyutu dagilimina sahip olduklari ve zeta potansiyellerine

bakildiginda F2’nin F1 ‘den daha stabil oldugu yorumlanmistir.
5.5.3. Morfolojik caligmalar

Formulasyonlara ait Resim 4.1 ve Resim 4.2’de de goéruldigu Uzere homojen
gorunumli sul/yag/su tipi ¢oklu nanoemdlsiyonlar dretilmigtir. IL-2 iceren ve
icermeyen formulasyonlarin fiziksel gérinumleri arasinda bir fark gézlenmemistir.
IL-2 igceren ve igermeyen su/yad/su tipi ¢oklu nanoemdlsiyonlar TEM ile
goruntilenmis ve kiresel yapida damlaciklar olustugu gdézlenmistir. Damlacik

boyutlarinin yaklasik olarak Malvern Zeta Sizer ile Olgllen damlacik boyutuna
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benzer oldugu goértlmastir (Cizelge 4.14 - 4.15). Calismalara F2 ile devam
edildiginden F71’in aprotinin igceren formulasyonu igcin TEM goruntilemesi

yapilmamistir.
5.5.4. FT-IR analizi

Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da F1 ve F2 formulasyonlarini ve yardimci maddelerini
iceren spektrumlar incelendiginde gecgimsizlik sonucu kaybolan ya da yeni olusan
pikler gozlenmemigtir. Sekil 4.17 ve Sekil 4.18de spektrumlara bakildiginda
proteine 6zgu karakteristik pikler (amit | ve amit Il bantlari, sirasiyla ~1650 cm™ ve
~1540 cm™) goézlemlendiginden IL-2’nin formilasyona yuklendigi seklinde

yorumlanmistir.

in siliko calismalarda da gérildigi tzere proteinle yardimci maddeler arasindaki
yuksek etkilegsim proteinin yardimci maddelerdeki ¢ozUnurligine isaret etmekte ve
bu nedenle de IR spektrumunda 1600 bandinda goérulen amit | gerilim bandinin
(Prestrelski ve digerleri, 1995) formulasyon spektrumlarinda da maskelenmekle
birlikte tamamen kaybolmadigi gorulmektedir. IL-2'nin su ve yag bilesenlerine afinite

gOstermesi nedeniyle yag fazina da gecis yaptig1 disunilmektedir.
5.5.5. DSC analizi

Sekil 4.19 ve Sekil 4.20'deki DSC termogramlari incelendiginde kirmizi
termogramlar IL-2'ye aittir ve 59,68°C'de bir denatirasyon tepe noktasi
gostermektedir. Saf IL-2'nin bu sicaklikta denatlire olmasi, onun dogal yapisini
kaybettigini ve sekonder ya da tersiyer yapisinin bozuldugunu géstermektedir. Sekil
4.19'daki mavi termogram ise IL-2 yUkli ¢oklu nanoemdulsiyon olan F1
formUlasyonuna aittir. IL-2 icermeyen c¢oklu nanoemdulsiyon olan yani siyah
termogramdan farkli olarak 71,71°C'de gorulen denatlirasyon tepe noktasi IL-2'nin
formialasyon igindeki kararlliginin arttigini  géstermektedir. Nanoemdulsiyon
ortaminin, protein molekullerini stabilize ederek termal bozulmaya kargi koruma
sagladigi seklinde yorumlanabilmektedir. Ayrica, denatlrasyon sicakhgindaki bu
artis, emdlsiyon ortamindaki yag fazi veya diger yardimci maddelerin proteini
koruyucu etkisine baglanmigtir. Sekil 4.20'de kendiliginden emdilsifiye olan ¢oklu
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nanoemdulsiyona ait termogramlarda benzer sonuglar gérilmektedir. Yani IL-2 yUkIU
kendiliginden emdlsifiye ¢oklu nanoemdlsiyon (mavi termogram), IL-2’nin termal
kararhligini artirarak, saf IL-2 (kirmizi termogram) ile kiyaslandiginda daha yuksek

denaturasyon sicakliklari gostermektedir.

Bu sonuglar, peptit ve proteinlerin nanoemdlsiyonlar gibi lipit sistemlerle bir ilag
tasiyici sistem olarak formualasyonunun gelistiriimesinin proteinin kararlligini
arttirabilecegini gostermektedir. Elde edilen sonuglarin, IL-2’nin biyolojik aktivitesini

koruma agisindan umut verici oldugu dusunulmektedir.

Benzer sekilde Pisal ve arkadaslari tarafindan yurGtilen calismada protein
enkapsule edilmis lipozomlarla stabilizasyon saglandigi ve biyolojik aktivitenin
korundugu gozlenmistir (Pisal, Kosloski ve Balu-lyer, 2010). Mehrdadi tarafindan
yurutilen calismada benzer sekilde lipit nanopartikillerin, proteinlerin termal
stabilitesini artirmada etkili oldugu ve bu sistemlerin proteinlerin denattirasyonunu
Onleyerek biyolojik etkinligini de koruyabilecegi belirtiimistir (Mehrdadi, 2024).
Jorgensen ve arkadaslar tarafindan yuratulen lipit temelli ilag tasiyici sistemlerde
protein fiziksel stabilitesinin incelendigi ¢alismada ise bu sistemlerin proteinlerin
denaturasyon sicakliklarini artirarak termal stabilite saglayabilecegi gosterilmistir

(Jorgensen, Martins, ve van de Weert, 2009).

5.5.6. Viskozite

Viskozite sistemin fiziksel 6zelliklerini, stabilitesini, biyoyararlanimini ve uygulama
kolayh@ini dogrudan etkileyebildiginden hem c¢oklu nanoemdulsiyonlar hem de
kendiliginden emdlsifiye olan ¢oklu nanoemuilsiyonlar igin kritik bir parametredir. Cok
dusuk viskozite, damlaciklarin birbirine yaklagsmasini dolayisiyla koalesans riskini
artinrken yuksek viskozite ise damlaciklarin hareketini kisitlamakta ve bodylece
stabiliteyi arttirabilmektedir. Ayrica kendiliginden emulsifiye sistemler igin dusuk
viskozite genellikle avantajlidir, ¢tinkd lipit karigiminin hizli bir sekilde sulu fazla
temas edip emdulsiyon olusturmasini saglamaktadir (Pouton, 1997; Wang, Dong,
Chen, Eastoe ve Li, 2009). Ancak, bu durum gastrointestinal ortamda daha hizlh
dagilarak lipaz enzimleri ile etkilesimi artirir. Cok dusuk viskozite, sistemin hizli

dagiimasina saglarken stabil bir emdulsiyon olusturmasini zorlastirabilmektedir



157

(Buya, Beloqui, Memvanga ve Préat, 2020). Bunu yani sira yuksek viskozite,
sindirimdeki enzimatik parcalanmay! yavagslatabilir ve bu da lenfatik tasima
etkinligini dusurebilir. YUkl olmayan formulasyonun viskozitesi formulasyona IL-
2'nin eklenmesiyle azalmistir ve kayma hizi 60 icin 25°C’de F2, F2-IL-2 ve aprotinin
iceren F2-IL-2'nin viskozitesi sirasiyla 819 + 20 cP, 644 + 7 cP ve 646 + 18 cP olarak

Olculmustar.

Sekil 4.21 - 4.23’te sunulan akis reogramlarina gore IL-2 yuklu ve IL-2 yuklu
olmayan F2 formulasyonlari non-Newtonian akisa sahiptir. Non-Newtonian akis
tiplerinden ise sisteme belli bir kayma gerilimi uygulandiginda akmaya baglayan

plastik akis gostermektedir.
5.5.7. Yuzey gerilimi olgumleri

Yuzey gerilimi sicakligin ve her iki fazin bilegiminin bir fonksiyonudur. Surfaktan
karisiminin konsantrasyonunun artiriimasinin ytzey geriliminde bir azalmaya yol
actigi bulunmustur. Bu surfaktan karisiminin konsantrasyonunun artiriimasinin
hava/su arayuzindeki yuzey etkinligini artirmasindan kaynaklanmaktadir (Ali ve
Hussein, 2017). Ylzey gerilimi F2 igin 28,92 £ 0,11 mN/m, F2-IL-2 igin 29,26 £ 0,21
mN/m ve F2-IL-2-Aprotinin i¢in 27,74 + 1,60 mN/m olarak élgulmustar. IL-2 yUkli ve
IL-2 yUklU olmayan formulasyonlar birbirleriyle karsilastirildiginda ytizey gerilimleri
benzer bulunmustur, istatistiksel olarak anlamh fark yoktur (p>0,05). Farkli
kaynaklardan elde edilen IL-2 ile yuklu olarak hazirlanan formulasyonlar igin ise F2-
IL-2-Aprotinin, F2-K-IL-2-Aprotinin ve F2-B1-IL-2-Aprotinin i¢in sirasiyla 27,74 +
1,59 mN/m, 26,77 = 0,45 mN/m ve 29,03 + 0,18 mN/m olarak bulunmustur ve
birbirleriyle karsilastirildiginda da yuzey gerilimleri acisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir. Bu sonuglar IL-2 ¢oOzeltisinin yuzey gerilimini
etkilemedigi bunun da sebebinin yardimci maddelere oranla formulasyondaki IL-2

¢Ozeltisinin miktarinin ¢gok az olmasi seklinde yorumlanmaktadir.
5.5.8. iletkenlik dlgiimleri

iletkenlik degerinin 10 pS/cm'den disiik ve temelde sifir olmasi durumunda surekli

fazin yagd oldugu anlamina gelirken, 10 uS/cm'den yuksek iletkenlik degeri, surekli
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fazin su oldugu anlamina gelmektedir (Hassan, 2015). Literatirde taze hazirlanmis
formUlasyon buzdolabinda ve 25°C’de saklanip damlacik boyutu ve konduktivitesi
Olguldigunde ortalama kurecik boyutunun zamanla arttigi gézlemlenmistir ve bu
durum, suyun dis sulu fazdan i¢ sulu faza go¢ etmesinden dolayi damlaciklarin
sismesinden kaynaklanabileceg@i seklinde aciklanmigtir. Bu durum iki derecede de
saklanan numunelerin elektriksel iletkenliginin azalmasiyla gosterilmektedir (Akhtar
ve digerleri, 2010). F2-IL-2 i¢in hazirlandiginda 23 + 0 yS/cm, 2. gun 10,7 + 0,1
pS/cm ve 7. gun igin 10,6 £ 0,2 pS/cm olarak bulunmustur ve hazirlanan
formllasyonlarin  su miktarlari  ve konduktivite Olgimleri gbéz &6nlnde
bulunduruldugunda benzer sonuglar elde edilmigtir. Kisaca, buzdolabinda saklanan
IL-2 yuklid olmayan c¢oklu emdulsiyonlarin daha stabil oldugu sonucuna
ulasiimaktadir. Ancak, yukli olan ve yukli olmayan formulasyonlarla da benzer
sonuglar elde edilmistir. Aprotinin ylzey yuku genellikle pozitif yénlidur ve dis faza
yuklenmis  olmasinin  formllasyonun iletkenligini  dogrudan etkiledigi

dusunulmektedir.

5.5.9. Termodinamik stabilite galismalari

IL-2 yUkIU olmayan ve IL-2 yUkli F1 ve F2 formUlasyonlari isitma-sogutma, santrif(j
ve dondurma-¢dzme gibi stres kosullari icin degerlendirilmistir (Kallakunta, Bandari,
Jukanti ve Veerareddy, 2012).

IL-2 yukli olmayan ve IL-2 yukli F1 ve F2 formulasyonlar ile 3500 rpm’de

gerceklestirilen santiflj testinden sonra faz ayrilmasi gézlenmemisgtir.

F1 formilasyonu dondurma-¢dézme déngustu Resim 4.7'deki fiziksel gorinus ve
Sekil 4.28’deki grafiklerden de anlasilacadi tUzere F1 formilasyonu dondurma-
¢6zme dongusune dayanikli bulunmamistir. Baslangicta 228,27 + 1,10 nm olarak
Olcilen damlacik boyutu 3. dondurma-¢ozme dongusinin sonunda
1184,89 + 182,13 nm olarak Olgulmuagstir. IL-2 yUkli F1 formilasyonu da F1
formilasyonu gibi dondurma-¢ézme déngusune dayanikli bulunmamistir. Bu
durum, Resim 4.11°deki fiziksel gorunus ve Sekil 4.32'deki grafiklerden de
anlasiimaktadir. Baslangigta 211,57 + 0,32 nm olarak olgtlen damlacik boyutu 3.

dondurma-¢6zme dongusunun sonunda 1297,24 + 121,93 nm olarak olgulmustar.
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Isitma-sogutma, santriflij ve dondurma-¢ézme stres kosullarinda, IL-2 yUkli ve IL-2
yukli olmayan F2 formilasyonlarda herhangi bir ¢okelme ve faz ayrimi
gOzlenmemigtir. Boylece, F2 formualasyonlarinin termodinamik stabilitesi

dogrulanmistir.

5.5.10. Stabilite caligmalari

pH, iyonik gug, sicaklik, yuksek basing, susuz ¢ozuculer, metal iyonlari, deterjanlar,
adsorpsiyon, galkalama ve kesme gibi faktorler proteinlerin kimyasal ve fiziksel
kararlihgini etkileyebilmekte, proteine zarar vererek biyolojik inaktivasyon,
agregasyon, immunojenite ve ¢dkelmeye neden olabilmektedir (Mehrdadi, 2024).
Bu nedenle 6ncelikle sirkiler dikroizm spektroskopisiyle formulasyondaki IL-2’nin
stabilitesinin incelenmesi planlanmigtir. IL-2 yUkli ¢oklu nanoemdulsiyon
formUlasyonu, literatire uygun olarak su ve metanol karisimi (4:1) ile seyretilerek
20 dk, 12.000 g’'de santrifij edilmistir (Ali ve digerleri, 2022). Supernatant alinip
stzllerek analiz igcin taze olarak hazirlanmistir. Ancak oOlgimler CD cihazinin

voltajini arttirdi§i gerekgesiyle operator tarafindan sonlandiriimistir.

Farkli seyreltme alternatifleri ile yiksek konsantrasyonlu formulasyon hazirlanarak
calisma tekrarlanmigtir. IL-2 yUkliG nanoemdlsiyon formilasyonu, %5 Triton-X,
etanol ve metanol ile gesitli seyreltmeler yapilarak taze olarak hazirlanmistir. Daha
onceden calisilan ¢bzucuye bagh dalga boyu ve kuvet tipine bagh olarak
degisiklikler gdzlenmesi nedeniyle 1 mm’lik kivet tercih edilmistir, ancak olgimler
cihazin voltajini artirdigi gerekgesiyle operator tarafindan tekrar sonlandiriimistir ve
cihazdan kaynakh oldugu dustnulen nedenlerle CD oélgumleri gergeklestiriiemedigi
gorulmustur. Formulasyonlardan kaynaklanan bulaniklik nedeniyle seyreltme orani
artirldiginda da formulasyon igin segilen yukleme dozunun o6lgum icin dusuk
seviyede kalmasi nedeniyle istenen spektrumlar yine elde edilememigtir.
Tekrarlanan Olcime ait goérsel Sekil 4.34’te verilmistir ancak dOlgim

tamamlanamadigindan bir sonug elde edilememistir.

Sirkuler dikroizm spektroskopisiyle sadece referans IL-2’nin sulu ¢dzeltisi ile IL-2
yapisinin literatlrle uyum gosteren spektrumu elde edilebilmistir (Sekil 4.11). CD

calismalari ile formilasyonlardaki IL-2 stabilitesini degerlendirilemediginden
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alternatif olarak SDS-PAGE calismalarinin yapilmasina karar verilmistir. Oncelikle
jel yuzdesi 6rnek seyreltme tamponu ve elektroforez kosullari belirlendikten sonra

formulasyon ornekleri jelde yuratalimustar.

SDS-PAGE yontemi ile sadece formulasyon Uretim surecinde protein yapisinin
bozulup bozulmadigi degerlendirilebilmistir. Stabilite calismalari kapsaminda 0., 1.,
2., 3. ve 4.haftalarda 5°C = 3°C’de saklanan etkin madde icermeyen nanoemdlsiyon
ve IL-2 yukli nanoemdlsiyondan ornekler alinarak SDS-PAGE jellerine yuklenmesi
planlanmigtir.  Ancak, formulasyonlarin farkh maddelerle farkli oranlarda
seyreltiimesi ile hazirlanan numunelerde protein bandi gézlenememistir. Literatur
incelendiginde bu durumun formulasyonda yuksek miktarda bulunan
Kolliphor® EL'den kaynakli oldugu goérilmustur. Bilindigi gibi SDS anyonik bir ylizey
etkin maddedir ve proteinleri denatire ederek proteinleri negatif yuklu hale getirir bu
sekilde elektroforez sirasinda yalnizca boyutlarina gdére ayrilmalarini sadlar.
Kolliphor® EL gibi non-iyonik surfaktanlar, proteinin hidrofobik bolgelerine
baglanarak SDS'nin proteinle etkilesimini engelleyebilir. Bu durum, SDS'nin etkisini
azaltir ve protein-SDS kompleksinin olusumunu engelleyerek SDS-PAGE'de
proteinin dogru sekilde ayrismasinin veya gorinmesinin onune gecebildigi seklinde

aciklanmistir (G-Biosciences, 2017).

Yapilan bir calismada ise Cremophor® EL igeren formilasyonlarin higbirinde
exendin-4’e ait protein bandi gortlmemistir. Bu durumu degerlendirmek igin
exendin-4 ile formilasyon bilesenleri Cremophor® EL igeren ve Cremophor® EL
icermeyen sekilde jele yuklenerek calisma tekrarlandiginda Cremophor® EL
icermeyecek sekilde uygulanan kuyucuklarda exendin-4'Un jelde ilerledidi,
Cremophor® EL igerecek sekilde uygulanan kuyucuklarda exendin-4'Un jelde
ilerlemedigi gozlenmistir (Celik-Tekeli, 2020). Yapilan bir diger calismada da
Cremophor® EL igeren formiilasyonun 100 kat seyreltiierek SDS-PAGE analizi
yapildigi gorulmastir (Lamaisakul, Tantituvanont, Lipipun ve Ritthidej, 2019). Bu
dogrultuda 100 kat seyreltme Kolliphor® EL konsantrasyonunu duslreceginden
SDS’nin protein Uzerindeki etkisini engelleyemeyecedi dusunulerek formulasyonlar
farkli maddelerle 100 kat seyreltilerek deney tekrarlanmigtir. Burada, protein bantlari
bu sefer de SDS-PAGE c¢aligsmalarinda protein miktari genellikle 10-50 pg arasinda

olmasi istendiginden ancak bu oranda seyreltme ile bu formulasyon i¢in bu durum
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saglanamadigindan IL-2’ye ait protein bandi gdzlenememistir. Ancak jellerde
ozellikle Resim 4.15'te belirgin olarak goriinen ve Kolliphor® EL'dan kaynaklandigi
dusunulen suruklenme benzeri leke goruntisu literatirle uyumlu bulunmustur
(Celik-Tekeli, 2020; Lamaisakul ve digerleri, 2019).

Yiksek konsantrasyonlu IL-2 ile hazirlanan F2 formilasyonu ve Spectra/Por®
Biotech CE diyaliz membran kullanilarak gergeklestirilen ¢alismada ise IL-2’ye ait
protein bandi gorulmustar. Ancak, formualasyonun istenen konsantrasyonda
olmamasi ve stabilite calismasi yapacak kadar yuksek konsantrasyonlu F2
formUlasyonu hazirlayabilecek kadar IL-2 mevcut olmamasi nedeniyle ¢alisma
surdurilebilir ve tekrarlanabilir bulunmamistir. Yapilan bu ¢alismanin formilasyon
uretim surecinde IL-2’'nin yapisal batunldgunin korunup korunmadiginin

degerlendiriimesi agisindan yeterli oldugu dustunulmektedir.

SDS-PAGE calismalarinda formilasyonun yapisinda yuksek miktarda bulunan non-
iyonik surfaktandan kaynakl olarak protein bandi olusumu gézlenemediginden
stabilitenin degerlendirilebilmesi icin SEC-HPLC yapilmasina karar verilmistir. SEC-
HPLC ile elde edilen kromatogramlar incelendiginde formulasyon
kromatogramlarinda tamamen bir pik ayrimi gorilmemistir. Formulasyona ait
spektrum, yardimci maddelerle kiyaslandiginda spektrumlarin benzerlik gosterdigi
gorulmektedir. Bilindigi gibi SEC-HPLC ile analiz edilen maddenin molekiler
agirhigina gore ayrim saglanmaktadir ve kiguk molekul agirhgina sahip maddelerin
kolonda tutulma suresi artmaktadir. Bu bilgi dogrultusunda, kromatogramlar
karsilastirildiginda yardimci maddeler disinda baska pik gértlmediginden proteinin

yapisinin bozulmadidi seklinde bir yorum yapilmistir.

IL-2 yUKIG ve aprotinin igeren IL-2 yUklU ¢oklu F2 formulasyonlari baslangi¢ ve 3.
aylarda damlacik boyutlar, PDI, zeta potansiyeli, viskozite ve yiizey gerilimi
degerlendirilmistir. Cizelge 4.22’e gbre viskozite sonuglari hari¢ sonuglar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamigtir. Aprotinin igeren F2-IL-2 igin
baslangi¢ta 80,05 + 0,17 nm olan damlacik boyutu 3 ay sonra 84,14 + 0,58 nm
olarak, 0,170 + 0,010 olan PDi 3 ay sonra 0,177 + 0,009 olarak, -9,17 + 0,14 mV
olan zeta potansiyeli 3 ay sonra -16,2 + 1,7 mV olarak, 27,74 + 1,60 mN/m olarak
dlglilen ylizey gerilimiise 3 ay sonra 25,51 + 1,45 mN/m olarak dlgtimustir. iki yonli
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varyans analizi (ANOVA) yapilmistir ve belirtildigi gibi istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir (p>0,05).

Stabilite ¢calismalarinda belirtildigi gibi CD, SDS-PAGE ve SEC HPLC denenmigtir
ancak yontemler ve kosullar tam olarak uygun olmadigindan, formulasyonun yapisi
analizine engel oldugundan IL-2’nin stabilitesinin IL-2 miktari olarak ELISA Kkiti ile
analiz edilmistir. 5°C % 3°C saklanan aprotinin igeren F2-IL-2 sonug
formulasyonunda IL-2 miktarinin 4 haftada %53,56 ve 6 haftada %33,19’a dustugu
gOrulmustar. Ancak ¢ozelti haldeki IL-2 igin fiziksel ve kimyasal stabilite stresi oda
sicakhginda 48 saat oldugu bilindiginden (Proleukin® Kullanim Talimati, Novartis)

formUlasyonunun IL-2’nin stabilitesini artirdigi seklinde bir yorum yapilabilir.

5.6. in Vitro Salim Galigmalari

in vitro salim calismalari planlanirken literatiirde peptit, protein yUkli lipit temelli
sistemler icin genellikle pH 6,8’de c¢alisildigi goriimustir (Hintzen ve digerleri, 2014;
Zupanci€, Partenhauser, Lam, Rohrer ve Bernkop-Schnirch, 2016). Ancak
gastrointestinal sistemden gegerken bozulmadigini géstermek amaciyla pH 1,2’de
de in vitro salim calismasi yapiimigtir. Ayrica diyaliz membran kullanilarak yag
damlaciklarinin gegmesi sinirlandirilirken uygun molekul agirlhigina gore secilen bir
diyaliz membran ile protein saliminin saglanabildigi gérulmustir (Bernkop-Schniirch
ve Jalil, 2018). Bu dogrultuda, salim galismalari Bélim 3.2.6’da anlatildigi gibi
gerceklestiriimistir. IL-2 molekdl agirhgr 15,5-16 kDa’dur ve buna gore 20kDa diyaliz
kasediyle (diyaliz membran) yapilan salim g¢aligsmalarinda Cizelge 4.23’te goruldigu
gibi anlamli sonuglar elde edilememistir. pH 1,2’de gerceklesen salim her ne kadar
pH 6,8’den fazla olsa da maksimum %0,016 salim gergeklesmistir. Deney sonunda
diyaliz kasetinden formulasyon geri alinarak ELISA kitiyle analiz edildiginde ise
tamamina yakini dlgulebilmigtir. Bu durum difizyonun membran ylzeyiyle sinirli
olmasindan kaynakli olabilecegi, diyaliz membranin ylzey ylkinin formulasyon
igin uygun olmamasi nedeniyle kasetin igine yeterince tamponun gegmemis olmasi
ve dolayisiyla sistemin tamamen emdlsifiye olmamasiyla iligkili olabilecedi seklinde
yorumlanmistir. Benzer sekilde IL-2 yuklu lipozomlarla gergeklestirilen bir galismada
25 kDa'dan kuguk molekulleri gecirebilen diyaliz membran kullanilarak salim
caligmasi gergeklestiriimigtir. 8 saat olarak planlanan galismanin sonunda IL-2
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miktarinin ¢gok az bulunmasi sebebiyle ¢alisma 48 saate uzatilmig ve in vitro salim
sonuglari incelendiginde (Franz hiicresine konulan 1 mL lipozom 50x107 pg IL-2
icermektedir) 48 saat sonunda formulasyondan 5,532 pg IL-2 salindigi (%0,0011)
bulunmustur (Cilek, 2008).

Diyaliz kaset ile gerceklestiriien salim sonuglarina goére IL-2 saliminin uygun
olmadidi goéruldaginden IL-2’nin in vitro salim ¢alismalari igin formulasyonlarin
kapsule doldurularak palet yontemi uygulanmistir. pH 1,2 tamponu ve pH 6,8 fosfat
tamponunun yani sira pH 6,5 FaSSIF ve FeSSIF tamponlari ile ¢alisiimistir. pH
1,2’de bozulmadan tamami salim ortamina gecerken, pH 6,8'de IL-2 salimi 4 saatin
sonunda maksimum %80 + 4’tur. pH 6,5 FaSSIF ortaminda salinan miktar 4. saatte
%93,3 = 3,2 olarak bulunmustur. pH 6,5 FeSSIF maksimum salim 1. saatte
gOrulmektedir ve salim %69,61 + 8,41 olarak bulunmustur. 4 saatte ise %57,53 +
0,85’e dismektedir. Bu durumun kullanilan FeSSIF ve FaSSIF ortamlar arasindaki
SIF miktari ile yani ortamin kimyasal bilesimi ile iligkili (safra tuzlari ve lesitin
konsantrasyonlari ile iligki) oldugu dusunulmektedir. Formulasyona proteaz

inhibitorleri eklemek ve kapsule koymak alternatif bir strateji olarak distunulmektedir.
5.7. in Vitro Sindirim Galismasi

Gastrointestinal kanalda nanoemdilsiyon gibi lipit yapili ilag tasiyici sistemler lipazlar
tarafindan sindirime ugrayabilirler. Tezde, formilasyonun sagladigi korumayi
degerlendirebilmek i¢in lipaz varliginda sindirim ¢aligsmasi yuruttlmagstar. 1L-2 yuklu
nanoemdulsiyon formulasyonunun sindirim g¢alismasi sirasinda harcanan 0,1 M
NaOH miktarindan hareketle sindirim orani hesaplanmistir. Formualasyonun %45
oraninda sindirime ugradigi gozlenmistir (Sekil 4.48). Formuilasyonda kullanilan
surfaktanlar kimyasal yapilarindan o6turt lipazin substrata erigsimini sterik olarak
engelleyebilir ve dolayisiyla formulasyonun sindirim hizini da etkileyebilir.
Literatlrde polietilen glikol (PEG) ve poligliserol yapisi tagiyan surfaktanlarin orta
zincirli yag asitlerinin mono-, di- ve ftrigliserit yapilarina kiyasla daha az ve yavas
sindirime ugradigi belirtiimigtir (Shahzadi ve digerleri, 2021). Bu bilginin pratik
sonucu ise surfaktan yapisindaki etilen oksit grubu sayisinin fazlaligi sterik engel
saglayarak lipazin lipide erismesini geciktirmesi ve engellemesidir. Su/yag/su
yapisina sahip IL-2 yUkli nanoemdlsiyon formulasyonun dis fazinda bulunan
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Kolliphor® EL ise etilen oksit ile hint yaginin 1:35 mol oraninda reaksiyona girmesi
sonucu uretilir (Suys ve digerleri, 2019). Kolliphor® EL'nin sahip oldugu kimyasal
yapi nedeniyle formulasyon sindiriminin daha ge¢ bagladigi goézlenmistir. Literaturde
dig sulu faza eklenen hidrofilik surfaktanin misel olugturabilecegi bildirilmistir (Sun
ve Xia, 2020). Buna bagl olarak IL-2 y(ikli formilasyonda Kolliphor® EL’nin kismi
sindirimi veya misel olusturmasi sonucu yag fazinin bir kisminin da sindirime

ugradig! ve bu nedenle sindirim oraninin %50’ye yakin oldugu dusunulmektedir.

Formulasyonun sindirim ortaminda 30 dakika dispersiyonundan (enzim eklenmeden
hemen énce) sonra ortamda %52,3 oraninda IL-2 oldugu gézlenmistir (Sekil 4.48).
Bu deger benzer ortam icerikleri nedeniyle FaSSIF ortaminda yapilan in vitro salim
calismasi ile karsilastinimis ve tutarl sonuglar elde edildigi gozlenmistir (Sekil 4.45).
Enzim eklenmeden hemen oOnce formulasyondan IL-2 saliminin devam ettigi
soylenebilir. Ancak, enzim ilavesinden sonra IL-2 miktarinin belirli bir sire sabit
kalmasinin ardinda dismeye basladigi gértilmustir. Calismada kullanilan Lipaz A
enzimi gliserit yapisindaki 1 ve 3. ester pozisyonlari i¢in spesifiktir ve peptit/protein
yapilari Uzerinde etkili degildir (Fernandez-Lafuente, 2010) ancak IL-2 miktarinda
beklenmedik bir azalma meydana gelmistir. Bu durumun, sindirim esnasinda agiga
cikan yag asitlerinin protein stabilitesini veya c¢ozunurlugunu etkilemesinden
kaynakli olabilecedi disunilmektedir. S6zkonusu durum, IL-2'nin formUlasyondan

salim oranini da etkileyebilmektedir.

5.8. Hiicre Kiulturii Caligmalari

Tez kapsaminda hucre kultiru caligmalari ile once IL-2'nin biyolojik aktivitesini
belirlemek amaciyla uygulanmasi gereken IL-2 konsantrasyonuna karar verilmigtir.
Hucre kultird calismalari boyunca uygulanan IL-2 yukla formilasyon ve [L-2
¢Ozeltileri biyolojik aktivitenin belirlenmesi ¢alismasinda secilen 89,5 nM, 44,75 nM
ve 22,375 nM konsantrasyonlarinda seyreltilerek uygulanmistir. IL-2'nin biyolojik
aktivitesini belirlemek amaciyla PBMC hucreleri ile inkibe edilmis ve deney
sonucunda hem toksik etki gorulmedidi hem de hicre sayisinin artmasini sagladigi

gOrulmustar.
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IL-2'nin kanser hlcreleri Uzerinden dogrudan bir sitotoksisitesi yoktur ancak PBMC
hucrelerini indUkleyerek bagisiklik sisteminin aktivasyonunda ve duzenlenmesinde
onemli bir rol oynayabilmekte, 6zellikle T hucrelerini ve NK hucreleri aktive
etmektedir. IL-2, CD4+ ve CD8+ T hucrelerinin proliferasyonunu ve aktivasyonunu
uyarmaktadir. Sitotoksik T hicrelerinin (CTL) sayisini artirarak kanser hicrelerine
karsi sitotoksik etkilerini guglendirir. NK hucrelerini aktive ederek bu hucrelerin
tumor hucrelerini 6ldirme kapasitesini artirir. Ayrica IL-2, PBMC'lerden sitokin
salimini (IFN-y, TNF-a gibi) artirir, bu da bagisiklik yanitini guglendirir. Salinan
sitokinler, tumor mikro cevresini degistirebilir ve bagisiklik hucrelerinin timor

hlcrelerine saldirmasini kolaylastirabilir (Dehghan ve digerleri, 2022).

Renal hicreli karsinom ve immun hdcrelerle ko-kalture edilmis 3B hucrek kualttri
calismasinda timoér mikrogevresini olusturan kanser hicrelerini, endotel hicrelerini,
bagisiklik hticrelerini ve fibroblastlari iceren heterotipik 3B ko-kultur sferoit modelleri
olusturulmustur. Farkli hucreler arasi etkilesimleri, hucre ¢ogalmasini ve matris
uretimini kolaylastiran tumor benzeri bir mikrogevre sekillendirmistir. Hucresel
adezyona ve epitelyal-mezenkimal gegise karsilik gelen protein ekspresyon
seviyelerindeki degisiklikler indiklenmektedir. Sonug olarak bagisiklik hicresi alt
tiplerinin korundugunu ve cesitli tedavilerle diizenlenebilecegi gosterilmistir (Rausch
ve digerleri, 2021).

Yapilan bir calismada da IL-2 igeren hucre kultirinde bayuttlen T lenfositlerin, in
vitro olarak tumar hicrelerini dldirme kabiliyetine sahip oldugu gosterilmistir. PBMC
hiacreleri 2B ve 3B hucre ko-kulturt ile IL-2'nin kanser hucrelerini Uzerindeki
immunomodulasyonu incelenmistir (Amin ve White, 2014). Tez calismasinda da
benzer gekilde IL-2 yuklu formulasyonun antikanser etkinlikleri hem konvansiyonel
hdcre kultlrd dedigimiz 2B hucre kaltlra ile hem de 3B hicre kalturt galismalariyla
degerlendirilmigtir. Sekil 4.49'da 2B hicre kaltiri calismalariyla IL-2 yUKIU
formialasyonun (aprotinin igeren F2-IL-2) IL-2 g¢ozeltisiyle kiyaslandiginda stabil
oldugu, biyolojik aktivitesini kaybetmedigi gorulmustir. Sekil 4.50'de IL-2 yuklu
formulasyonunun artan konsantrasyonda IL-2 ¢dzeltisine kiyasla daha etkili oldugu

bulunmustur.
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Yapilan c¢alismada, IL-2'nin nanoemdlsiyon formilasyonu iginde biyolojik
aktivitesinin  korundugu ve farkli konsantrasyonlarda PBMC hicrelerinde
proliferasyonu etkili bir sekilde indukledigi gosterilmistir. Ozellikle, 89,5 nM
konsantrasyonda IL-2 yUklu formulasyonun hicre proliferasyon orani, serbest |IL-2
cozeltisine kiyasla istatistiksel olarak farklilik géstermemistir (p>0,05). Bununla
birlikte, daha duslUk konsantrasyonlarda (44,75 nM ve 22,375 nM) formulasyonun
biyolojik aktivitesi korunmustur. Lipit bazli tagiyici sistemlerin protein yapisindaki
biyolojik ajanlarin stabilitesini ve biyolojik aktivitesini koruma yetenegdi oldugu
bilinmektedir. Hazirlanan nanoemdulsiyonun da IL-2 gibi hassas molekiller igin

potansiyel ilag tagiyici sistem oldugu iddiasini desteklemektedir.

Antikanser etkinliklerin degerlendiriimesi amaciyla yapilan PBMC ve A498
hlcrelerinin ko-kulttr galismalari, IL-2 yUkli formuUlasyonun serbest IL-2 ¢dzeltisine
kiyasla A498 hiicre canliiini daha fazla azalttigini géstermistir. Ozellikle, 89,5 nM
konsantrasyonda ve 1:1 hlcre oraninda uygulandiginda, IL-2 yUklt formulasyonun
hacre canlihgini %11 = 2'ye dustrdigu goérulmastar. Bu sonug, IL-2 yuklu
nanoemdulsiyonun immudn yaniti artirmada serbest formdan daha etkili oldugunu

gOstermektedir.

Migrasyon c¢alismasi, IL-2 yukli nanoemulsiyon formulasyonun immun hucrelerin
(PBMC) bobrek kanseri hicrelerine (A498) migrasyonunu uyardigini ortaya
koymaktadir. Sekil 4.51’deki mikroskop goruntilerinde belirli bélgelerde mavi renk
yogunlugunun daha fazla oldugu goérilmektedir. Bu durum, immun hucrelerin bu
bolgelerde dbeklenerek kanser hucrelerine gog etmeye galistigini géstermektedir.
IL-2 yUklG formidlasyonun bulundugu grupta o6beklenme yogunlugunun, IL-2
¢cozeltisinin veya kontrol grubunun bulundugu gruplara gore daha fazla olmasi, bu
formUlasyonun immun hudcrelerin kanser hucrelerine gogunu artirdigi seklinde
yorumlanmigtir. Bu mekanizmanin, formalasyonun ylizey 6zelliklerinden ve IL-2'nin
formUlasyondaki kontrolli salinimindan kaynaklanabilecegi dusinilmektedir. Bu
sonuglar, IL-2 yUklG formilasyonun immin hicre goéclni artirarak kanser

tedavisinde kullaniima potansiyeline sahip olabilecegini gostermektedir.

3B tumor modelinde yapilan sitotoksisite galigmalari, IL-2 yUkli nanoemulsiyonun
serbest IL-2 ¢dzeltisinden PBMC hicrelerini uyararak daha ytiksek bir sitotoksisite
go6sterdigini ortaya koymustur. Ozellikle, 1:1 hiicre oraninda (PBMC:A498)

uygulanan formulasyon, kanser hiicresi 6limunu daha etkili bir sekilde indUklemistir.
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Bu sonuglar, nanoemulsiyonlarin yalnizca biyolojik aktiviteyi korumakla kalmayip,

ayni zamanda antikanser etkinligi artirabilecegini de gdstermektedir.

Nil kirmizisi yuklu formulasyonlarla yapilan tumoéral penetrasyon calismalari,
nanoemulsiyonlarin, serbest ¢ozeltiye kiyasla daha derin tUumoral penetrasyon
yetenegdi gosterdigini ortaya koymustur. Sekil 4.54’te tespit edilen kirmizi floresans
sinyalinin literatirde goruldugu kadar yogun olmamasina karsin benzer oldugu ve
sferoitin hem ylUzeyinde hem de derin katmanlarinda tespit edilmesi, formulasyonun
sayesinde etkin bir sekilde dagildigini ve tumaoral penetrasyon yetenegdini artirdigini
gOstermektedir (Varan ve digerleri, 2018; Varan ve digerleri, 2021b). Nil kirmizisi
¢Ozeltisinin sferoit ylUzeyinde yogunlastigi ancak sferoitin i¢ kisimlarina sinirh
penetrasyon gosterdigi gdzlemlenmektedir. Nanoemdulsiyonlarin kugik damlacik
boyutlari ve ylizey modifikasyonlari, bu penetrasyonun temel mekanizmalari olarak
dusunulebilir. Bu durum, gelecekte klinik uygulamalar i¢cin umut verici bir 6zellik
olarak degerlendirilebilmektedir. Bu sonuglar, lipit temelli ilag tasiyici sistemlerin IL-
2 gibi immunoterapdtik ajanlarla kombine edilerek daha etkili tedavi stratejilerinin

olusturulabilecedini de ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez calismasi sonucunda bobrek kanseri tedavisinde oral yolla kullaniimak tzere

IL-2 yUkli c¢oklu nanoemulsiyon formulasyonlart gelistiriimigtir.  Yapilan

calismalardan elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

IL-2 farkh reseptor alt tiplerine baglanarak farkli etkiler ortaya koydugu igin
istenen antikanser etki icin IL-2Ra’nin 6nemi ve IL-2Ra ile etkilesime giren Arg
38, Phe 42, Glu 62 ve Leu 72 ilgili yizey amino asitleri belirlenerek in siliko
calismalar bu dogrultuda gercgeklestirilmigtir.

Molekuler dinamik simulasyonlar icin dogrudan yardimci madde ve IL-2
arasindaki etkilesimin incelenmesi planlandigindan sistemdeki her bir atomun
konumunu ve hareketini agikgca modelleyen, ylksek ¢cozunurluklu detayli bilgi
saglayan all-atom simulasyonlar tercih edilmistir.

in siliko molekiiler dinamik simllasyonlari, formilasyon bilesenlerinin IL-2 ile
uyumlu oldugunu ve proteinin stabilitesini koruyabildigini gostermigtir.
Labrafac™ Lipophile WL 1349, IL-2Ra ile gugli ve geri donusumla etkilesimler
saglayarak antitimor etkilerin artinlmasinda uygun bir bilesen olarak
saptanmisgtir.

Peceol™ ve Maisine® gibi lipit bazli sistemlerin IL-2Ra baglanmasini bozarak
antitmor etkilerini artirma potansiyeline sahip oldugu, bu sistemlerin gelecekteki
calismalar igin alternatif stratejiler olarak degerlendirilebilecegdi belirlenmistir.
Proteaz inhibitorleri ile yapilan simulasyonlar sonucunda aprotininin daha dugsik
etkilesim gdstermesi nedeniyle formulasyon igin uygun proteaz inhibitort oldugu
gorulmustar.

FT-IR analizine gore IL-2 ile yardimci maddelerin gegimli oldugu sonucuna
variimigtir.

Mikroakigkanlastirci ydonteminde F1 icin basing ve gegis sayilari 10.000 psi'de 3
gegis ve F2 igin 10.000 psi’de 1 gecis olarak belirlenmigtir.

Formilasyonlarin 1 gramina hedeflendigi gibi 2,5 x 10°U/mL IL-2 yliklenmistir.
Formulasyonlara IL-2 ile yuklemede, hazirlanan ilag tasiyici sistemlerinde

herhangi bir faz ayrismasina ve gegimsizlige neden olmamistir. Sonuglarda
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istatistiksel olarak anlamli fark goérdimemistir (p>0,05). Bdylece in siliko
sonuglarin in vitro ¢alismalarla uyumlu hale geldigi kanitlanmistir.

e Formiilasyonlar damlacik boyutu, PDI, viskozite, morfoloji, viskozite ve stabilite
calismalari ile karakterize edilmistir. F1 ve F2 formUlasyonlarinin zeta potansiyel
degerleri karsilastirildiginda F2’nin daha stabil oldugu goralmustar.

e Aprotinin igeren F2-IL-2 TEM géruntuleri incelendiginde damlaciklarin kireselligi
kanitlanmistir.

e Geligtirilen F2 formulasyonu, damlacik boyutu, zeta potansiyeli ve termodinamik
stabilitesi agisindan optimize edilmis ve stabil bir formilasyon olarak F1
formUlasyonuna goére daha uygun bulunmustur.

e F1 formilasyonu, dondurma-¢dézme dongusune dayanikl olmadidi ve damlacik
boyutunun buydk bir artis gosterdigi gdézlemlenmistir. Bu, formulasyonun
stabilitesini ve biyoyararlanimini etkileyebileceginden tercih edilmemistir.

e IL-2 yukli F2 formulasyonlari, isitma-sogutma, santrifij ve dondurma-¢ézme
stres kosullarina dayanikliik gosterdigi icin termodinamik olarak daha stabil
bulunmustur. Bu, F2 formulasyonunun potansiyel olarak daha uygun bir ila¢
tasiyici sistem olabileceg@i disunulmustar.

e Lenfatik dolasima gegis icin 200 nm'nin altindaki damlacik boyutlarinin daha
uygun oldugu belirtilmistir. Hazirlanan her iki formulasyonun yaklasik 200 nm’den
kluguk damlacik boyutlarina sahip oldugu tespit edilmis olup bu durumun lenfatik
dolagima uygunluklarinin yani sira stabilite ve homojenlik agisindan da avantaj
sagladigini kanitlamistir.

e in vitro salim calismasinda diyaliz kaset ile gerceklestirilen salim sonuclari diisiik
bulunmustur. Bu yontemin formilasyon ig¢in uygun olmayacagina karar verilmis
ve deneylere palet yontemi kullanilarak devam edilmistir. Aprotinin iceren
F2-IL-2 icin maksimum salim 4. saatte pH 6,5 FaSSIF ortaminda %93,3 + 3,24
olarak bulunmustur.

e in vitro salim calismasi bu tip formilasyonlar igin yeterli olmayacagindan in vitro
lipoliz ¢alismalar yaratalmustar. Aprotinin iceren F2-1L-2 nanoemdulsiyon, lipaz
varliginda %45 oraninda sindirime ugramis ve Kolliphor® EL'nin lipaz erigimini
sterik olarak engelleyerek sindirim hizini yavaslattigi goralmustar. Bu durum,

formUlasyonun IL-2’yi gastrointestinal ortamda koruma kapasitesini artirmistir.
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e Hucre kulturu calismalarinda IL-2 yukli nanoemulsiyonun biyolojik aktivitesini
korudugu ve antikanser etkinlik sagladigi gérulmustur.

e IL-2 yUkli F2 formulasyonlarinin A498 ve PBMC hicre hattinda antiproliferatif
etkinliginin konsantrasyon bagh oldugu gorulmastur.

e Lipit bazh tasiyici sistemlerin, protein/peptit ilaclarin oral biyoyararlanimini
artirmada potansiyel bir formulasyon yaklasimi oldugu ve gergeklestirilen IL-2 igin
molekuller simulasyona dayali formulasyon geligtirme ¢alismasinin bu yaklagima
katki sagladigi belirlenmisgtir.

e Gelistirilen Uretim yonteminin, mikroakigkanlastirici cihazinin optimizasyonuyla
Olgcek buyutme sureglerinde kullanilabilirligi ve bu teknolojinin protein temelli

formUlasyonlar igin uygun olabilecedi dustnulmektedir.

Tez cgalismasi kapsaminda in siliko yaklagimlarin kullaniimasiyla formulasyon
bilesenlerini se¢gmek ve biyoteknoloji endustrisinde nanoteknolojik formulasyon
teknolojilerinin arastirma ve geligtirme calismalarinin uygulanabilirligini sinirlayan
rekombinant protein kullanimiyla ilgili potansiyel maliyetleri azaltmak gibi gesitli
zorluklarin asilmasinda yol gésterici olmustur. Calismada gelistirilen F1 ve F2 kodlu
nanoemulsiyon formulasyonlarin hazirlanirken IL-2 yapisi bozulmadan uretilebildigi,
gerceklestirilen hicre kaltiri galismalariyla immunolojik hdcreler Uzerinde
proliferatif etki saglarken kanser hicreleri Uzerinde antiproliferatif etki sagladid iki
ve U¢ boyutlu yontemlerle gosteriimigtir. Yapilan c¢alismalarla geligtirilen
formulasyonun alternatif bir formullasyon olabilecedi ve olasi yan etkileri

azaltabileceg@i 6n gortlmektedir.

Oneriler

e IL-2’nin formulasyondaki uzun dénem stabilitesini daha iyi anlamak igin analiz
yontemi kesinlestirilerek stabilite galismalari yapiimalidir.

e Gastrointestinal sistemdeki enzimatik bozulmayi azaltmak igin yeni proteaz
inhibitérlerinin eklenmesi veya formuilasyona mukus gegisini artirici maddelerin
dahil edilmesi s6z konusu olabilir.

e IL-2 yukli nanoemulsiyonlarin etkinlik ve guvenlik analizlerinin in vivo hayvan

modellerinde de kanitlanmasi gerekmektedir.
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e Nanoemulsiyon formulasyonlarinin, farkli timor tiplerinde immun hdcre gogu ve
tumoral penetrasyon Uzerindeki etkilerinin in vivo modellerde daha kapsamli
olarak incelenmesi 6nerilmektedir.

e Farkh tumor tiplerinde uygulanabilirlik ve uzun vadeli immudn yanit etkilerinin
detayli immunolojik galismalarla arastiriimasi gerekmektedir.

e Geligtirilen IL-2 sentez yontemlerinin optimizasyon ve 6lgek buyutme galigsmalari
yapilarak  biyoteknoloji endustrisine  uygulanabilirligi  ileri  ¢alismalarla

degerlendirilebilir.
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